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Resumo

Lipidios provenientes da dieta tém um importante efeito no sistema de sinalizagdo
transmembrana presente nas células cardiacas. Um vez ingeridos em excesso ocorre
aumento no conteido de colesterol na membrana da célula cardiaca o qual afeta a
atividade da adelilil ciclase ligada ao receptor e conseqlientemente as respostas
cronotropicas e inotropicas as catecolaminas causando arritmogénese. O objetivo desta
tese foi analisar os efeitos de sessdes de natacdo com o objetivo de prevenir os efeitos
de dieta hiperlipidica sobre a sensibilidade de atrios direitos isolados a agonistas
adrenérgicos. Ratos Wistar machos adultos foram usados apds uma semana de
adaptagdo em salas climatizadas 22+2°C e com ciclo claro-escuro de 12 h (luzes
acendendo as 6:30 da manh3). Os experimentos foram realizados de acordo com os
principios para utilizacdo de animais em pesquisa ¢ educagdo e¢ adotado pelo COBEA
(Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal). Os animais foram randomicamente
divididos em dois grupos, sedentérios (S) e que praticaram exercicio (T). O exercicio
constou de sessdes de natacdo na freqiiéncia de 5 dias na semana com 50 minutos de
duragdo durante 20 dias (4x5 dias) em tanque de 4gua com temperatura de 34 + 2°C.
Estes dois grupos foram ainda subdivididos em 2 subgrupos, o que recebia ragao padrao
(N) e outro que recebia a dieta rica em lipidios (H). O atrio direito foi isolado e curvas
cumulativas dose-resposta a noradrenalina (NA) e isoprenalina (ISO) foram obtidas, na
auséncia ou presenca de inibicdo da recaptacdo neuronal e extraneuronal. Nao houve
alteragdo na freqii€ncia cardiaca basal ou resposta maxima aos agonistas nos atrios
isolados dos diferentes grupos experimentais (NS, NT, HS e HT). O programa de
exercicio fisico proposto induziu em ratos que ingeriram dieta padrdo uma

subsensibilidade a noradrenalina e uma supersensibilidade a isoprenalina. Os atrios
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direitos isolados de ratos sedentarios que ingeriram dieta rica em lipidios apresentaram,
apds quatro semanas, subsensibilidade a noradrenalina e nenhuma alteracdo na
sensibilidade a isoprenalina. A associacdo da dieta rica em lipidios com o programa de
exercicio fisico preveniu as alteracdes observadas tanto pela dieta hiperlipidica como
pelo programa de exercicio isoladamente. Os valores pD, para NA foram: 7,44+0,09
(NS); 6,65+0,17* (HS); 6,52+0,25% (NT); 7,15+0,04**" (HT) e para ISO foram:
8,37+0,12 (NS); 8,52+0,10 (HS); 8,94+0,09* (NT); 8,55+0,08 (HT). Onde as diferencas
significativas (p<0.05 ANOVA seguida de Tukey) foram indicadas como segue: * vs
NS; ** vs NT, * vs HS. Este programa de exercicio fisico induziu alteragdes na resposta
atrial semelhantes aquelas observadas no modelo de choques nas patas (trés sessdes
diarias), ou seja, diminuicdo na resposta mediada pelos adrenoceptores B; (NA) e
aumento na resposta mediada pelo adrenoceptor B, (ISO). A dieta hiperlipidica
oferecida aos ratos durante 4 semanas induziu subsensibilidade a noradrenalina e esta
resposta ¢ provavelmente devida a alteracdes na membrana lipidica e alta atividade
adrenérgica relatada neste modelo animal. O motivo da auséncia de altera¢des cardiacas

quando da associagao dieta hiperlipidica e exercicio fisico precisa sem investigado.



Abstract

Dietary lipids has an important effect on transmembrane signaling system in the heart
increasing the cardiac membrane cholesterol content, which in time affect -
adrenoceptor/adenylyl cyclase activity and the inotropic and chronotropic responses to
catecholamines causing arrhytmogenesis.The aim of this work was to analyze the effect
of swimming, to prevent the effects of high fat-CHO diet on the sensitivity to adrenergic
agonists in rat isolated right atria. Adult male Wistar rats were used after one week of
adaptation in acclimated room at 22+2°C and 12h light-dark cycle (lights on at 6:30
a.m.). The experiments were carried out in accordance with the principles for the use of
animals in research and education and adopted by COBEA (Brazilian College for
Animal Experimentation). The animals were randomly divided into two groups,
sedentary (S) and exercised (T) with a swimming sessions, 5 days a week (50 min.
session) during 20 days (4x5 days) in a water glass tank with temperature at 34 + 2°C.
These two groups were divided into two subgroups; one of them fed a standard chow
(N) and the other, a high fat-CHO diet (H). The atrium was isolated as described before
and cumulative concentration-response curves to noradrenaline (NA) and isoprenaline
(ISO) were obtained, in the absence or presence of inhibitors of neuronal and
extraneuronal uptake. There was no alteration in the basal heart rate or maximal
response to the agonists in isolated atria rats from different groups (NS, NT, HS and
HT). The physical exercise program in rats fed with standard chow induced right atria
subsensitivity to noradrenaline and supersensitivity to isoprenaline. Atria isolated from
rats fed with high fat-CHO diet showed subsensitivity to noradrenaline and no
alterations on the sensitivity to isoprenaline. Association of high fat-CHO diet and this

physical exercise program prevented the alterations induced by the diet or the exercise
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programs alone. The NA pD, values were: 7.44+£0.09 (NS); 6.65+0.17* (HS);
6.52+0.25% (NT), 7.15+0.04**" (HT) and ISO pD, values were: 8.37+0.12 (NS);
8.52+0.10 (HS); 8.94+0.09* (NT), 8.55+0.08 (HT). Significant differences (p<0.05
ANOVA plus Tukey test) were indicated as follows: *compared to the NS group,
**compared to the NT group, “compared to the HS group. The uptake inhibition did not
alter the responses obtained. This exercise program induced alterations in the right atria
response similar to those induced by foot shock stress, it means, decrease on f3;-
adrenoceptor mediated (NA) response and increase on f;-adrenoceptor mediated (ISO)
response. High fat-CHO diet offered during four weeks induced subsensitivity to
noradrenaline, this response is probably due to alterations on the lipid membrane
content and high adrenergic activity reported in this animal model. The absence of
effects on atria response observed in rats submitted to high fat-CHO diet and exercise

program needs to be investigated.
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I- Introducao

Os sistemas cardiovascular, enddcrino e nervoso sdo fundamentais na integragao e controle das
fungdes organicas. O sistema cardiovascular consiste, de uma bomba propulsora contratil, o coragao,
responsavel por manter constante o fluxo sanguineo para todas as regides do organismo, através da
variagdo das suas propriedades inotropicas e cronotropicas, € de um circuito de distribui¢do do sangue,
0s vasos sangiiineos, que controlam o fluxo sanguineo para estas regides conforme a necessidade dos
tecidos e 6rgdos. O sistema cardiovascular integra o corpo como uma unidade, proporcionando uma
corrente continua de hormonios, nutrientes e oxigénio para os diversos 6rgaos e tecidos, a0 mesmo
tempo que remove os produtos do metabolismo celular.

Os sistemas endocrino e nervoso, por sua vez, alteram as velocidades das reagdes das “células-
alvo”, modificando seu metabolismo através das alteracdes na velocidade da sintese protéica
intracelular, no ritmo da atividade enzimatica, no transporte através da membrana plasmatica e na
atividade secretoria.

Os sistemas endocrino, nervoso e cardiovascular agem de forma a proporcionar a estabilidade
do meio corporal interno, isto é, a homeostasia.

Até o século XX, predominaram as chamadas doengas transmissiveis decorrentes de agentes
vivos como virus, bactérias e parasitas responsaveis pela paralisia infantil, tuberculose e verminoses
intestinais respectivamente. A modernidade, no entanto, trouxe consigo a erradicagdo destas doengas
através da universalizacdo da assisténcia médica, avanco da tecnologia sobre a prevengdo e o
tratamento destas doengas, reduzindo assim o tempo de incapacitacdo causado por elas e permitindo
maior longevidade. O avango tecnoldgico em inimeros campos, também nos proporcionou uma vida
mais confortavel, porém mais sedentdria, a base de aparelhos eletronicos, e alimentagdo hipercalérica.

As doengas infecto-parasitarias passaram, entdo, a dar lugar as doengas cronico-degenerativas como



diabetes, neoplasias, doengas respiratorias, articulares, gastrintestinais e doengas cardiovasculares que
comprometem a integridade funcional dos sistemas responsdveis pelo equilibrio interno
(GONCALVES et al., 1997).

Estudos realizados em Framingham (EUA), a partir de 1948, demonstraram que determinados
fatores de risco como a concentragdo sérica de colesterol, o tabagismo e a hipertensao arterial estavam
associados a existéncia de cardiopatia isquémica (WONG et al., 1991), inaugurando uma nova etapa
de estudos sobre as doengas cardiovasculares.

Segundo Mion & Nobre (1999), fator de risco ¢, qualquer fator clinico (antecedentes pessoais e
familiares) ou laboratorial (hiperglicemia, hiperlipidemia) que se associe com a probabilidade de
ocorréncia de determinada doenga em um periodo de tempo variavel. De acordo com a American
Heart Association, os fatores de risco das cardiopatias sdo o tabagismo (25%), a hipertensdo, a pressao
arterial (25%), o colesterol plasmatico (20%), a inatividade fisica (60%), a idade acima de 65 anos
(13%), o diabetes mellitus (7%), a obesidade (33%) e em porcentagens menores, o sexo masculino, o
estresse e a hereditariedade.

Hiperlipidemia ¢ o quadro clinico no qual as concentragdes plasmaticas de triacilgliceréis e de
colesterol total e/ou suas fragdes estdo acima da faixa considerada normal. Esta dislipidemia pode ter
origem primaria, ou seja, ocorrer como resultado de predisposicdo genética, ou ser de origem
secundaria, desenvolvida a partir de condi¢des ambientais como, por exemplo, uma dieta
desequilibrada e sedentarismo; pode, ainda, ser conseqiiéncia da combinag¢ao de ambas (GINSBERG,
1990; HAVEL & KANE, 1995). Portanto, na dislipidemia secundaria, o consumo de dieta contendo
quantidade de gordura acima do recomendado (principalmente saturada) pode alterar a composic¢ao dos
lipidios sanguineos, favorecendo o desenvolvimento das hiperlipidemias. De fato, alto contetido de
gordura na dieta, especialmente gordura saturada e colesterol, resulta em elevada adiposidade que pode

conduzir a obesidade e a resisténcia a insulina o qual pode progredir para diabetes mellitus tipo II



(HOWARD & HANNAH, 1995). Ambas contribuem para aumento da incidéncia de doencas
ateroscleroticas e cardiacas (BRUMMELEN, 1983; HAVEL & KANE, 1995). Desta forma, a
hiperlipidemia caracteriza-se como um dos principais fatores de risco para as doengas cardiovasculares
por alterar a funcao cardiaca e a responsividade vascular (MOKLER et al., 1985).

Elevadas concentragdes plasmaticas de lipidios estdo correlacionadas significativamente com
um tonus simpatico cronicamente aumentado (CRANDALL et al., 1983; KAUFMAN et al., 1991;
DANEYV et al., 1997). O tonus simpatico cronicamente aumentado, por sua vez, resulta em elevacio da
freqliéncia cardiaca e/ou da pressdo arterial. Além disso, a hiperlipidemia pode aumentar a
contratilidade cardiaca e a responsividade pressora vascular a catecolaminas (MOKLER ef al. 1985).
Esse aumento da responsividade pressora vascular a noradrenalina também foi relatado em artérias
femurais de coelhos isoladas, perfundidas com plasma hipercolesterolémico (BLOOM et al., 1975).
Estas condi¢des sdo favoraveis a ocorréncia de arritmias, as quais podem progredir para fibrilacao
ventricular e morte stbita.

O sistema alvo periférico das catecolaminas ¢é caracterizado por cinco tipos de receptores de
superficie celular (o, o, Bi, B2 € B3) acoplados a diferentes sistemas efetores. A sensibilidade da
resposta celular as catecolaminas ¢ dependente do tipo e da propor¢cdo de cada tipo de receptor
adrenérgico.

A diferenca entre os subtipos de adrenoceptores estd na sensibilidade da resposta celular as
catecolaminas. A primeira classificacdo foi proposta por Ahlquist (1948), segundo a qual os receptores
o-adrenérgicos apresentariam afinidade decrescente a noradrenalina, adrenalina e isoprenalina,
respectivamente (noradrenalina > adrenalina >> isoprenalina) e os receptores P-adrenérgicos se
caracterizariam por afinidade decrescente a isoprenalina, adrenalina e noradrenalina respectivamente

(isoprenalina > adrenalina > noradrenalina). Em 1967, Lands e colaboradores propuseram uma



subdivisdo para os receptores -adrenérgicos, sendo os receptores 3 identificados nos tecidos cardiaco
e adiposo, e apresentando afinidade maior a isoprenalina do que para adrenalina e a noradrenalina
(isoprenalina > adrenalina = noradrenalina) enquanto que os receptores [3,, localizados no musculo liso
da traquéia e dos vasos, apresentaria afinidade decrescente a isoprenalina, adrenalina e noradrenalina
respectivamente (isoprenalina > adrenalina > noradrenalina). Aquela época, acreditava-se que
houvesse somente um subtipo de receptor em cada 6rgao.

Carlsson et al., em 1972 apresentaram evidéncias de que ambos os subtipos de adrenoceptores
B coexistiam no coragdo do gato e, com o aparecimento de novas substancias agonistas e antagonistas,
mais seletivas, nao foi dificil diferenciar as caracteristicas desses subtipos de adrenoceptores. Em
1979, Minneman et al. sugeriram a existéncia de 83% de adrenoceptores B; € 17% de adrenoceptores
B2 em coragdes de ratos, enquanto Juberg et al. (1985) detectaram em éatrios direitos de ratos 67% de
adrenoceptores B; e 33% de 3,. Em coragdes humanos, a propor¢do de receptores ¢ de 60 a 70% de B,
e 30 a 40% de 3, (BRODDE, 1991).

Desta forma, verificou-se a existéncia de populacdes de adrenoceptores 3; € B, em coragdes de
mamiferos como gato, rato, porco da india e caes, ¢ em humanos verificou-se também a existéncia de
um terceiro adrenoceptor, o [3s.

Os adrenoceptores pertencem a uma familia de receptores de membrana integrais com sete
alcas transmembrana, ligados na terceira alga citoplasmatica a uma proteina G. Dependendo da
natureza desta proteina, inibitéria ou excitatoria, ela ativa ou inativa uma enzima efetora, ligando
assim o estimulo externo a respostas intracelulares (SIMON et al., 1991).

A proteina excitatoria (Gs) ativada pelo complexo ligante-receptor ¢ constituida de trés
subunidades (a, B e v), sendo a subunidade o a porcao catalitica e, geralmente, determinante da funcao

e especificidade da proteina. Em estado de repouso, a subunidade a estd ligada a uma molécula de



difosfato de guanosina (GDP). Na interagdo do ligante com o receptor, esse complexo acopla-se ao
trimero da proteina Gs, a subunidade o se desliga de GDP ligando-se em seguida & GTP (trifosfato de
guanosina) e, assim, deslocando-se do complexo trimérico e associando-se a enzima adenilil ciclase,
que converte ATP em AMPc. O AMPc se liga a proteinas quinases dependentes de AMPc (PKA) que,
ativadas, utilizam ATP como fonte de grupos fosfato para catalisar a fosforilagdo dos residuos de
serina e treonina de diversas proteinas intracelulares, tais como os canais de Ca’" voltagem-
dependentes nas células musculares cardiacas, que resultam em efeitos inotropicos positivos (CHIU et
al., 1993; COOK et al., 1993; CLAPHAM, 1994; KAUMANN & MOLENNAAR, 1997; KUSHEL et
al., 1999).

Ambos adrenoceptores B; e B, estimulam a proteina G excitatdria G(s), porém, ,-AR ativa
também a proteina G inibitoria G(i), ativando duas vias de transducdo de sinais. No coracdo, esta dupla
ligacdo de B,-AR com as respectivas proteinas G desencadeia duas respostas; B,-AR-G(s) induz a
abertura de canais de Ca®" atingindo proteinas alvo citoplasmaticas como fosfolambam e
miofilamentos contrateis, aumentando a freqiiéncia cardiaca e a forca de contracdo quando estimulados
por agonistas, e a ligacdo >-AR-G(i) profere uma poderosa via de protegdo cardiaca contra apoptose
induzida por superestimulagdo de G(s), através da via de transdugcdo G(i)-G(beta)(gama) -
fosfoinositidio-3-kinase — Akt (XIAO, 2000; XIAO, 2001). Em ratos, as respostas cronotropicas e
inotropicas a noradrenalina circulante liberada por terminagdes nervosas sao mediadas pelo subtipo 3;-
AR (JUBERG et al, 1985) enquanto que as respostas a altas concentragdes de adrenalina sdo também
mediadas por 3,-AR (KAUMANN, 1986).

Por outro lado, os adrenoceptores B3 cardiacos sdo acoplados a proteina G inibitéria (Gi), de

modo que agonistas seletivos 33 encurtam o potencial de a¢do e causam cardiodepressdo em humanos,



sugerindo um acoplamento direto de Gi a um canal de K* (STROSBERG & PIETRI-RUXEL, 1996;
KAUMANN & MOLENAAR, 1997).

Santos e colaboradores (2005), estudando atrios direitos isolados de ratos com 48h de
denervagdo sino-aortica, observaram que o agonista nao convencional CGP12177 age tanto ativando
B2-G(i) como interage com o sitio de baixa afinidade de P; ligado a G(s), comprovando a existéncia
desta via de transducdo de sinal ja que este ¢ resistente aos antagonistas propanolol e CGP20712A que
bloqueiam o 3; ADR convencional.

Os efeitos cardiacos cronotropicos e inotropicos positivos mediados pelos receptores B e P2
sdo promovidos através da estimulagdo do sistema adenilil ciclase / AMPc.

E comum observarmos a diminui¢do gradual da resposta ao estimulo mesmo este se mantendo
continuo e com intensidade constante. Isto se d4 por um fendomeno chamado dessenssibilizagdo. Trés
mecanismos principais estdo associados com o desenvolvimento da dessenssibilizagdo de J3
adrenoceptores. Sao eles: 1. radpido desacoplamento do receptor de suas unidades efetoras como
conseqliéncia de sua fosforilagdo por diversas quinases, incluindo a proteina quinase A (PKA) ¢ a
quinase do adrenoceptor B (BARK); 2. sequestro do receptor para o interior célula, envolvendo alguma
mudanga conformacional no receptor, possivelmente facilitada por fosforilagdo, sendo esta
internalizacdo, as vezes, irreversivel mas, geralmente, reversivel com o receptor retornando a
superficie da membrana; sendo esta internalizacdo irreversivel a terceira forma de dessenssibilizagdo, a
downregulation, que ¢ uma diminui¢do do numero de receptores de membrana por destruicdo pelos
lisossomos e redu¢do de sua sintese. Esta, demora diversas horas para ocorrer (COLLINS et al., 1990;
BUNEMANN et al., 1999). A downregulation ocorre da seguinte forma; os adrenoceptores B; e B2
possuem sitios de fosforilagio em seus dominios citoplasmaticos que sdo reconhecidos por, pelo

menos, duas diferentes quinases: PKA e BARK. A primeira, fosforila o receptor, o que diminui a



ativacdo de Gs pelo receptor enquanto que a segunda fosforila apenas os receptores ocupados por
agonistas (dessenssibilizacdo homodloga). A proteina citoplasmatica, [} arrestina se fixa no receptor
desacoplando o receptor B de Gs (CASTELLANO & BOHM, 1997).

Os trés subtipos de adrenoceptores  ndo sdo igualmente sensiveis a dessenssibilizagdo. O
adrenoceptor ; ¢ menos sensivel que B, para dessenssibiliza¢do a curto e a longo prazo, pois possui
poucos sitios de fosforilagdo e faltam residuos de tirosina necessarios para a downregulation; B3 ¢
quase completamente resistente a dessenssibilizagdo a curto prazo, pois ndo sofre fosforilagdo por
PKA e BARK, devido a auséncia das seqiiéncias — alvo, identificadas nos adrenoceptores f3,
(STROSBERG, 1995).

A membrana celular € composta principalmente por proteinas (55%); lipidios polares, incluindo
fosfolipidios (25%), glicerofosfolipideos e glicoesfingolipidios (4%); esterdis (13%). Carboidratos
(3%) formam as partes externas da bicamada. Os fosfolipidios sdo constituidos por uma porcao
hidrofilica fosforilada voltada para a face externa ou interna da bicamada (glicerol) e uma porgao
hidrofobica no interior da bicamada composta de um ou mais acidos graxos. Assim, os fosfolipidios
constituem a matriz da membrana podendo interagir tanto com a agua dos meios intra e extracelular,
como com os lipidios, controlando a sua absor¢do através da membrana, alterando a sua composicao,
devido a fatores como a dieta, a idade e a acao de varios horménios (PATTEN et al., 1989; FIELD et
al., 1990). Variagdes na composicdo lipidica da membrana acarreta alteragdo funcional das enzimas,
canais i0nicos e receptores que a compdem provocando mudangas conformacionais nos segmentos
transmembrana dos receptores, liberando ou obstruindo sitios de fixacdo dos ligantes, aumentando ou
diminuindo a ativa¢do da “cascata” de respostas intracelulares. Portanto, alteragdes nas concentragdes

de colesterol da membrana podem afetar a atividade das proteinas integrais, entre as quais se



encontram os adrenoceptores, comprometendo o funcionamento do o6rgao (LURIE et al., 1985;
BRODERICK et al., 1989).

O colesterol, além de construir a membrana plasmatica, ¢ um precursor da vitamina D, dos
hormonios da glandula supra-renal e dos hormonios sexuais estrogénio, androgénio e progesterona, e
tem importante papel na formacao da bile. Porém, altas concentracdes séricas de colesterol associadas
a outros fatores de risco, como fumo e hipertensdo, sdo poderosos prognodsticos de coronariopatias
(MARTIN, 1986; KLAG et al., 1993; IRIBARREN et al., 1995). A relagdo entre o colesterol sérico e
morte por coronariopatia € continua e progressiva (STAMLER, 1986; LEVY, 1990).

Numerosos estudos indicam que as dietas ricas em colesterol e gorduras saturadas elevam o
colesterol sérico em animais “suscetiveis”, acarretando um processo degenerativo, caracterizado pela
formagdo de depdsitos ricos em colesterol, denominados placas, sobre o revestimento interno das
artérias de médio e grande calibre. Esse processo degenerativo ¢ designado aterosclerose, termo
utilizado para denominar um grupo de disturbios que resulta no espessamento e perda de elasticidade
das paredes arteriais, estreitamento e eventual fechamento desses vasos, diminuindo o fluxo sanguineo
para os orgdos, podendo causar angina, infarto do miocardio, acidentes vasculares cerebrais, doenca
vascular periférica e morte subita (OLIVEIRA, 1995; GERSH et al., 1996).

E evidente a relagdo entre a aterosclerose e as lipoproteinas de baixa densidade e de muito
baixa densidade (LDL e VLDL). A lipoproteina VLDL contém um alto percentual de gordura (95%),
do qual 60% esta na forma de triacilglicerdis. Esta lipoproteina é responsavel pelo transporte dos
triacilglicerdis, formados no figado a partir das gorduras, carboidratos, alcool e colesterol, para os
musculos e tecido adiposo. Sob a ag¢do da enzima lipoproteina lipase, a VLDL se converte em LDL,
com menos gordura. Entre as lipoproteinas, as LDLs transportam 60 a 80% do colesterol sérico total e

possuem maior afinidade pelas células da parede arterial, ajudando a levar o colesterol para dentro do



tecido arterial, onde serd oxidado para participar na proliferacdo das células musculares lisas € em
outras alteracdes desfavoraveis que estreitam e lesam a luz arterial (SLYPER, 1994).

Em contrapartida, as lipoproteinas de alta densidade (HDLs) produzidas no figado e no
intestino delgado contém um maior percentual de proteina (50%), menor quantidade de gordura total
(20%) e menor quantidade de colesterol (20%). As lipoproteinas HDLs removem o colesterol da
parede arterial, transportando-o para o figado, onde ¢ utilizado na sintese dos sais biliares e excretado.

O metabolismo do colesterol ¢ regulado e influenciado por diversos fatores como ingesta
alimentar, hormonios tireoideanos, estrogenos, beta-endorfinas e insulina. Hormonios tireoideanos e
estrogenos reduzem o colesterol, enquanto a falta de insulina aumenta sua concentragdo sérica. A
melatonina tem influéncia sobre o metabolismo do colesterol, pois promove a liberagdo de hormonios
tireoideanos, insulina e beta-endorfinas (SANDYK & AWERBUCH, 1994) e regula o
neurotransmissor cerebral, a serotonina, que funciona como mediador entre a melatonina e seus efeitos
sobre o colesterol.

A hipercolesterolemia é causada por defeito no metabolismo das lipoproteinas e, além de ser
encontrada em diversas patologias como doengas do sistema endocrino, hepatico e renal, é o principal
fator de risco para as doengas cardiovasculares, por alterar a contratilidade cardiaca e a responsividade
vascular (MOKLER et al., 1990). Bonora et al., (1998) constataram que a hipertrigliceridemia e a
diminui¢ao de HDL ndo ocorrem como disttirbios isolados € sim como uma sindrome plurimetabolica.

A atividade nervosa simpatica também modula o metabolismo lipoprotéico. O seu aumento
estimula um subtipo de adrenoceptor o, o a;. O adrenoceptor o, além de mediar mudangas no tonus
dos esfincteres pré-capilares, ¢ responsavel pelo aumento nas concentragdes séricas de LDL e VLDL,
pois diminui sua oferta para acdo da lipase endotelial, conseqiientemente, diminuido seu metabolismo.

A freqliéncia cardiaca estd correlacionada positivamente com concentragdes séricas de LDL e
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inversamente com HDL (BOUNAA & ARNESEN, 1992). Estudos em artérias coronarias de porcos,
incubadas em concentracdes moderadamente elevadas de LDL, mostraram uma reducao na densidade
dos adrenoceptores [}, com concomitante aumento da atividade da enzima adenilil ciclase
comprovando alteracao da vasoregulagao em concentragdes s€ricas elevadas de colesterol (BREHM et
al., 1998).

Conforme ja mencionado, Bonora et al., (1998) constataram que a hipertrigliceridemia e a
diminui¢do do HDL podem ndo ocorrer como distirbios isolados e sim como uma sindrome
plurimetabdlica (ou sindrome X) onde uma série de reagdes metabolicas, como reduzida tolerancia a
glicose, com subseqiiente hiperinsulinemia e progressao para diabetes tipo II, hipertensao,
aterosclerose e a propria dislipidemia, entre outros, se apresentam num mesmo individuo. Esta
sindrome parece demonstrar bem as inter-relagdes entre a dislipidemia e o sistema endocrino,
representado principalmente pelos hormoénios insulina, catecolaminas e, possivelmente, também os
adrenocorticotroficos, e o sistema cardiovascular e nervoso.

Ja em 1978, Bernstein et al., sugeriam um mecanismo patogénico para o desenvolvimento de
hipertrigliceridemia, que acarretaria um estado de resisténcia a captacdo de glicose e subseqiiente
hiperinsulinemia que, por sua vez, aumentaria a produ¢do de VLDL rica em triacilglicerdis,
aumentando assim a concentracdo plasmatica de triacilglicer6is. A fragdo VLDL, por sua vez, estd
intimamente associada com a fragdo LDL, sendo que o aumento da primeira se faz acompanhar do
aumento da segunda, a qual € a principal responsavel na génese da aterosclerose. Concomitantemente,
sabe-se que a insulina possui um papel fundamental na regulacdo do tonus vascular, principalmente
nos pequenos leitos vasculares, por ativar vias intracelulares responsaveis pela liberagao de o6xido
nitrico, o principal fator de relaxamento derivado do endotélio (BARON, 1996). Assim, condi¢des que

conduzem a deterioracdo do sistema vascular, como processos ateroscleroticos ou resisténcia a
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insulina, comprometeriam todo o sistema cardiovascular e, na sua continuidade, a homeostasia de todo
0 organismo.

Nosso laboratério vem estudando a indugao de hiperlipidemia pela dieta em ratos desde 1996.
Os resultados obtidos até o momento demonstraram que a ingesta de dieta hiperlipidica, por seis
semanas, promoveu subsensibilidade da resposta cronotropica a agonistas de adrenoceptores B; € B2
em atrios direitos isolados destes animais sem conduzir a obesidade nem hiperglicemia (MIOTTO,
2001). Esta subsensibilidade poderia ser decorrente de varios fatores, como o aumento da atividade
simpatica em resposta a dieta, que aumentaria a concentracdo de catecolaminas circulantes, as quais
promoveriam dessenssibilizacdo da resposta adrenérgica, seja por seqiiestro ou por downregulation dos
receptores (STROSBERG, 1995; CASTELLANO & BOHM, 1997; BUNEMANN et al., 1999), ou
ainda por uma alteracdo da via de sinalizacdo intracelular iniciada pelos 3 adrenoceptores cardiacos
(DAAKA et al., 1997). Além disso, dados de nosso laboratorio indicam que, ja na quarta semana
ingerindo dieta hiperlipidica, ratos apresentam concentracdes séricas de colesterol total e
principalmente de LDL aumentadas significativamente.

A partir dos dados fornecidos pela American Heart Association, percebemos o quanto a
atividade fisica ¢ importante, pois dos fatores de risco, o sedentarismo ¢ o principal contribuinte para
as cardiopatias. O National Cholesterol Education Program propde a pratica regular de exercicio
fisico como ajuda no controle do peso, da pressdo arterial, do perfil lipidico, do diabetes e/ou
resisténcia 4 insulina e do estresse mental. Kannel et al., (1986) ainda ressaltam que quanto maior
quantidade de atividade fisica praticada, independente da idade, maior a reducdo da incidéncia de
doengas cardiovasculares, coronarianas ¢ da mortalidade. Outros estudos evidenciam o beneficio da
atividade fisica no metabolismo dos lipidios pela ativacdo da lipase lipoprotéica (LPL) e da lecitina-

colesterol-aciltransferase (LCAT) e diminuicdo da atividade da lipase hepatica (LH) que levam a
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diminui¢do da trigliceridemia e elevagdo das concentragdes séricas de HDL. Além destes beneficios, a
atividade fisica junto a uma orientagao dietética e conseqiiente reducao de peso corporeo, reduz as
concentragdes plasmaticas de colesterol total, de LDL-colesterol, aumenta a atividade insulinica, a
liberacdo do hormonio de crescimento (GH), do hormonio tiredideo, das catecolaminas e de neuro-
hormonios, responsaveis pela estabilidade psiquica, aumenta a atividade fibrinolitica, diminuindo a
tendéncia a agregacdo plaquetaria responsavel pela aterosclerose (LAVIE er al., 1993). Individuos
treinados apresentam concentragdes plasmaticas de HDL colesterol 20 a 30 % maiores que os
sedentarios (HARDMAN, 1996), reducdo nas concentragcdes plasmaticas de triacilglicerois em 16
mg/dl, de colesterol total em 10mg/dl, de LDL colesterol em 5 mg/dl, enquanto que as concentragdes
plasmaticas de HDL colesterol aumentam 1 mg/dl com o treinamento fisico. Esses efeitos sdo ainda
maiores em individuos que apresentam concentragdes lipidicas elevadas (HARDMAN, 1996) ou
quando o exercicio é associado a ingesta de dieta hipocalérica (DEPRES et al., 1991).

Existem algumas controvérsias em relagdo a freqiiéncia, intensidade e duragdo do treinamento.
As alteragdes lipidicas dependem, principalmente, do gasto energético. Segundo Hardman (1996), a
baixa intensidade associada a maior duragdo do exercicio tem se mostrado mais eficaz em reduzir as
fragodes lipidicas, supondo que intensidades elevadas, por diminuirem o tempo de atividade, gerem um
menor gasto calorico total. Porém Hagberg (1991) acredita que uma alta intensidade também apresenta
resultados positivos. Ja, Stubbe er al. (1983) observaram elevacdes de HDL colesterol somente em
individuos que praticaram exercicios de baixa intensidade. E, segundo o American College of Sports
and Medicine (1987), uma atividade moderada de quinze minutos, trés vezes por semana ¢ suficiente
para gerar beneficios. Apesar de todos os dados apresentados, Forjaz & Negrao (1999) relatam que,
quanto a dislipidemia, o protocolo de treinamento necessario para produzir as alteragdes relatadas

anteriormente ainda ndo esta definido.
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Apesar desta dificuldade, a pratica de exercicio fisico vem sendo utilizada com freqiiéncia
crescente como medida nao-medicamentosa na prevencao e tratamento de patologias como a
hipertensao, diabetes do tipo II, obesidade e dislipidemias. As diretrizes para uma prescri¢ao de
exercicio fisico sdo baseadas na intensidade, frequéncia, duragcdo e tipo de exercicio envolvido e
devem seguir um programa planificado de exercicios, precedido de um teste de esforgo para detecgao
de problemas, principalmente cardiovasculares, além de determinar o limiar de treinamento correto
(FRANCIS, 2000; GIBBONS et al., 2000; STEWARD et al., 2000).

Pesquisas desenvolvidas com humanos (WETZTEIN et al., 1998; PESCATELLO, 1999;
DUSTINE et al., 2001; KIM et al., 2001) e modelos animais (DESHAIES et al., 1983) comprovam o
efeito do exercicio fisico sobre o metabolismo lipidico.

Pels e colaboradores (1991) observaram que ratos tratados com dieta rica em colesterol
apresentaram aumento nas concentragdes séricas de HDL-colesterol quando submetidos ao exercicio, e
nenhuma modificacao do perfil lipidico foi observada em ratos normocolesterolémicos (PELS, 1985).
Além disso, o exercicio fisico € um componente indispensavel na terapia do diabetes tipo II, pois esta
relacionado ao aumento da sensibilidade a insulina (FEUERSTEIN & WENSTOCK, 1997; RIGLA et
al., 1997). Isto é importante, pois estes dois fatores de risco, diabetes tipo II e dislipidemias, estdo
intimamente associados em uma relacao causa-efeito.

Considerando o beneficio dos exercicios aerdbicos sobre o perfil lipidico, estes vém sendo
utilizados como recomendagdo nao farmacologica coadjuvante no tratamento da sindrome
plurimetabdlica (PESCATELLO, 1999; ERIKSSON et al., 2000).

Frente ao exposto, nossos objetivos foram: avaliar se um programa de exercicio fisico aerobio
(natagdo) tem efeito protetor sobre as concentragdes lipidicas de ratos tratados com dieta hiperlipidica
e, analisar o efeito deste programa sobre a sensibilidade atrial, focalizando as alteragdes verificadas ao

nivel dos adrenoceptores cardiacos localizados no atrio direito.
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I1- Objetivos

Os objetivos deste trabalho foram:

1- Avaliar se a sensibilidade adrenérgica de atrios direitos isolados de ratos normo ou hiperlipidémicos

sedentarios ou submetidos a natagdo (programa de exercicio fisico aerobio).

2- Avaliar o efeito da natacdo sobre os valores plasmaticos de glicose, triacilglicerdis e de colesterol

total e suas fracdes (HDL, LHL, VLDL) em ratos alimentados ou ndo com dieta hiperlipidica durante 4

s€manas.
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II1 - Material e Métodos

Animais. Foram utilizados ratos machos jovens da linhagem Wistar (Rattus norvegicus,

Albina, Rodentia, Mammalia), de cinco semanas, pesando aproximadamente 170 g. Os ratos foram
mantidos em gaiolas coletivas (seis animais por gaiola) durante quatro semanas com a temperatura
média de 22°C + 2°C e ciclo claro/escuro de 12 horas, com o ciclo claro iniciando-se as 6:30 horas.
Durante os experimentos, os ratos foram tratados de acordo com as normas descritas por Olfert et al.
(1993), para uso de animais para pesquisa e educagdo e os protocolos experimentais foram aprovados
pelo comité de ética em Experimentagdo Animal do Instituto de Biologia (Protocolo ntimero: 797-1;

UNICAMP).

Grupos e dieta. Os ratos foram mantidos em gaiolas coletivas (seis por gaiola) e alimentados

com ragdo padrdo para animais de laboratorio contendo 4% de gordura e 0% de colesterol, marca
Labina-Purina, Brasil (ratos normolipidémicos, N) ou com racdo hiperlipidica contendo 15% de
gordura monoinsaturada, 1,25% de colesterol e 0,5% de &cido cdlico (ratos hiperlipidémicos, H)
(WOLF-NUNES et al., 2000; 2004 MIOTTO, 2001).

Cada grupo de ratos foi dividido em dois subgrupos, um deles foi submetido ao exercicio fisico
com natagao e o outro permaneceu sedentario, formando um total de quatro grupos: normolipidémicos
sedentarios (NS), hiperlipidémicos sedentarios (HS), normolipidémicos submetidos a natacao (NT) e
hiperlipidémicos submetidos a natagao (HT). Estes tratamentos (dieta e treinamento) foram mantidos

por quatro semanas. A racao e a dgua foram oferecidas diariamente, ad libitum.
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Protocolo de atividade fisica. Os ratos dos grupos exercitados foram submetidos a

natacdo, diariamente, durante 50 minutos em tanque com agua a temperatura de 34 + 2°C, 5 dias por

semana, durante 4 semanas.

Coleta de sangue e andlise das concentragoes sanguineas. Apos jejum de 16 hs, os

animais foram anestesiados com pentobarbital sddico (60 mg /Kg. i.p.; Hypnol, Fontoveter, Itapira,SP,
Brasil) e a coleta de 5 ml de sangue foi feita por pun¢do cardiaca. Glicemia, colesterol total, HDL-
colesterol e triglicérides (TAG) foram determinados colorimetricamente usando kits diagndsticos
comerciais (Laborlab, Barueri, SP, Brasil). Calculamos os valores das concentragdes de LDL e VLDL
a partir das concentragdes de HDL, utilizando as formulas de Friedewald (1972) e Alonso (2001),

respectivamente, especificadas a seguir:

LDL (mg/dl) = Colesterol Total — (HDL + VLDL)

VLDL (mg/dl) = Triacilgliceris

5

Isolamento do dtrio e curvas dose-resposta (CDR). Os experimentos foram realizados

de acordo com relatos prévios (SANTOS & SPADARI-BRATFISCH, 2001). Os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical, sob anestesia. Em seguida os atrios direitos foram rapidamente
isolados assegurando-se a integridade do nodo sino-atrial. Os atrios direitos foram preparados para
registro isométrico de suas contragdes espontaneas, sob tensdo diastolica de 0,5g, em cubas para 6rgao

isolado, contendo 20 ml de solucdo de Krebs-Henseleit (KHB) com a seguinte composi¢do quimica
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(milimolar): NaCl, 115,0; KCl, 4,6; CaCl,2H,0, 2,5; KH,POy4, 1,2; MgS04.7H,0 2,5; NaHCO;3, 25,0;
glicose, 11,0 e 4cido ascorbico, 0,11, mantida a 36, 5+0,1 °C, saturadas com carbogénio (95% de CO,
e 5% de Oy).

Para registro das contracdes espontineas foi utilizado um transdutor isométrico de tensdo Narco
BioSystem (modelo F-60) conectado a um poligrafo Narco BioSystem (modelo DMP-4). As
preparacdes foram incubadas até a obtengdo de uma freqiiéncia estavel de batimentos espontineos,
determinada por flutuagdes de freqiiéncia menores que 5 batimentos por minuto durante intervalos de
15 minutos. Durante o periodo de incuba¢do a solucdo de Krebs-Henseleit foi substituida a cada 15
minutos. Os atrios que apresentaram irregularidades ritmicas ou ndo estabilizaram a sua freqiiéncia
apos 60 minutos de incubagdo, foram descartados. Doses cumulativas dos agonistas, noradrenalina e
isoprenalina, foram adicionadas e a sensibilidade atrial foi avaliada, com base nos valores de pD, do
agonista, que corresponde ao logaritmo negativo da concentracdo molar do agonista que determina
uma resposta igual a 50% da resposta maxima (ECsy) em cada experimento (Sigma-Aldrich, St Louis.

MO, USA).

Pré-tratamento farmacologico in vitro do tecido atrial — Inibicao dos sistemas

de captacdo neuronal e extraneuronal. Para avaliarmos se as preparagdes sofriam alguma

influéncia da liberagdo de catecolaminas endogenas, realizamos uma série de experimentos em que o
tecido atrial passou por um processo de desnervacdo, in vitro. A desnervagdo adrenérgica
(APRIGLIANO & HERMSMEYER, 1976) foi feita através da exposi¢do da preparagdo a 6-
hidroxidopamina (38 uM) por 16 min, divididos em dois tempos de 8 minutos cada. Para evitar a
oxidagdo da 6-hidroxidopamina, ela foi adicionada a uma solugdao de Krebs-Henseleit modificada,

onde foram omitidos o NaHCO; e o KH,PO4 e adicionado o antioxidante glutation (31 uM). O pH da
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solucao foi reduzido a 4,9 pela remocao do NaHCO; e a adigdo de glutation. Entretanto apesar da
acidificacdo temporaria do meio, ndo ocorre deterioracdo do tecido. Apds o periodo de 16 min, o
liquido de incubagao foi substituido pela solucao original de Krebs-Henseleit, trocada aos 15 ¢ 30 min.

A 1inibicao do sistema de captacdo extraneuronal foi realizada pela adi¢ao de fenoxibenzamina
(10 uM) ao liquido de incubacdo. A fenoxibenzamina promove a inibi¢do do sistema de captagao
extraneuronal e recaptacdo neuronal (IVERSEN & WILSON, 1972; BRYAN et al., 1981), bloqueio
dos adrenoceptores a (BESSE & FURCHGOTT, 1976; BRYAN et al., 1981) e dos receptores
colinérgicos muscarinicos (FURCHGOTT & BURSZTYN, 1967).

A fenoxibenzamina permaneceu em contato com a preparacao por 30 minutos e, apos este
periodo, o liquido de incubacao foi substituido, sendo ainda renovado a cada 10 minutos até o retorno
de uma freqiiéncia proxima a inicial.

Para garantir o bloqueio do processo de captacdo extraneuronal, apds a estabilizagdo da
freqiiéncia de batimentos espontaneos, foi adicionada a corticosterona (30 uM) e desipramina (0,1 puM)
a preparagdo por cerca de 10 minutos antes da realizagdo da curva concentracdo-efeito que
permaneceram em contato com a preparacdo durante todo o processo inibindo assim respectivamente,
a captacdo extraneuronal (IVERSEN & SALT, 1973; BONISCH & TRENDELENBURG, 1974) ¢ a
captacdo neuronal (SALT, 1972). Em seguida foram realizadas as CDRs para os agonistas

noradrenalina e isoprenalina.

Indice Aterogénico. O indice aterogénico (IA), o qual representa o risco potencial de

morbidade adquirido pelo consumo de dieta com alto teor em lipidios, também foi determinado

utilizando a seguinte férmula (CHOI et al, 1991):
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IA = (colesterol total — HDL)

HDL

Anadlises estatisticas. Os resultados estdo apresentados como média + EPM, e foram

analisados estatisticamente usando Analise de Variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey, com
p < 0,05 sendo considerado indice de significancia. A regressao nao linear foi utilizada para determinar
a resposta maxima (Rmax), valores de pD, e andlise de dois sitios foram feitos com auxilio do
software GraphPad Prism (GraphPad Software, Santiago,CA).

Para calcular o desvio entre as curvas dose-resposta foi utilizada a seguinte formula que

compara duas curvas por vez:
pD> de uma CDR — pD, de outra CDR =X

LOG [X] = DR (desvio entre estas duas curvas)
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IV - Resultados

IV.2. Anadlises plasmadticas.

A atividade fisica ndo modificou os perfis glicEémico e lipidico dos animais que ingeriram ragao
padrdo (tabela 1).

A dieta hiperlipidica oferecida durante quatro semanas aumentou 23% as concentragdes
plasmaticas de glicose, 162% as concentragdes plasmaticas de CT, 469% as concentragdes plasmaticas
de LDL, 200% as concentragdes plasmaticas de VLDL, 148% as concentra¢des plasmaticas de TAG e
150% o IA, porém ndo houve alteragao significativa na concentragao plasmatica de HDL (Tabela 1).

Ratos submetidos a atividade fisica associada a ingestdo de dieta apresentaram aumento
significativamente menor nas concentragcdes séricas de CT (29%), LDL (138%) e IA (36%) e
concentragdes plasmaticas de VLDL, TAG e glicose semelhantes aos valores obtidos em animais

sedentarios que ingeriram dieta padrdo (NS; Tabela 1).



Tabela 1: Concentracdes séricas (mg/dl) de glicose, colesterol total (CT) e suas fragdes (LDL, VLDL, HDL),

triacilglicerol (TAG) e Indice Aterogénico de ratos apés quatro semanas de tratamento com dieta padrio

(normolipidémico-N) ou dieta hiperlipidica (hiperlipidémico-H) sedentdrios (S) ou treinados com natacio (T). O

protocolo de natag¢do constou de sessdes didrias de natacdo de 50 min, em tanque de vidro com dgua a 34+2°C

durante 20 dias sendo 5 dias por semana.

Grupos glicemia CT LDL VLDL HDL TAG Indice
Aterogénico
NS 102,64£2,72 (8) 37,0843,67 (10) 13,73+£2,79 (8) 4,46+0,35 (8)  18,32+1,37 (10) 25,35+1,37(10) 1,68+0,30
NT 111,64£3,37 (8) 33,21+1,11 (10) 16,73+£0,94 (9) 4,9240,9 (8) 13,88+0,96 (9)  24,21+0,95(9) 1,48+0,19
HS 126,0446,67* (10)  97,994£8,27* (10)  74,53+£5,85* (10) 12,04£1,05* (8) 19,37£1,33 (10) 62,71+4,55*(8) 4,20£0,50*
HT 100,054£8,33**(6)  48,62+2,12**#(10) 31,37€1%% (6)  4,5440,36%%(6)  14,5£0,58 (6)  23,03£1,8%%(6)  2,304+0,20%*#

Amostras plasméticas foram retiradas ap6s 16h de jejum. Os dados estdo apresentados como média + SEM. O

nimero de ratos utilizados estd entre parénteses. Indice aterogénico = (Colesterol total — HDL)/HDL. Diferengas

estatisticas (p<0.05): * comparado ao grupo NS, **comparado ao grupo HS, * comparado ao grupo NT; (ANOVA

seguida por teste de Tukey).
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Sensibilidade atrial

IV.2. Sensibilidade aos Agonistas Noradrenalina e Isoprenalina

Os resultados obtidos foram analisados quanto a freqiiéncia de batimentos espontidneos dos
atrios direitos isolados, respostas maximas e valores pD, de agonistas (considerados como indicativos
de sensibilidade dos tecidos). Nenhum dos grupos experimentais avaliados apresentou alteragdes na
freqliéncia de batimentos espontdneos ou na resposta maxima, quando comparados com seus

respectivos controles (Tabela 2).

IV.2.1 - Avaliacao da sensibilidade atrial em atrios direitos nao submetidos

ao pré-tratamento farmacologico

Curvas dose resposta a noradrenalina foram obtidas em atrios direitos de ratos sedentarios ou
submetidos a atividade fisica e/ou ao tratamento com dieta hiperlipidica. Tanto o treinamento fisico,
quanto o tratamento com a dieta hiperlipidica, induziram subsensibilidade atrial os efeitos
cronotropicos da noradrenalina, caracterizada por um desvio a direita da curva dose-resposta, de
aproximadamente 7 vezes ao nivel do pD,, quando comparadas com as curvas dose-resposta obtidas
em atrios direitos de ratos sedentarios. Em atrios direitos de ratos submetidos a atividade fisica, a curva
dose resposta a noradrenalina apresentou duas fases distintas, sendo que a primeira fase da resposta
inicia-se com aumento da freqiiéncia de batimentos em resposta a dose de 9,5 M do agonista e aumenta

progressivamente até a dose de 7,5 M. Esta primeira fase corresponde a aproximadamente 20 % da
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resposta maxima. A sensibilidade a noradrenalina em atrios direitos de ratos que foram tratados com
dieta hiperlipidica e submetidos a atividade fisica, nao diferiu da sensibilidade dos atrios direitos de
ratos sedentarios.

Curvas dose resposta isoprenalina (Figura 2 A) também foram obtidas em atrios direitos
de ratos sedentarios ou submetidos a atividade fisica e/ou ao tratamento com dieta hiperlipidica. O
treinamento fisico induziu um deslocamento de 3,7 vezes para esquerda na curva dose-resposta da
isoprenalina, quando comparada com a curva dose-resposta obtida em atrios direitos de animais
sedentarios, indicando portanto que os atrios direitos dos animais submetidos a atividade fisica
apresentam supersensibilidade a isoprenalina. Neste grupo, a curva dose resposta a isoprenalina
também apresentou uma resposta bifasica, sendo que a primeira fase da resposta inicia-se com
aumento da freqiiéncia de batimentos em resposta a dose de 11 M do agonista e aumenta

progressivamente até a dose de 9,5 M. Nem o tratamento com a dieta hiperlipidica, nem a associagao

da dieta com a atividade fisica, induziram altera¢des na sensibilidade atrial a isoprenalina.

IV.2.2 - Avaliacio da sensibilidade atrial em atrios direitos submetidos ao pré-

tratamento farmacolégico

Curvas dose-resposta foram obtidas em preparacdes tratadas previamente com bloqueadores do
sistema de recaptagdao neuronal e extraneuronal. Assim, nesta etapa do trabalho compararemos estes
dados com aqueles obtidos na auséncia do pré-tratamento farmacolédgico (Tabela 3) O pré-tratamento
farmacologico, nao alterou a sensibilidade dos atrios direitos obtidos de animais controles, tratados

com dieta hiperlipidica ou naqueles em que houve associagdo da dieta hiperlipidica e da atividade



24

fisica. No entanto, em atrios direitos de ratos submetidos a atividade fisica, o pré-tratamento reduziu o
subsensibilidade dos atrios direitos a noradrenalina. Esta reducao foi caracterizada por um desvio a
direita da curva dose-resposta de 2,8 vezes.

Em atrios direitos de ratos submetidos a atividade fisica o pré-tratamento aboliu a
supersensibilidade dos atrios direitos a isoprenalina, mas ndo alterou a caracteristica bifasica destas
curvas dose-resposta (Tabela 3, Figura 4B). Em atrios direitos de ratos tratados com a dieta
hiperlipidica, o pré-tratamento reduziu significativamente a sensibilidade do tecido atrial a isoprenalina

(Figura 4C)
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Tabela 2: Freqiiéncia espontinea de batimentos (Basal; batimentos/min), sensibilidade (pD,) e

resposta maxima a noradrenalina e isoprenalina (Rmax; batimentos/min) em atrios direitos isolados de

ratos apos quatro semanas de tratamento com dieta padrao (normolipidémico-N) ou dieta hiperlipidica

(hiperlipidémico-H) sedentarios (S) ou submetidos a natagao (T). O protocolo de natacao constou de

sessOes diarias de natagdo de 50 min em tanque de vidro com dgua a 34+2°C durante 20 dias, 5 dias

por semana.
Agonistas/Grupos N Basal (bpm) pD: Rmax (bpm)
Noradrenalina
NS 4 24549 7,44%0,09 157+20
NT 7 24846 6,52+0,25* 161£7
HS 6 24317 6,6510,17* 18515
HT 7 211410 7,1540,04***  185+12
Isoprenalina
NS 6 24548 8,37+0,12 193£13
NT 11 24049 8,94+0,09* 171+15
HS 10 223+10 8,5210,10 18717
HT 7 21017 8,55%0,08 20716

Os dados estdo apresentados como média =+ EPM. Diferencas estatisticas (p<0.05):* comparado ao

grupo NS, ** comparado ao grupo NT, # comparado ao grupo HS (ANOVA seguido pelo teste de

Tukey).
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Tabela 3: Efeitos dos bloqueios do sistema de captacdo neuronal e extraneuronal combinados sobre a

poténcia (pD;) da noradrenalina e isoprenalina em atrios direitos isolados de ratos apos quatro semanas

de tratamento com dieta padrdo (normolipidémico-N) ou dieta hiperlipidica (hiperlipidémico-H)

sedentarios (S) ou submetidos a natacao (T). O protocolo de natacdo constou de sessdes didrias de

natac¢do de 50 min em tanque de vidro com 4gua a 34+2°C durante 20 dias, 5 dias por semana.

Agonistas/Grupos n pD; pré-bloqueio  pD, pos-bloqueio
Noradrenalina
NS 4 7,44+0,09 7,2610,07
NT 7 6,52+0,25% 6,81+0,33*"°
HS 6 6,65+0,17* 6,80+0,10*
HT 7 7,15+0,04%+" 7,27+0,07**"
Isoprenalina

NS 6 8,37+0,12 8,2810,07
NT 11 8,94+0,09* 8,3440,06"°
HS 10 8,5240,10 7,91£0,11%"
HT 7 8,55+0,08 8,20%0,10

Os dados estdo apresentados como média + EPM. Diferencas estatisticas (p<0.05):* comparado ao

grupo NS, ** comparado ao grupo NT, # comparado ao grupo HS, o comparado ao grupo HS pré-

bloqueio, * comparado ao grupo NT pré bloqueio (ANOVA seguido pelo teste de Tukey).
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Figura I: : Curva dose-resposta para efeitos cronotropicos da noradrenalina sem pré tratamento (A)
e com pr¢é tratamento (B) em atrios direitos isolados de ratos ap6s quatro semanas de tratamento com
dieta padrdo (normolipidémico-N) ou dieta hiperlipidica (hiperlipidémico-H) sedentarios (S) ou
submetidos a natagdo (T). O protocolo de natacdo constou de sessdes didrias de natagdo de 50 min em

tanque de vidro com agua a 34 + 2°C durante 20 dias sendo 5 dias por semana. As diferengas

estatisticas estdo na tabela 2.



28

A
100+

. = NS

= o NT

_g e HS

X o HT

=

g

(2}

o

o

(%2}

()

o

8 7 -6 5 -4
log [isoprenalina] M
B
100+

—— NS
—— NT
——HS
——HT

Resposta Maxima (%)
=

T T
41 10 -9 -8 -7 6 -5 -4
log [isoprenalina] M

Figura 2: Curva dose-resposta para efeitos cronotropicos da isoprenalina sem pré tratamento (A) e
com pré tratamento (B) em atrios direitos isolados de ratos apds quatro semanas de tratamento com
dieta padrdo (normolipidémico-N) ou dieta hiperlipidica (hiperlipidémico-H) sedentarios (S) ou
submetidos a natagdo (T). O protocolo de natacdo constou de sessdes didrias de natagdo de 50 min em

tanque de vidro com dagua a 34 + 2°C durante 20 dias sendo 5 dias por semana. As diferengas

estatisticas estdo na tabela 2.
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Figura 3: Curvas dose-resposta para efeitos cronotropicos da noradrenalina em atrios direitos
isolados de ratos apds quatro semanas de tratamento com dieta padrao, normolipidémicos sedentarios
(NS) e normolipidémicos sedentarios pré-tratados (NSpt) (A) ou submetidos a natagdo (NT) e
submetidos a natagdo pré-tratados (NTpt) (B). Apds quatro semanas de tratamento com dieta
hiperlipidica, hiperlipidémicos sedentarios (HS) e hiperlipidémicos sedentérios pré-tratados (HSpt) (C)
ou submetidos a natagdo (HT) e submetidos a natagao pré-tratados.(HTpt) (D). O protocolo de natacao

constou de sessdes diarias de natagdo de 50 min em tanque de vidro com agua a 34 + 2°C durante 20
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Figura 4: Curvas dose-resposta para efeitos cronotropicos da isoprenalina em atrios direitos isolados

de ratos apds quatro semanas de tratamento com dieta padrdo, normolipidémicos sedentarios (NS) e

normolipidémicos sedentérios pré-tratados (NSpt) (A) ou submetidos a natacdo (NT) e submetidos a

natacdo pré-tratados (NTpt) (B). Apos quatro semanas de tratamento com dieta hiperlipidica,

hiperlipidémicos sedentarios (HS) e hiperlipidémicos sedentarios pré-tratados (HSpt) (C) ou

submetidos a natagcdo (HT) e submetidos a natagdo pré-tratados.(HTpt) (D). O protocolo de natacio

constou de sessdes diarias de natagdo de 50 min em tanque de vidro com agua a 34 + 2°C durante 20

dias sendo 5 dias por semana. As diferengas estatisticas estdo na tabela 2.
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V - Discussao

Resultados prévios obtidos em nosso laboratorio demonstraram que a administragao de dieta
rica em gordura e colesterol, durante seis semanas, induz um quadro de hiperlipidemia em ratos
quando, a dieta contendo 15% de gordura; 1,25% de colesterol e 0,5% de acido cdlico € oferecida aos
animais a partir da (WOLF-NUNES et al., 2000; MIOTTO, 2001).

Neste trabalho demonstramos que ratos que ingerem dieta hiperlipidica durante quatro semanas
j& apresentam dislipidemia, com aumento significativo nas concentragdes séricas de colesterol total,
LDL, VLDL, triacilglicerdis e de glicose quando comparados aos valores de ratos que ingeriram dieta
padrdo contendo 4% de gordura e sem colesterol sérico. Nenhuma alteragdo na fracio HDL de
colesterol foi observada com este periodo de tratamento. Estes resultados estdo de acordo com aqueles
obtidos por Ghatta & Ramarao (2004) que demonstraram elevagdes significativas nas concentragdes
séricas de glicose, colesterol total e triacilglicerdis em ratos que ingeriram dieta rica em lipidios
durante quatro semanas. Por outro lado, este grupo também demonstrou um aumento significativo de
peso nos ratos. Neste trabalho, ndo apresentamos as alteragdes de peso corporal dos animais, porém
resultados prévios de nosso laboratorio demonstraram que, a ingestdo da dieta hiperlipidica durante
seis semanas nao levou a qualquer alteragdo no peso corporal dos ratos e que os ratos que ingeriram
dieta hiperlipidica apresentaram ingestdo alimentar e caldrica significativamente inferior aquela
apresentada pelo grupo de ratos que ingeriu dieta padrao (WOLF-NUNES, 2004). Estes resultados
estdo de acordo com trabalhos cldssicos da literatura que demonstraram diminui¢do na ingesta
alimentar quando lipidios sd3o administrados intraduodenalmente (NOVIN et al., 1979;
REIDELBERGER et al., 1983; GREENBERG et al., 1990). Os autores sugerem que existem

receptores de nutrientes no duodeno que enviam para o cérebro sinais nervosos que desencadeiam a
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sensagao de saciedade e que este efeito acontece ainda no periodo pré-absortivo (GREENBERG et al.,
1990).

Ghatta & Ramarao (2004) também relataram que apos o periodo de administragdo da dieta em
ratos, os mesmos apresentam um quadro de resisténcia a insulina, acompanhando o aumento de peso e
a dislipidemia. Nossos resultados mostram que houve um aumento significativo na concentragao sérica
de glicose nos ratos que ingeriram dieta hiperlipidica, durante quatro semanas. Estudos prévios
demonstraram que esta elevagdo ¢ devido a resisténcia a insulina causada pelo aumento da
concentragdo de acidos graxos livres que uma vez captados e metabolizados pelas ilhotas pancreaticas
levam a ativacdo da enzima piruvato desidrogenase quinase (PDH). A ativacdo desta enzima, por sua
vez, inibe o complexo PDH, inibindo assim a oxidag@o da glicose e, conseqiientemente, a secre¢ao de
insulina dependente de glicose. Estes autores também demonstraram a reversdo deste efeito utilizando
bloqueadores da oxidagdo de acidos graxos, comprovando assim a relagdo entre acidos graxos e
resisténcia a insulina (BERNE, 1975; SAKO & GRILL, 1990, ZHOU, 1994; RANDLE 1998;
QVIGSTAD et al., 2003).

Em nosso trabalho nao avaliamos a concentracao sérica de insulina ou testamos a sensibilidade
a insulina nos ratos que ingeriam dieta hiperlipidica, porém resultados prévios de nosso laboratorio
demonstraram que quando a dieta hiperlipidica foi administrada no periodo de seis semanas, os ratos
apresentaram concentracdes séricas de insulina aumentados, glicemia normal e ndo havia qualquer
alteracdo na sensibilidade a insulina em adipécitos isolados destes ratos (WOLF-NUNES, 2004). Estes
resultados permitem concluir que a hiperinsulinemia apresentada por aqueles ratos hiperlipidémicos
normaliza a glicemia ja que os mesmos ndo apresentam resisténcia a insulina. Os ratos que ingeriram
dieta hiperlipidica, por quatro semanas apresentam hiperglicemia, ndés ndo avaliamos a insulinemia
destes animais portanto a medida dos valores séricos de insulina de ratos ap6s quatro semanas de

tratamento deve ser realizada para entendimento do fato cientifico.
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As diferengas encontradas entre os resultados obtidos por Ghatta & Ramarao (2004) e os
nossos, principalmente relacionando o aumento de peso e a sensibilidade a insulina, podem ser
explicadas pelas diferencgas nas linhagens de ratos utilizadas (Wistar, nosso grupo e Sprague-Dawley,
GHATTA & RAMARAO, 2004). Varios relatos na literatura apontam importantes diferengas de
respostas aos mesmos protocolos experimentais ou protocolos semelhantes entre as linhagens citadas
e/ou outras linhagens de ratos (PERRIN et al., 2003; IMAMURA & SHIMADA, 2005; ZAMUDIO et
al., 2005).

A pratica da atividade fisica regular é adotada e recomendada pela maioria dos médicos,
como uma estratégia terapéutica importante para normalizacdo da dislipidemia e para redugdo de
patologias cardiovasculares. Estudos em humanos ja vém sendo feitos hd muitos anos mas existem
muitas diferencas quanto a intensidade e freqii€ncia das atividades fisicas propostas e a relagdo das
mesmas com a melhora do perfil lipidico dos voluntarios. Além disto é questionado se o indice de
melhora no perfil lipidico estaria mais relacionado a perda de peso que o exercicio proporciona do que
com alteracdes enzimaticas relacionadas ao aumento na degradacao dos triacilglicerdis, colesterol total
e suas fragdes (HUTTUNEN et al., 1979; GRANDJEAN et al., 2000; NIEMAN et al., 2002). E
consenso que o exercicio fisico praticado por humanos, em diferentes intensidades, eleva a fracao
HDL de colesterol, sendo, por isso, uma pratica extremamente saudavel (KING et al., 1995;
FERGUSON, 1998).

Em nossos estudos o protocolo de treinamento proposto nao alterou o perfil lipidico de ratos
normolipidémicos.

Em relagdo aos ratos que receberam dieta hiperlipidica associada ao treinamento fisico
observamos que o protocolo de exercicio proposto evitou que houvesse aumento significativo nas
concentragdes séricas de glicose, triacilglicerdis e na fragdo VLDL de colesterol. Foi observado

anteriormente que ocorre aumento da captacdo de glicose resultante da maior sensibilidade a insulina
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em musculos esqueléticos perfundidos de ratos treinados (BERGER et al., 1979; ZAVARONI et al.,
1980). O aumento da eficiéncia da captagdo glicolitica causada pelo exercicio, leva a redugdo nas
concentragdes plasmaticas de insulina. Como o aumento na concentragdo sérica de insulina estd
associada a maior secre¢ao hepatica de VLDL-TG, uma diminuicdo na concentragao de insulina
resulta na diminui¢do da secre¢ao de VLDL-TG (BERGER et al., 1979; ZAVARONI et al., 1980).

Por outro lado, o exercicio fisico ndo evitou o aumento significativo nas concentragdes séricas
de colesterol total e da fracdo LDL de colesterol. Entretanto, estes aumentos foram significativamente
inferiores aqueles obtidos em ratos que ingeriram a racao rica em lipideos € que se mantiveram
sedentarios. Wood ef al. (1991), num estudo com humanos, demonstraram que o exercicio fisico causa
apenas pequena alteragdo nos valores de LDL. Buck ef al. (1989), demonstraram haver apenas uma
ligeira alteracdo nas concentragdes plasmaticas de colesterol total em ratos hiperlipidémicos treinados
com natagdo até exaustdo com sobrecarga de 5% do peso corporal, 5 vezes por semana durante 7
semanas. A lipoproteina LDL é composta de 40 a 45% de colesterol e a lipoproteina VLDL de 10 a
15% de colesterol. Como o exercicio pouco altera as concentragdes plasmaticas de LDL, as
concentragdes de colesterol total também permanecem altas, independente do exercicio evitar
significantemente o aumento nas concentragdes plasmaticas de VLDL, visto que esta lipoproteina ¢
composta de uma quantidade bem menor de colesterol. Estes resultados refletem nos valores do indice
aterogénico dos ratos treinados que ingeriram a dieta hiperlipidica, que foi significativamente menor
que dos ratos hiperlipidémicos sedentérios e ndo diferentes daqueles dos ratos normolipidémicos

sedentarios.

Em qualquer tecido, a sensibilidade as catecolaminas é determinada pelo tipo e/ou subtipo de
adrenoceptor que medeia sua agdo, associada com a eficiéncia dos sistemas de metabolizagdo das

catecolaminas, os quais limitam a meia vida destes hormodnios/neurotrasmissores na biofase. A
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resposta cronotropica cardiaca as catecolaminas de atrios de ratos machos ¢ mediada principalmente
pelos adrenoceptores PB; (Bi-ARs) (BRYAN er al., 1981; O'DONNELL & WANSTALL 1985;
JUBERG et al., 1985). Embora ndo estando relacionado a resposta cronotrdpica a noradrenalina em
atrios direitos de ratos (MINNEMAN et al., 1979; MINNEMAN & MOLINOFF,1980; MOLINOFF et
al., 1981) os adrenoceptores [, (PB-ARs) participam juntamente com os [31—ARs da resposta
cronotropica positiva a altas concentragdes de (-)-adrenalina (KAUMANN, 1986).

Nos resultados apresentados nesta tese observamos que apos terem se alimentado com dieta
hiperlipidica durante quatro semanas, os ratos apresentaram subsensibilidade dos atrios direitos
isolados a noradrenalina, agonista seletivo 3;-AR, sem, alteracdo na sensibilidade atrial a isoprenalina,
agonista ndo seletivo B1-AR e B, AR. Subsensibilidade aos efeitos de agonistas pode ser causada por
varios fatores como, por exemplo, aumento da atividade dos sistemas de metabolizacdo das
catecolaminas, diminui¢ao do numero de B-AR, decorrentes da continua presenca de catecolaminas na
fenda sinaptica ou (GANGULY, 1991; CATELLANO & BOHN, 1997; ZANESCO et al., 1997;
COMMUNAL et al., 1998), diminuicdo da afinidade entre o agonista e o receptor, causada por
alteracdo na estrutura do receptor (COLLINS er al., 1990; HEIN & KOBILKA, 1995;
GUDBJARNASON & BENEDIKTSDOTTIR, 1995), ou ainda por alteragdes do ambiente lipidico da
membrana (BRODERICK er al., 1989; HAENEN et al., 1990, GUDBJARNASON &
BENEDIKTSDOTTIR, 1996; BREHM et al., 1998), e/ou por alteracdo das vias intracelulares de
sinalizacdio que conduzem ao efeito (LURIE et al, 1985; GUDBJARNASON &
BENEDIKTSDOTTIR, 1995).

Lewis et al. (1982), estudando tecido cardiaco de coelhos hipercolesterolémicos e Lurie
et al., (1985) estudando hemacias de codornas alimentadas com dieta rica em colestrol, demonstraram

diminuicdo de sensibilidade para a estimulacdo B adrenérgica sem, contudo, haver alteragdo no
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numero de receptores. Além disso, Mokler et al. (1985) ja haviam demonstrado que a interagao dos [3-
AR cardiacos com o agonista isoprenalina e com o antagonista metoprolol ndo havia sido alterada em
coelhos alimentados com dieta rica em colesterol.

Utilizando uma dieta a base de 6leo de peixe, rico em acido eicosapentaendico, Patten et
al. (1989) mostraram que esta dieta era rapidamente incorporada nas membranas cardiacas de macacos
e alterava significativamente as propriedades de ligacdo de agonistas/antagonistas nos 3-ARs. Estes
autores sugeriram que as mudancas na afinidade dos B-ARs poderiam ser conseqiiéncia de alteracdes
na composic¢ao de acidos graxos dos fosfolipidios da membrana ao invés de mudangas no colesterol da
membrana.

Em nossos experimentos, a subsensibilidade do tecido cardiaco a noradrenalina ndo foi
acompanhada de alteracdo na resposta maxima a este agonista. Miotto (2001) também demonstrou que
em atrios direitos de ratos alimentados com a mesma dieta por seis semanas ndo houve alteragdo da
resposta maxima a noradrenalina e ao soterenol, um agonista parcial de -ARs, sugerindo ndo haver
downregulation dos adrenoceptores, uma vez que sendo agonista parcial, o soterenol necessita ocupar
todos os receptores para desencadear a resposta maxima e que, portanto, alteracio do niimero de
receptores levaria a alteracdo de sua resposta maxima. Sugerimos, entdo, que provavelmente o numero
de adrenoceptores ndo estd alterado em nossos ensaios ja que nao ha alteracdo na resposta maxima e
que o tempo de administragdo da dieta € menor quando comparado aquele de Miotto (2001). Com
estas informagdes podemos inferir que, provavelmente, o mecanismo responsavel por esta
subsensibilidade ¢ semelhante aquele proposto por Lewis et al. (1982) e por Lurie et al. (1985), que
observaram diminui¢do de sensibilidade sem alteracdo no niumero de receptores.

A possibilidade de que os sistemas de recaptacdo poderiam ter sido afetados pelos

lipidios e/ou colesterol da dieta encontra embasamento na literatura. Varios autores ja sugeriram que
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pode haver inibicdo da recaptacdo extraneuronal da noradrenalina por certos esterdis, incluindo o
colesterol (IVERSEN & SALT, 1970; BLOOM et al, 1975; RIBEIRO et al., 1998). Eildeman et al.
(1978) observaram in vitro que o extrato de B-lipoproteina potencializava os efeitos da noradrenalina
em vasos sanguineos cerebrais por reduzir a atividade da enzima monoamino oxidase (MAQO). Tais
efeitos também sdo relatados em musculo cardiaco e, como conseqiiéncia, tenderiam a potencializar os
efeitos do neurotransmissor por sua exposi¢do mais prolongada na fenda sinaptica (BLOOM et al.,
1975). Entretanto, nossos resultados demonstraram que a inibi¢do da recaptacdo neuronal e
extraneuronal ndo alterou a subsensibilidade relacionada a dieta hiperlipidica observada entre grupos
ou mesmo com o programa de atividade fisica proposto.

Considerando entdo que, provavelmente, o nimero de adrenoceptores ndo esta alterado e que
os processos de metabolizacdo dos agonistas também ndo estdo alterados em atrios isolados de ratos
hiperlipidémicos, a subsensibilidade atrial aos efeitos cronotrdpicos da noradrenalina poderia ser
atribuida a diminuicdo de afinidade entre o agonista e a populacdo de receptores e/ou a alteracdo dos
mecanismos celulares de transdugao de sinal (KENAKIN, 1993).

Alteragdes na composicdo de acidos graxos da bicamada lipidica da membrana do musculo
cardiaco, induzida por dietas gordurosas (CRANDAL et al., 1983; PATTEN et al., 1989), associada a
alteracdes na concentracdo plasmdtica de lipidios e de catecolaminas podem ter importantes
implicagdes na fun¢do dos B-AR (HAENEN et al., 1990; GANGULY, 1991; GUDBJARNASON &
BENEDIKTSDOTTIR, 1996). Logo, a interagio de um agonista ou antagonista com um receptor nao
dependeria apenas das propriedades estruturais destes compostos ou dos proprios receptores, mas
poderia ser também influenciada pelo ambiente lipidico da membrana (GUDBJARNASON &
BENEDIKTSDOTTIR, 1996). De acordo com esta hipéotese, os lipidios que circundam as moléculas

do receptor poderiam modular sua atividade ao interferirem em sua estrutura tridimensional e,
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conseqiientemente, modificar a afinidade aos ligantes. Além disso, o estado fisico do dominio lipidico
onde se insere o receptor poderia regular sua mobilidade lateral na membrana, e a interagao do
complexo ligante receptor com a molécula transdutora da proteina G a qual, por sua vez, modificaria a
atividade das moléculas efetoras que geram sinais intracelulares (LURIE er al.,, 1985;
GUDBJARNASON & BENEDIKTSDOTTIR, 1995).

Além disto, as fungdes intracelulares podem ser inativadas pelo estresse oxidativo tanto
diretamente, pela produgdo de radicais livres como indiretamente, por meio da perturbagdo da
membrana lipidica (HAENEN et al., 1990; PETERS et al., 1997). BREHM et al. (1998) propuseram
que existiria um complexo cross-talk entre receptores 3 adrenérgicos e receptores de LDL, visto que
um aumento na concentracdo de AMPc resulta em elevada expressdo de receptores de LDL. Estes
autores demonstraram que valores moderadamente elevados de LDL resultaram em diminui¢do na
densidade de B-AR acoplados funcionalmente sem, contudo, haver alteragdes na relacao 3;-/f.-AR em
artérias coronarias. HAENEN et al. (1990) observaram que em membranas cardiacas isoladas, a
funcdo dos B-AR era reduzida por estresse oxidativo, sugerindo que o acoplamento entre a enzima
adenilil ciclase e o receptor estaria enfraquecida pois os autores observaram que havia um aumento no
numero de B-AR enquanto a formagdo de AMPc estava reduzida, em membranas de ventriculos. Em
atrio esquerdo e fatias de ventriculo direito a eficacia de agonistas B-AR foi reduzida em 30%,
enquanto a resposta maxima mediada por B-AR foi reduzida para 50%. Membranas de atrio esquerdo
expostas ao estresse oxidativo ndo apresentaram alteragdo na densidade de B-AR, nem na afinidade a
isoprenalina. Aparentemente, o efeito que o estresse oxidativo tem sobre a fluidez da membrana, via
inducdo de peroxidacdo de lipidios, pode explicar a redu¢do na formacdo de AMPc pelo estresse
oxidativo em atrio esquerdo. Contudo, ndo se pode excluir que os radicais livres produzidos durante o

estresse oxidativo inibam diretamente a formagdo de AMPc, por exemplo, por inativar a proteina G.
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PETERS et al. (1997) sugerem ainda que ¢ provavel que ocorram lesdes de outros componentes
subcelulares que podem ter importante papel na transducao dos estimulos -adrenérgicos,abrandando
desta forma sua resposta.

O colesterol ¢ um importante componente lipidico de membranas plasmaticas de células de
mamiferos (BRODERICK et al., 1989) e ¢ também crescente o interesse do papel desempenhado
pelos acidos graxos insaturados e pelo colesterol na fun¢do da membrana celular de cardiomiocitos, no
que se refere ao desenvolvimento de fibrilagdo ventricular e morte cardiaca sibita. A ingesta de
gorduras polinsaturadas altera a composicao de acidos graxos e aumenta a fluidez da membrana celular
(LURIE et al., 1985; MARINETTI, 1990). Por sua vez, uma elevada ingesta de gorduras saturadas
pode ter efeito contrario. Aumento da fluidez da bicamada lipidica da membrana de hepatocitos e de
eritrocitos aumenta a atividade estimulada da adenilil ciclase, e a sintese de AMPc, provavelmente por
favorecer a estimulagdo do complexo B-AR-proteina G-subunidades cataliticas da adenilil ciclase. Por
outro lado, o enrijecimento da bicamada lipidica da membrana celular, como foi observado em
eritrocitos de codornas alimentadas com dieta rica em colesterol, causa efeitos opostos, tais como a
perda de até 50% na sensibilidade a estimulacdo adrenérgica, avaliada por meio da quantidade de
AMPc formado em resposta a estimulagdo pela isoprenalina (LURIE et al., 1985). Mudangas
significativas nos fosfolipidios de membrana podem também servir para regular as propriedades de
binding dos receptores de membrana, sua afinidade ou o numero de sitios de binding
(GUDBJARNASON & BENEDIKTSDOTTIR, 1995).

Interessante que resultados prévios de nosso laboratério demonstraram que ndo houve apenas
subsensibilidade a noradrenalina, mas também que houve subsensibilidade a isoprenalina e ao
soterenol em atrios direitos isolados de ratos machos hiperlipidémicos, aos quais a dieta rica em

colesterol foi administrada durante seis semanas. Como ja mencionado acima, em atrios direitos
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isolados destes ratos a resposta maxima ao soterenol nao foi alterada, o que sugere que ndao houve
alteragcdes no numero de adrenoceptores estimulados por este agonista. Também nao foram observadas
alteracOes decorrentes dos sistemas de metabolizagdao dos agonistas. Finalmente, ndo foram observadas
alteracdes nos valores pK B do CGP20701A, indicando que nao houve mudangas na afinidade deste
antagonista para o 3;-AR e conseqiientemente, alteragdes na estrutura do receptor promovidas pela
dieta (Miotto, 2001). O autor sugeriu que alteracdes nos mecanismos intracelulares de transducao de
sinal (pos-receptor) poderiam justificar as alteragdes de sensibilidade aos agonistas adrenérgicos dos
atrios direitos isolados de ratos hiperlipidémicos (MIOTTO, 2001). O fato de diminui¢ao de
sensibilidade, em 4atrios direitos isolados de ratos hiperlipidémicos, em quatro semanas de
administracdo de dieta, ser observada apenas a noradrenalina e apos mais duas semanas de tratamento
a sensibilidade ser observada também a isoprenalina nos sugere que os mecanismos envolvidos com a
resposta celular ao estimulo do adrenoceptor 3; ja estdo alterados na quarta semana de tratamento e
que neste mesmo tempo existe uma compensagdo na resposta a isoprenalina o que ndo permite a
visualizacdo de tal fenomeno para este agonista, j4 que ndo ¢ seletivo para os subtipos de
adrenoceptores f3, ¢ 2. O tempo adicional de duas semanas de tratamento com a dieta iguala a
sensibilidade do tecido aos dois agonistas. Os fatores envolvidos nestes efeitos devem ser melhor
investigados.

As concentracdes de noradrenalina aumentam durante o exercicio mais do que adrenalina.
Como os B;-AR sdo mais sensiveis a noradrenalina do que a adrenalina (KAUMANN, 1997), este
subtipo pode ser seletivamente down-regulado depois de exercicio cronico. E, como os ,-AR sdo
menos sensiveis a noradrenalina do que a adrenalina, este subtipo de B-AR pode ndo ser afetado pelo
treinamento fisico (BARBIER et al., 2004). J4 que a isoprenalina também tem maior afinidade por 3, —

AR talvez por este fato, a sensibilidade a ela ndo tenha diminuido, porém nossos resultados
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demonstraram  supersensibilidade & isoprenalina, corroborando os de Takeda er al. (1984) que
verificaram aumento na sensibilidade 4 isoprenalina, devido ao aumento da afinidade do receptor pela
catecolamina. Resultados semelhantes aos nossos demonstrando reducdo da sensibilidade a
noradrenalina e aumento da sensibilidade a isoprenalina foram previamente relatados em estudos com
adipocitos FARIAS-SILVA et al. 1999) e com atrios direitos isolados de ratos submetidos ao estresse
por choque nas patas (VANDERLEI et al., 1996, MARCONDES et al., 1996, BASSANI et al., 1988,
NOURANI et al., 1992).

Em ratos alimentados com dieta hiperlipidica, o treinamento evitou as alteracdes de
sensibilidade a noradrenalina e isoprenalina causadas pela hiperlipidemia, visto que, a curva dose-
resposta a noradrenalina em atrios direitos de ratos hiperlipidémicos treinados (grupo HT) nao difere
significativamente da obtida em atrios direitos isolados de ratos normolipidémicos sedentarios (Figuras
1A e 2A). A auséncia de efeitos na sensibilidade atrial quando associamos a dieta ao programa de
treinamento, provavelmente indica que o programa de treinamento impediu os efeitos deletérios da
dieta hiperlipidica, através da prevencao do aumento das concentragdes séricas de colesterol total,
triacilglicerdis, VLDL e LDL (Tabela 1). Dados da literatura (BREHM et al, 1998) demonstram que o
aumento nos niveis plasmaticos de LDL reduzem a sensibilidade atrial aos agonistas noradrenalina e
isoprenalina, portanto, redugdo nos niveis plasmaticos de LDL restauram a sensibilidade atrial a estes
agonistas. Porém, ndo podemos deixar de ressaltar que esta associagdo fez com que ndo observassemos
os efeitos benéficos do exercicio fisico na resposta atrial. Este fenomeno deve ser melhor investigado.

O pré-tratamento com bloqueadores do sistema de recaptagdo neuronal e extraneuronal nao
alterou a sensibilidade dos atrios direitos isolados dos animais controle ao agonista noradrenalina
nem dos animais que ingeriram a dieta hiperlipidica (Tabela 3). Este resultado indica que a dieta
ndo afeta os sistemas de metabolizagdo da noradrenalina, portanto, a subsensibilidade a

noradrenalina observada antes do pré-tratamento, esta sendo induzida apenas por dessenssibiliza¢ao
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de Bi-AR, diferentemente do resultado observado em atrios direitos isolados de ratos submetidos a
estresse por choque nas patas, que apresentaram aumento da eficiéncia da recaptagdo neuronal e
extraneuronal (MARCONDES et al, 1996).

A dieta hiperlipidica ndo altera a sensibilidade do tecido atrial a isoprenalina, porém, com o
pré-tratamento ha uma diminui¢do na sensibilidade do tecido a este agonista. A isoprenalina ativa
0s 2-ARs pré-sinapticos que induzem a liberacao nervosa de noradrenalina (MIAN et al, 1991).
Assim, antes do pré-tratamento, agem no tecido tanto isoprenalina como noradrenalina. Quando ¢
feito o pré-tratamento, esta liberagdo de noradrenalina ¢ suprimida e ha apenas o efeito da
isoprenalina sobre os B;-ARs, que estao dessenssibilizados.

A atividade fisica proposta promove subsensibilidade & noradrenalina. o pré-tratamento com
bloqueadores do sistema de recaptacdo neuronal e extraneuronal dos atrios direitos isolados deste
grupo de animais nao abole esta subsensibilidade, entretanto, reduz o desvio da curva-dose-resposta
para este agonista. O fato do pré-tratamento ndo alterar a sensibilidade do tecido atrial direito do
grupo controle e alterar a sensibilidade atrial do grupo submetido a atividade fisica indica que o
exercicio aumenta a atividade dos sistemas de metaboliza¢ao da noradrenalina. E como, mesmo
apos o pré-tratamento ainda continuou a subsensibilidade, parte desta deve estar sendo promovida
por dessenssiblizacao de 3;-ARs.

Na auséncia do pré-tratamento, a atividade fisica promove supersensibilidade a isoprenalina,
o pré-tratamento abole esta supersensibilidade. Analisando a curva-dose-resposta a isoprenalina
antes do bloqueio, ha um deslocamento maior no inicio da curva, indicando maior sensibilidade nas
doses mais baixas, esta supersensibilidade inicial é abolida apds o pré-tratamento. Esta resposta
indica que a supersensibilidade esta sendo causada por maior liberagdo de noradrenalina pelo

terminal pré-sinaptico via ativacao adrenalina-B,-pré-sinaptico, visto que, a atividade fisica aumenta
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as concentragdes plasmaticas de noradrenalina e adrenalina e que a adrenalina ativa os B2-ARs pré-
sinapticos aumentando a liberagcdo de noradrenalina (COPPES et al, 1995).

Os mecanismos moleculares envolvidos nas alteragoes de sensibilidade cardiaca observadas
nesta tese devem ser investigados ja que estes resultados contribuirdo, em muito, para
esclarecimentos dos efeitos benéficos do exercicio fisico e aqueles deletérios provenientes da
ingestdo de uma dieta rica em lipidios. Estes esclarecimentos s3o necessarios ja que fazemos parte
de uma populagdo que esta a cada dia mais sedentaria e apresentando patologias associadas as

dislipidemias.
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