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Resumo

Lipidios provenientes da dieta tém importante participagao nas alteragdes vasculares
observadas na sindrome plurimetabolica. O objetivo desta tese foi analisar a reatividade vascular
de anéis de aorta com e sem endotélio isoladas de ratos normo ou hiperlipidémicos, sedentarios
ou submetidos a natagdo. Ratos Wistar machos adultos foram usados apds uma semana de
adaptacdo em salas climatizadas 224+2°C e com ciclo claro-escuro de 12 h (luzes acendendo as
6:30 da manhd). Os experimentos foram realizados de acordo com os principios para utilizacao
de animais em pesquisa e educacdo e adotados pelo COBEA (Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal). Os animais foram randomicamente distribuidos em dois grupos:
sedentarios (S) e que praticaram exercicio fisico (T). O exercicio constou de sessdes de natacao
na freqii€ncia de 5 dias na semana com 50 minutos de duragdo durante 20 dias em tanque de agua
com temperatura de 34 + 2°C. Estes dois grupos foram ainda subdivididos em 2 subgrupos, o que
recebia racao padrao (N) e outro que recebia dieta rica em lipidios (H). Anéis de aorta com e sem
endotélio foram isoladas e curvas cumulativas concentragdo-efeito a noradrenalina (NA), a
acetilcolina (ACh) e ao nitroprussiato de s6dio (SNP) foram obtidas, na auséncia ou presenca de
L-NAME ou indometacina. Os ratos sedentarios e tratados com dieta hiperlipidica (HS)
apresentaram aumento das concentragdes plasmaticas de triacilglicerois, colesterol total e das
fracdes LDL e VLDL, determinados ao final da quarta semana de tratamento. O protocolo de
natag@o nao induziu qualquer alteracdo no perfil lipidico dos ratos normolipidémicos (NT vs NS).
Entretanto este programa de atividade fisica impediu o aumento das concentragdes plasmaticas de
triacilglicerdis, colesterol total, e suas fragdes LDL e VLDL, induzidos pela dieta hiperlipidica. A
remocdo do endotélio promoveu aumento da resposta maxima (gf) e dos valores pD, a
noradrenalina em todos os grupos [2,13+0,18 e 7,19+0,14 (NScom) - 3,60+0,20* e 7,69+0,09*
(NSsem); 1,46+0,14 ¢ 7,31+0,09 (NTcom) - 3,14+0,10* e 7,86+0,10* (NTsem); 2,02+0,08 ¢
7,09+0,13 (HScom) - 3,52+0,10* e 7,89+0,06* (HSsem); 2,08+0,19 ¢ 7,37+0,10 (HTcom) -
3,17+£0,19* e 7,82+0,13* (HTsem). Estatisticamente diferente (p<0,05) em: * comparado aos
anéis com endotélio (Teste ¢ de student)]. A dieta hiperlipidica ndo promoveu alteracdes
vasculares aos diferentes agonistas, em animais sedentarios (NS vs HS). O programa de exercicio

fisico proposto induziu reducdo da resposta maxima a noradrenalina e aumento da resposta
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maxima a acetilcolina em ratos normolipidémicos (NS vs NT). A resposta maxima (%) e os
valores pD, a acetilcolina foram respectivamente: 61,87 = 6,13 e 6,91 £ 0,06 (NS), 90,35 +
3,15 ¢ 7,11 + 0,08" (NT), 53,22 + 2,80 ¢ 6,78 + 0,06 (HS); 69,70 + 4,63 ¢ 6,94 + 0,11 (HT), *
comparado ao grupo NS; ° comparado ao grupo HS e ¢ comparado ao grupo HT (p<0,05 ANOVA
seguida de teste de Tukey). A associacdo da dieta hiperlipidica e a atividade fisica fez com que
ndo fossem observadas reducdo da resposta maxima a noradrenalina e aumento da resposta a
acetilcolina nos animais exercitados (NT vs HT). Estes efeitos induzidos pelas sessdes de natagao
foram abolidos pela remog¢ao do endotélio ou tratamento com L-NAME, indicando a participacao
do NO derivado do endotélio. Nenhuma alteragdo foi observada na curva concentragdo-efeito ao
SNP nos diferentes grupos: 100% e 7,83 £ 0,11 (resposta maxima e valores pD;,
respectivamente). Assim podemos sugerir que o programa de exercicio fisico proposto diminui a
resposta vascular a noradrenalina e aumenta a resposta vasorelaxante a acetilcolina por aumento
do NO derivado do endotélio, e que a dieta hiperlipidica embora ndo cause alteragdes vasculares

nos animais sedentarios, impede os efeitos benéficos do exercicio.
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Abstract

Ingesting a lipid diet has an important effect on vasomotor changes found in metabolic
syndrome. The aim of this work was to analyze the vascular reactivity on isolated aortic rings
with or without endothelium from normo or hyperlipidemic rats, sedentary or submitted to
swimming. 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 to the principles for animals use in research and education and adopted by COBEA
(Brazilian College for Animal Experimentation). The animals were randomly distributed into two
groups, sedentary (S) and exercised (T) with swimming sessions, 5 days a week (50 min. session)
for 20 days in a glass tank with water at 34 + 2°C. These two groups were divided into two
subgroups; one of them fed with a standard chow (N) and the other, a high fat-CHO diet (H).
Aortic rings with or without endothelium were isolated and cumulative concentration-effect
curves to noradrenaline (NA), acetylcholine (ACh), and sodium nitroprusside (SNP) were
obtained, in presence or absence of L-NAME or indomethacin. High fat-CHO diet ingestion
during four weeks induced a significant increase in triglyceride, total cholesterol, low density
lipoprotein and, very low density lipoprotein plasma levels. The physical exercise program did
not altered blood lipid levels in normolipidemic rats however avoided the increase in triglyceride,
total cholesterol, low density lipoprotein and, very low density lipoprotein blood levels induced
by high fat-CHO diet. The absence of endothelium increased the maximum response (gf) and pD;
values to noradrenaline in all groups [2.13+0.18 e 7.19+£0.14 (NSwith) — 3.60+0.20* e
7.69+£0.09* (NSwithout); 1.46+0.14 e 7.31+0.09 (NTwith) — 3.14+0.10* e 7.86+0.10*
(NTwithout); 2.02+0.08 e 7.09+0.13 (HSwith) — 3.52+0.10* e 7.89+0.06* (HSwithout);
2.08+0.19 e 7.37£0.10 (HTwith) — 3.17+0.19* e 7.824+0.13* (HTwithout). Statistically difference
(p<0.05) in: * compared to rings with endothelium (student’s ¢ test)]. The high fat-CHO diet
didn’t promote any changes in the vasomotor response to any of the compounds, in sedentary rats
(NS vs HS). The physical exercise program induced decrease of the maximum response to
noradrenaline and increase of maximum response to acetylcholine in normolipidemic rats (NS vs
NT). The maximum response (%) and pD, values to acetylcholine were respectively: 61.87 +
6.13 ¢ 6.91 £ 0.06 (NS), 90.35 + 3.15™ ¢ 7.11 + 0.08" (NT), 53.22 + 2.80 ¢ 6.78 = 0.06 (HS);
69.70 £ 4.63 € 6.94 + 0.11 (HT); * compared to NS group; b compared to HS group, and °
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compared to HT group (p<0.05 ANOVA, after by Tukey’s test). The high fat-CHO diet avoided
the decrease of maximum response to noradrenaline and increase to acetylcholine on exercised
rats (NT vs HT). Those effects induced by the swimming program were prevented by the
endothelium removal or tissue treatment with L-NAME, suggesting the participation of
endothelium derived NO. No changes were observed in the concentration-effect curves to SNP in
aorta of rats from any group: 100% e 7.83 + 0.11 (maximum response and pD, value,
respectively). We suggest that the physical exercise program decreased vasomotor response to
noradrenaline and increased the vasorelaxant response to acetylcholine by increasing of
endothelium derived NO, and that the high fat-CHO diet avoids the benefit effects from physical

exercise, although it doesn’t cause vasomotor changes in sedentary rats.
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(NT, painel B). O protocolo de natacdo constou de sessdes didrias de
natacdo de 50 min em tanque de vidro com agua a 34 + 2°C durante 4
semanas, 5 dias POT SEMANA........cccuieerureeerireeeiiieeeitreesreeesreeeereeesseeesseeesneens

Figura 3 - Curvas concentracdo-efeito a noradrenalina em anéis de aorta com (NSc e
NTc) e sem (NSs e NTs) endotélio, tratados ou nao com L-NAME (300
uM), isolada de ratos sedentarios (NS, painel A) ou submetidos a natagao
(NT, painel B). O protocolo de natacdo constou de sessdes didrias de
nata¢do de 50 min em tanque de vidro com 4agua a 34 + 2 °C durante 4

semanas, 5 dias POT SEMANA.........ccuieecvreerireeeiieesirreeereeeerreesreeesseeesseeesneens
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Figura 4 - Curvas concentragao-efeito a acetilcolina em anéis de aorta com endotélio,
tratados (B) ou ndo (A) com indometacina (5,6 uM), isolada de ratos apos
quatro semanas de tratamento: normolipidémicos sedentarios (NS),
hiperlipidémicos sedentarios (HS), normolipidémicos submetidos a
natacdo (NT) e hiperlipidémicos submetidos a natacdo (HT). O protocolo
de natacdo constou de sessdes didrias de natagdo de 50 min em tanque de
vidro com agua a 34 + 2°C durante 4 semanas, 5 dias por semana.................

Figura 5 - Curvas concentragdo-efeito ao nitroprussiato de sédio (SNP) em anéis de
aorta com (A) e sem (B) endotélio, isolada de ratos apds quatro semanas de
tratamento: normolipidémicos sedentarios (NS), hiperlipidémicos
sedentarios (HS), normolipidémicos submetidos a natacdo (NT) e
hiperlipidémicos submetidos a natacdo (HT). O protocolo de natacdo
constou de sessdes didrias de natagdo de 50 min em tanque de vidro com

agua a 34 + 2 °C durante 4 semanas, 5 dias por semana ................c.ococueene....



1- INTRODUCAO

De acordo com a “American Heart Association”, as doengas cardiovasculares sdo as
principais causas de morte nos Estados Unidos, afetando mais de 79 milhdes de individuos,
resultando em aproximadamente 871.517 mortes por ano, e gerando mais de 431,8 bilhdes de
dolares em custos econdmicos anuais. No Brasil, o quadro ¢ muito semelhante, uma vez que as
doengas cardiovasculares sdo responsaveis por 31 % das mortes, sendo a principal causa de morte
no pais, de acordo com o “Ministério da Saude”. Anormalidades no metabolismo de lipoproteinas
plasmaticas desempenham um papel central na patogénese da aterosclerose e hipertensao arterial,
positivamente associada ou ndo com doenca cardiaca coronariana (SHURTLEFF, 1970; SHEP,
1991).

Estudos realizados em Framingham (EUA), a partir de 1948, demonstraram que
determinados fatores de risco como a concentracdo sérica de colesterol, o tabagismo e a
hipertensdo arterial estdo associados a existéncia de cardiopatia isquémica (WONG et al., 1991),
inaugurando uma nova etapa de estudos sobre as doengas cardiovasculares. Dados deste estudo
demonstraram ainda que a hipertensdo tende a ocorrer em associacdo com varios fatores de risco
aterogénico, sendo que 78% de homens hipertensos e 82% de mulheres hipertensas apresentaram
multiplos fatores de risco associados, o que aumenta as chances de eventos cardiovasculares
(BORGHI, 2002).

Os fatores de risco para as cardiopatias sdo o tabagismo (25%), a hipertensao (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, 0 género masculino, o
estresse e a hereditariedade ( ROSAMONG et al., 2006).

O quadro clinico no qual as concentragdes plasmaticas de triacilglicerois (TAG) e de
colesterol total (CT) e/ou suas fragdes estdo acima da faixa considerada normal ¢ denominado
hiperlipidemia. Esta pode ter origem primaria, ou seja, ocorrer como resultado de predisposi¢ao
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 combinacao
de ambas (GINSBERG, 1990; HAVEL & KANE, 1999). Portanto, o consumo de dieta contendo

quantidade de gordura acima do recomendado, pode alterar a composi¢do 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
doengas ateroscleréticas e cardiacas (BRUMMELEN, 1983; HAVEL & KANE, 1999). Desta
forma, a hiperlipidemia caracteriza-se como um dos principais fatores de risco para as doengas
cardiovasculares, por alterar a funcdo cardiaca e a responsividade vascular (MOKLER et al.,
1985).

Numerosos estudos indicam que as dietas ricas em colesterol ¢ em gorduras saturadas
elevam o colesterol sérico em animais ‘“‘suscetiveis”, acarretando um processo degenerativo,
caracterizado pela formacdo de depositos 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 distirbios que resulta no
espessamento e perda de elasticidade das paredes arteriais, estreitamento e eventual fechamento
desses vasos, diminuindo o fluxo sanguineo para os 0rgdos, podendo causar angina, infarto do
miocérdio, acidentes vasculares cerebrais, doenca vascular periférica e morte stibita (OLIVEIRA
etal., 1995).

E evidente a relacdo 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 ¢ responsavel pelo
transporte dos triacilglicer6is, formados no figado a partir das gorduras, carboidratos, alcool e
colesterol, para os musculos e tecido adiposo. Sob a acao da enzima lipoprotéica 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 sera oxidado para participar na proliferacao
das células musculares lisas € em outras alteragdes 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, hormodnios tireoideanos, estrogenos, beta-endorfinas e insulina. Hormonios
tireoideanos e estrogenos reduzem o colesterol, enquanto a falta de insulina aumenta as
concentragdes séricas da fragdo VLDL do colesterol e dos triacilglicerdis. A melatonina tem
influéncia sobre o metabolismo do colesterol, pois promove a liberagdo de hormonios
tireoideanos, insulina e beta-endorfinas (SANDYK & AWERBUCH, 1994), regula a serotonina,
que funciona como mediador entre a melatonina e seus efeitos sobre o colesterol.

A hipercolesterolemia pode ser também causada por defeito no metabolismo das
lipoproteinas e, além de ser encontrada em diversas patologias como doencas do sistema
enddcrino, hepatico e renal, ¢ o principal fator de risco para as doencas cardiovasculares, por
alterar a contratilidade cardiaca e a responsividade vascular (MOKLER ef al., 1985). Bonora et
al., (1998) constataram que a hipertrigliceridemia e a diminui¢do de HDL ndo ocorrem como
distarbios isolados e sim como uma sindrome plurimetabdlica.

A atividade nervosa simpdtica também modula o metabolismo lipoprotéico. O seu
aumento resulta em aumento da liberagdo de noradrenalina, que estimula os adrenoceptores
localizados nas membranas de células alvo. 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 a¢ao da lipase endotelial, conseqiientemente, diminuindo
seu metabolismo. A freqiiéncia cardiaca estd correlacionada positivamente com concentragdes
séricas de LDL e inversamente com HDL (BUNAA & ARNESEN, 1992). Artérias coronarias de
porcos, incubadas em concentragdes moderadamente elevadas de LDL, mostraram redu¢do na
densidade dos adrenoceptores 3, com concomitante aumento da atividade da enzima adenilil
ciclase, comprovando alteragdo da vasoregulacdo em concentragdes séricas elevadas de colesterol
(BREHM et al., 1998).

Nosso laboratorio 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, levou a um quadro de dislipidemia, elevando consideravelmente o colesterol
total e a fragdo LDL-colesterol, além de promover subsensibilidade da resposta cronotropica a

agonistas de adrenoceptores B; e B, 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
concentragdo de catecolaminas circulantes, as quais promoveriam dessensibilizacdo da resposta
adrenérgica, seja por seqliestro ou por downregulation dos receptores (STROSBERG & PIETRI-
ROUXEL, 1996; CASTELLANO & BOHM, 1997; BUNEMANN ef al., 1999), ou ainda por
uma alteragdo da via de sinalizacdo intracelular iniciada pelos [ adrenoceptores cardiacos
(DAAKA et al., 1997). Além disso, dados de nosso laboratorio indicam que, ja na quarta semana
ingerindo dieta hiperlipidica, ratos apresentaram concentragdes séricas de colesterol total,
especialmente da fragdo LDL, aumentadas significativamente (MOREIRA, 2005).

A manuten¢ao de niveis de atividade fisica inferiores ao necessario para a manutencio de
um estado de saude desejavel ¢ denominada sedentarismo, e foi caracterizada como um fator de
risco independente para o desenvolvimento das doengas cardiovasculares (FORJAZ et al., 1999).
No estado de S@o Paulo a prevaléncia de sedentarismo atinge 69% da populagdo, sendo mais
prevalente que o tabagismo (38%), a hipertensdo arterial (22%), a obesidade (18%) e o
alcoolismo (8%) (REGO et al., 1990).

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

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

Considerando os beneficios da pratica de exercicios aerobicos sobre o perfil lipidico, estes
vém sendo utilizados como recomendacdo nao farmacoldgica coadjuvante no tratamento da
sindrome plurimetabdlica (PESCATELLO, 1999; ERIKSSON et al., 2000). A atividade fisica
junto a uma orientacdo dietética e conseqliente diminui¢do de peso corpéreo, reduz as

concentragdes plasmaticas de colesterol total, de LDL-colesterol, aumenta a atividade insulinica,



a liberagao do hormoénio de crescimento (GH), do hormonio tiredideo, das catecolaminas e de
neuro-hormodnios, responsaveis pela estabilidade psiquica, aumenta a atividade fibrinolitica,
diminuindo a tendéncia a agregagdo plaquetaria responsavel pela aterosclerose (LAVIE et al.,
1993). Individuos treinados apresentam concentragdes plasmaticas de HDL colesterol 20 a 30 %
maiores que os sedentarios (HARDMAN, 1996), redu¢ao nas concentragdes plasmaticas de
triacilglicer6is em 16 mg/dL, de colesterol total em 10 mg/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 duracdo ideais do
treinamento. As alteragdes lipidicas dependem, principalmente, do gasto energético. Segundo
Hardman (1996), a baixa intensidade associada & maior duracdo do exercicio tem se mostrado
mais eficaz em reduzir as fragdes lipidicas, supondo que intensidades elevadas, por diminuirem o
tempo de atividade, gerem um menor gasto caldrico total. Porém Hagberg (1991) acredita que
uma alta intensidade também apresenta resultados positivos. J4, Stubbe et al. (1983) observaram
elevagdes 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 et al. (1999) relatam que, quanto a dislipidemia, o protocolo
de treinamento necessario para produzir as altera¢des relatadas anteriormente ainda ndo esta
definido.

Apesar desta dificuldade, a pratica de exercicio fisico vem sendo utilizada com freqiiéncia
crescente como medida ndo-medicamentosa na prevencdo 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, freqii€ncia, duragao e tipo de exercicio praticado, e
devem seguir um programa planificado de exercicios, precedido de um teste de esforco para
deteccao de problemas, principalmente cardiovasculares, além de determinar o limiar correto de
treinamento (FRANCIS, 2000; GIBBONS, 2000; STEWARD et al., 2000).

Hé mais de duas décadas tornou-se evidente que o endotélio ndo ¢ uma simples camada de

células inertes recobrindo a superficie interna dos vasos sanguineos, mas de fato, ele desempenha



um papel crucial na homeostase vascular, incluindo regulagdo do tonus vascular, inflamacao,
metabolismo lipidico, crescimento e remodelagem de vasos, além da participacdo na
trombogénese, ativagdo plaquetdria e regulagdo de monocitos (VANE et al, 1990; LIBBY,
2002). O endotélio ¢ o orgdo mais extenso do corpo com fungdes autdcrinas, paracrinas e
enddcrinas, com cerca de 700 m” e pesando cerca de 1,5 Kg (VOGEL, 1999). Estruturalmente é
uma monocamada de células alongadas, estrategicamente localizadas entre a parede dos vasos
sanguineos e a corrente sanguinea (LAROIA et al., 2003). E um 6rgio dindmico que responde a
estimulos mecanicos, como pressdo e shear stress e estimulos de substancias vasoativas. Em
resposta, o endotélio secreta uma variedade de substincias biologicamente ativas, como agentes
vasoconstritores e¢ vasodilatadores. Entre as principais substancias vasodilatadoras produzidas
pelo endotélio estdo o oxido nitrico (NO), a prostaciclina (PGI), o fator hiperpolarizante
dependente do endotélio (FHDE) e o peptideo natriurético tipo C. As vasoconstritoras incluem
endotelina-1 (ET-1), angiotensina II (Ang II), tromboxano A; e as espécies reativas de oxigénio
(EROS) (SCHIFFRIN, 2001; VERMA & ANDERSON, 2002).

O o6xido nitrico ¢ a principal substancia vasodilatadora produzida pelo endotélio. Foi
inicialmente descrito por Furchgott & Zawadzki (1980) como fator de relaxamento derivado do
endotélio. A molécula de NO ¢ um radical livre (pois apresenta um elétron desemparelhado na
Gltima camada) em estado gasoso, com uma meia-vida de alguns segundos. E livremente
difusivel e cruza com facilidade as membranas celulares. Esta natureza confere ao NO a
capacidade de reagir com outros radicais livres ou com o oxigénio molecular, que ¢ um di-radical
(KOJDA & HARRISON, 1999).

O NO ¢ sintetizado nas células endoteliais por uma familia de enzimas denominadas NO
sintase (NOS). Este processo envolve a oxidagdo de cinco elétrons a partir de um nitrogénio
guanido-terminal do aminodcido L-arginina (L-Arg), tendo a L-citrulina como co-produto da
reagdo (BREDT & SNYDER, 1994 ).

Trés isoformas de NO sintases foram identificadas em humanos e em outros organismos.
Duas destas isoformas sdo expressas constitutivamente: a neural (nNOS, também conhecida
como NOS-1, porque foi a primeira isoforma descoberta) e a endotelial (eNOS, NOS-3). Ambas
as enzimas s3o reguladas pelo calcio-calmodulina. A terceira isoforma ¢ a induzivel (iNOS;

NOS-2). Esta ultima ¢ regulada por estimulacdo de citocinas e produz grandes quantidades de



NO, excedendo em muito as quantidades produzidas pelas outras duas isoformas (WALFORD &
LOSCALZO, 2003).

Em 1953, Palade detectou a presenca de pequenas vesiculas ou invaginagdes na
membrana luminal da célula endotelial. Naquela época, acreditava que a fungdo daquelas
vesiculas seria a de realizar somente o transporte transcelular de substancias, solutos e moléculas.
Posteriormente, aquelas vesiculas foram denominadas cavéolas (YAMADA, 1955). Sabe-se que
elas contém uma variedade de moléculas envolvidas na transducdo de sinais, sendo a cavéola
responsavel por compartimentalizar, integrar e modular a sinalizacdo na célula. As cavéolas
podem assumir uma variedade de formas como vesicular e tubular. Sua composi¢iao inclui
glicoesfingolipidios, colesterol, esfingomielina e proteinas de membrana. O colesterol parece
exercer importante papel na formagdo estrutural da cavéola, j4 que a deplecdo intracelular de
colesterol ou seu seqiiestro da membrana causa desaparecimento da estrutura invaginada. A
proteina presente em maior abundancia nesta estrutura foi chamada de caveolina. Pelo menos
quatro isoformas de caveolina foram identificadas em mamiferos, caveolinas-1a e 1, que sao as
mais estudas, caveolina-2 e caveolina-3. A caveolina-1 esta ancorada na membrana e seus
dominios terminais NH, e COOH interagem diretamente com o dominio oxigenase da eNOS e
inibem sua atividade catalitica. O principal modulador da fungdo da NOS ¢ o complexo Ca”'-
calmodulina. O aumento da concentragdo de calcio favorece a formagdo deste complexo, que
pode romper a interagdo entre eNOS e caveolina, levando ao aumento da sua atividade
enzimatica (SHAUL & ANDERSON, 1998). Alguns compostos que induzem ativacdo da eNOS
por aumentar a concentracdo do Ca”" citosolico incluem acetilcolina, bradicinina, serotonina e
histamina (GOVES, 2004).

Além do NO, o endotélio vascular ¢ capaz de sintetizar outro importante vasdilatador e
inibidor da funcdo plaquetdria, a prostaciclina (PGI;), um eicosandide oriundo da ciclo-
oxigenagdo do acido araquidonico. A PGI, age através da ativacdo da enzima adenilil ciclase,
levando ao aumento da concentragao intracelular de AMPciclico MONCADA et al., 1976).

Ao conjunto de respostas vasodilatadoras e vasoconstritoras a estimulos fisicos como o
shear stress e farmacologicos como a acetilcolina, bradicinina, serotonina, substincia P,
nitroprussiato de sdédio, noradrenalina, adrenalina, fenilefrina, entre outros, chamamos de
reatividade vascular e ¢ uma importante ferramenta para o estudo da fun¢ao vascular dependente

ou nao do endotélio (LUZ et al., 2003 ).



Esta bem relatado na literatura que a hipercolesterolemia induz disfungdo endotelial em
artérias corondrias e periféricas de humanos e animais (COHEN et al., 1988; CASINO et al.,
1993; BEST et al.,, 1999). Esta disfuncdo ¢ caracterizada pela diminui¢do da resposta
vasodilatadora dependente do endotélio. A disfuncdo endotelial parece ser um dos primeiros
enventos fisiopatologicos do processo aterosclerotico e possui uma importante relacio com
algumas doengas como hipertensdo, insuficiéncia renal cronica, diabetes e elevado risco de
eventos cardiovasculares (CELERMAIJER et al., 1992; SUWAIDE et al., 2000).

A disfuncdo endotelial foi primeiramente descrita em vasos do antebraco de humanos
hipertensos (PANZA et al., 1990) e, posteriormente comprovada em outros leitos vasculares,
incluindo as pequenas artérias de resisténcia (SCHIFFRIN et al., 2000; PARK et al. 2001). Cerca
de 60 % dos pacientes num primeiro estdgio da hipertensdo possuem prejuizo da dilatacdo de
pequenas artérias (PARK et al., 2001). O mesmo foi encontrado em diabéticos tipo I e II
(RIZZONI et al., 2001; SCHOFIELD et al., 2002; BECKMAN et al., 2003) e em portadores da
sindrome metabodlica (ENGLER et al., 2003). Acredita-se que a disfun¢do endotelial pode estar
associada a obesidade (RAITAKARI et al., 2004), hiper-homocisteinemia (VIRDIS et al., 2001),
sendentarismo (GREEN et al., 2003) e tabagismo (OIDA et al., 2003).

Sabe-se que o exercicio regular tem agdo protetora contra doengas cardiovasculares.
Assim, varios pesquisadores estudam os efeitos do exercicio sobre a fungdo endotelial, prote¢ao
miocérdica e fatores de risco como pressdo arterial, lipidios séricos e obesidade (SESSO et al.,
2000; MYERS et al., 2002). Como o endotélio estd constantemente exposto a varios estressores
quimicos e mecanicos, as células endoteliais desenvolveram uma variedade de defesas. Quando
estas defesas ficam prejudicadas, surgem varios distirbios associados com doengas
cardiovasculares. A complexidade e importincia do endotélio nas doencas cardiovasculares
sugerem que multiplos processos estejam envolvidos nas adaptagdes endoteliais induzidas pelo
exercicio (MARSH & COOMBES, 2005) e nem todos estes processos estdo ainda totalmente
esclarecidos.

Os resultados obtidos em nosso laboratorio até o momento mostraram que a ingesta de
dieta hiperlipidica durante seis (WOLF-NUNES, 2004; MIOTTO, 2001) ou quatro semanas
(MOREIRA, 2005), iniciando-se na sexta semana de vida, induz um quadro de dislipidemia em

ratos, caracterizado por altas concentragdes de CT, LDL, VLDL e TAG. Considerando-se que



ratos ndo desenvolvem aterosclerose, este modelo proporciona a oportunidade para se estudar os
efeitos da dislipidemia isoladamente do processo de deterioragdo da parede vascular e a agdo de
tratamentos preventivos do quadro.

Portanto, frente ao exposto os objetivos deste trabalho foram analisar a reatividade
vascular de anéis de aorta, com ¢ sem endotélio, isolada de ratos normo ou hiperlipidémicos,
sedentarios ou submetidos a natagdo e avaliar o efeito das sessOes de natacdo sobre as

concentragdes plasmaticas de lipidios em ratos alimentados com dieta hiperlipidica.
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2-0OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:

e Analisar a reatividade vascular de anéis de aorta, com e sem endotélio, isolada de ratos
normo ou hiperlipidémicos, sedentarios ou submetidos a natagao;

e Avaliar o efeito das sessdes de natacdo sobre as concentragdes plasmaticas de lipidios em

ratos alimentados com dieta hiperlipidica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Utilizamos ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus, var. Albina, Rodentia,
Mammalia, S.P.F.), com idade de 5 semanas, os quais foram fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Estadual de Campinas, sendo mantidos no biotério do Departamento de Fisiologia e
Biofisica do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas, pelo menos por uma
semana antes do inicio do tratamento.

Os animais foram alojados, em gaiolas coletivas, 6 animais cada. A sala era dotada de
controle de temperatura, a qual era mantida constante (22 + 2 °C) e com ciclo claro-escuro de
12/12 horas, com o ciclo claro iniciando-se as 6:30 horas. Durante os experimentos, 0s ratos
foram tratados de acordo com as normas descritas por Olfert et al. (1993), para uso de animais
para pesquisa e ensino e os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em

Experimentacdo Animal do Instituto de Biologia (Protocolo numero: 846-1; UNICAMP).

3.2. Grupos experimentais

Os ratos foram alimentados com racdo padrao 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
acido cdlico (ratos hiperlipidémicos, H) (WOLF-NUNES et al., 2000; MIOTTO, 2001;
MOREIRA, 2005).

Cada grupo de ratos foi dividido em dois subgrupos, um deles foi submetido ao exercicio
fisico de natacdo e o outro permaneceu sedentario, formando um total de quatro grupos:
normolipidémicos sedentarios (NS), hiperlipidémicos sedentarios (HS), normolipidémicos
submetidos a natagdo (NT) e hiperlipidémicos submetidos a natagdo (HT). Estes tratamentos
(dieta e natagdo) foram mantidos por quatro semanas. A ragdo e a agua foram oferecidas

diariamente, ad libitum.
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3.3. Protocolo de atividade fisica (natacao)

Os ratos dos grupos exercitados foram submetidos a sessoes didrias de natacao, durante 50
minutos, em tanque de vidro (95 cm x 50 cm x 43,5 cm; comprimento x largura x profundidade)
com agua a temperatura de 34 + 2°C, 5 dias por semana, durante 4 semanas (MOREIRA, 2005).
A cada sessdo foram colocados 6 ratos juntos no mesmo tanque para evitar que os animais bdiem.
A profundidade utilizada garantiu que os animais ndo alcancasse a cauda no fundo do tanque,

impedindo a utiliza¢dao desta como suporte.

3.4. Coleta de sangue e analises plasmaticas

Quando os ratos completaram 10 semanas de vida, no final da 4° semana de tratamento,
foram colocados individualmente em gaiolas metabdlicas e mantidos em jejum por 16 horas.

No dia seguinte, os ratos foram anestesiados com tiopental sodico (60 mg/Kg; i.p.;
Thiopentax, Cristalia, Itapira, SP, Brasil). Ap6s 45 minutos, tempo necessario para o efeito do
anestésico, foi realizada a coleta de 5 mL de sangue, por puncdo cardiaca, com seringa
descartavel heparinizada e agulha hipodérmica (BD) 0,80 x 25 mm. Em seguida, o sangue foi
centrifugado (3000 rpm por 10 min) e o plasma obtido armazenado em geladeira e freezer a -
20°C até a dosagem de colesterol total, HDL e TAG. Os valores de LDL e VLDL foram obtidos
indiretamente a partir da formula de Friedewald (1972) e Alonso (2001).

3.4.1. Analise da concentracio plasmatica de colesterol

As concentragdes plasmaticas de colesterol total foram avaliadas pelo método enzimético-
colorimétrico utilizando kit para dosagem de colesterol (Laborlab, Guarulhos, SP, Brasil) em
plasma. O método se baseia em uma reagdo enzimatica utilizando-se as enzimas lipase, colesterol
oxidase e peroxidase. A leitura das amostras foi feita em espectrofotdometro (Ultrospec 2000,

Amersham Pharmacia Biotech, Cambridge, Inglaterra).

3.4.2. Analise da concentracao plasmatica de triacilglicerois

As concentragdes plasmaticas de triacilglicer6is foram avaliadas pelo método enzimatico
utilizando kit para dosagem de triacilglicerdis (Laborlab, Guarulhos, SP, Brasil). O método
possui o seguinte fundamento: a hidrdlise dos triacilglicerdis é catalisada por uma lipase que

induz a producdo de glicerol e acidos graxos livres. O glicerol gerado ¢é posteriormente
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fosforilado por adenosina 5-trifosfato em presenca de gliceroquinase, resultando em glicerol-3-
fosfato. Este por sua vez, sofre uma oxidacao catalisada pela enzima L-glicerol-3-fosfato oxidase
produzindo agua oxigenada. Um intenso cromogeno vermelho ¢ produzido pela peroxidase que
catalisa a copulacdo oxidativa da 4-aminoantipirina e 2-hidroxi-3,5-diclorobenzenosulfonato de
sodio com agua oxigenada. A leitura das amostras foi feita em espectrofotometro (Ultrospec

2000, Amersham Pharmacia Biotech, Cambridge, Inglaterra).

3.4.3. Andlise da concentracao plasmatica de lipoproteinas

As concentragdes plasmaticas de HDL foram avaliadas por espectrofotometria utilizando-
se um kit de dosagem (Laborlab, Guarulhos, SP, Brasil) de HDL colesterol precipitante. As
lipoproteinas de alta densidade (HDL) sdo separadas seletivamente, por precipitagdo, das de
baixa e muito baixa densidade (LDL e VLDL, respectivamente), usando-se o sulfato de dextrana
em presenca de fons Mg”".

Todas as leituras foram realizadas em espectrofotometro com comprimento de onda (A) =
505 nm.

Apos a obtengdo direta dos valores de HDL calculamos as concentragdes de LDL e VLDL

a partir da formula de FRIEDEWALD (1972), no qual:

VLDL colesterol (mg/dL) = triacilglicerdis (mg/dL)/ 5
LDL cholesterol (mg/dL) = cholesterol total — (HDL cholesterol + VLDL colesterol)

3.5. Preparacao dos anéis de aorta isolada

Para o estudo da reatividade vascular os anéis de aorta foram isolados e preparados de
acordo com Furchgott e Zawadzki (1980) e adaptado por Zanichelli e colaboradores (2004,
2007). Os ratos foram sacrificados por imediata sec¢do dos vasos e coluna cervical
(exanguinagdo). O toérax foi aberto por meio de uma incisao mediana, a por¢do toracica da aorta
foi removida e dividida em quatro anéis de aproximadamente 4 mm de comprimento cada. Dois
anéis tiveram o endotélio mecanicamente removido da superficie interna da aorta, com o auxilio
de uma haste com algoddo enquanto nos outros dois anéis restantes a camada endotelial
permaneceu integra. Cada anel foi montado em 2 ganchos de ago inox em foma de L, com a parte

menor atravessando a parte interna do anel. Estes ganchos foram colocados individualmente em
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uma cuba contendo 20 mL de solugdo fisiologica de Krebs-Henseleit da seguinte composi¢ao (em
mMol.L™"): NaCl, 115,0; KCI, 4,6; NaHCOs, 25,0; MgSO,.7H,0, 2,5; CaCl,.2H,0, 2.5;
KH,PO4, 1,2; glicose, 11,0 e 4acido ascorbico, 0,11 e constantemente borbulhada com O, (95%) e
CO; (5%). A temperatura do banho foi mantida em 36,5 = 0,1 °C, com o auxilio de uma bomba
de perfusio (Etica Equipamentos Cientificos S.A., Sdo Paulo, SP, Brasil). Apos a instalagio do
anel de aorta na cuba foi induzida mecanicamente uma tensao de 2 g, a qual foi mantida durante
todo o experimento.

Para registro das tensdes desenvolvidas utilizamos um transdutor isométrico de tensdo
Narco Bio-System (modelo F-60), conectado a um poligrafo de 4 canais Narco Bio-System
(modelo DMP-4, Houston, Tx, EUA). Os anéis permaneceram por um periodo de 50 minutos
para estabilizagdo, durante os quais a solu¢do de Krebs-Hanseleit foi substituida a cada 20
minutos. Em seguida, foram tragadas curvas concentracdo efeito a noradrenalina, acetilcolina e
nitroprussiato de soédio, na presenca ou auséncia de inibidores enzimaticos (L-NAME e

indometacina).

3.6. Obtencao de curva concentraciao-efeito

Curvas concentragdo-efeito (CCE) foram obtidas pelo método cumulativo, com
incrementos sucessivos de 0,5 unidade logaritmica na concentragdo molar de agonista (VAN
ROSSUM, 1963). A resposta maxima foi determinada quando trés concentragdes sucessivas
crescentes do agonista ndo promoveram respostas maiores que a obtida com a concentragao
imediatamente anterior.

A sensibilidade dos anéis da aorta foi avaliada pela determinagdo do valor pD, de cada
agonista. Este corresponde ao logaritmo negativo da concentragdo molar do agonista que
determina uma resposta igual a 50% da resposta méxima (ECsp), em cada experimento.

Em cada anel de aorta foi obtida uma CCE para a noradrenalina (10" =10 M). Ao final
desta, iniciou-se a administragdo de acetilcolina (10" — 10 M). Este anel de aorta foi lavado
com solucdo de Krebs-Henseleit e aguardado um tempo de aproximadamente 40 minutos para
uma nova estabilizacdo. Em seguida o anel foi pré-contraido com noradrenalina (10° M) e obtida
CCE para o nitroprussiato de sodio (10" — 10 M).

Foram também avaliados os efeitos do oxido nitrico e da prostaciclina nas respostas

vasculares aos compostos acima citados. Para tal, anéis de aorta foram incubados por um periodo
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de 30 minutos com L-NAME (300 uM), analogo da L-arginina, inibidor da NOS (GRASSI-
KASSISSE et al., 1995) e indometacina (5,6 uM), inibidor da cicloxigenase (GRASSI-
KASSISSE et al., 1994). Logo em seguida iniciamos as CCE aos agonistas, na presenca destes

farmacos.

3.7. Drogas e reagentes

Anestésico: Thiopentax (tiopental so6dico), marca Fontoveter — Divisdo Veterinaria da
Cristalia — Produtos Farmacéuticos Ltda.

Kits para andlise de triacilglicerdis, colesterol total e fragdo HDL colesterol, marca
Laborlab S/A Produtos para Laboratorio.

Agonistas: () arterenol (bitartarato de noradrenalina), acetilcolina (iodeto de acetilcolina)
e nitroprussiato de sddio, Sigma Chemical Company — Sigma-Aldrich Quimica do Brasil Ltda.

Inibidores enzimaticos: L-NAME (N,-Nitro-L-arginina metil ester hidrocloreto) e
Indometacina, Sigma Chemical Company — Sigma-Aldrich Quimica do Brasil Ltda.

Todos os sais utilizados para o preparo da solu¢do de Krebs Hanseliet foram de padrdo
ACS.

As solugdes estoque foram preparadas em solugdo de acido ascorbico a 2% e armazenadas
a -20°C, por no maximo sete dias. Na preparacdo da solu¢do de indometacina, foi utilizado
tampao de bicarbonato de sodio 5%.

As dilui¢des foram feitas em solucdo de Krebs-Hanseleit imediatamente antes do uso, e

descartadas em seguida.

3.8. Andlise Estatistica

Os dados foram apresentados como médias =+ erro padrao da média (EPM).

As comparagdes das concentragdes plasmaticas de triacilglicerois e de lipoproteinas entre
os diferentes grupos foram feitas por meio de Analise de Variancia (ANOVA) seguida pelo teste
de Tukey.

Analise de regressdo ndo-linear foi usada para determinar os valores pD, dos agonistas.
As curvas concentragdo-efeito foram realizadas através do software Graph-Pad Prism (GraphPad

Software, San Diego, CA), com valores para resposta na auséncia de agonista iguais a zero.
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Analise de Variancia seguida pelo teste de Tukey foi utilizada para comparar a resposta
maxima e os valores pD; entre os diferentes grupos.

O teste ¢ de Student foi utilizado para comparar os diferentes tratamentos dentro de um
mesmo grupo ou comparar dois grupos distintos.

Em todos os casos valores de P menores que 5% foram aceitos como indicativos de

diferencas estatisticamente significativas.
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4 - RESULTADOS

A tabela 1 apresenta as concentragdes plasmaticas de triacilglicerois, colesterol total e das
suas fragoes HDL, LDL e VLDL, de ratos sedentarios ou submetidos a natag¢do, alimentados com
racdo padrao ou com ragao hiperlipidica.

Os ratos sedentarios e tratados com dieta hiperlipidica (grupo HS) apresentaram aumento
significativo do colesterol total e das fragdes LDL e VLDL, determinados ao final da quarta
semana de tratamento, comparados aos ratos que receberam dieta padrao (grupo NS) (p<0,05,
ANOVA, seguida de teste de Tukey).

Nenhuma alteracdo na concentragao sérica da fragado HDL de colesterol foi observada nos
ratos ao final da quarta semana de tratamento (Tabela 1). Isto indica que o aumento na
concentragdo plasmatica de colesterol total, observado nos ratos que receberam dieta
hiperlipidica, foi decorrente do aumento significativo das fragdes LDL ¢ VLDL do colesterol.

As concentracdes plasmaticas de triacilglicerdis apresentaram um aumento significativo
nos animais sedentarios e tratados com dieta hiperlipidica (HS vs NS).

O nosso protocolo de natagdo ndo induziu qualquer alteragao no perfil lipidico dos ratos
normolipidémicos (NT vs NS). Entretanto este programa de atividade fisica impediu o aumento
das concentragdes séricas de triacilglicerdis, colesterol total e suas fracoes LDL e VLDL

induzido apenas pela dieta hiperlipidica.
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Tabela 01

Concentragdes séricas de colesterol total, HDL, LDL, VLDL e triacilgliceréis (mg / dL) de ratos
apos quatro semanas de tratamento: normolipidémicos sedentarios (NS), hiperlipidémicos
sedentarios (HS), normolipidémicos submetidos a natagdo (NT) e hiperlipidémicos submetidos a
natacdo (HT). O protocolo de natacdo constou de sessoes diarias de 50 min em tanque de vidro

com agua a 34 + 2°C durante 4 semanas, 5 dias por semana.

Grupos Colesterol HDL LDL VLDL TAG
Total

NS 37,51 +£32 12,66 = 0,9 19,99 £ 2.6 489+0,6 2452 £2.8
“4) @ 4) 4) 4)

HS 92,11 +13,8° 11,00 0,7 7435+139%  6,76+0,5° 34,08 £24°
¥ ®) (8) (8) (8)

NT 46,00 +4,9° 17,11 £2.4 22,35+3,5° 6,55+ 0,4 32,73+ 1,95
®) ) Q) 5 5

HT 57,16 +7,6° 14,03 £1,2 36,78 £ 6,4 ° 6,35+ 0,6 31,77 +£2.,8

(6) Q)] (6) (6) (6)

As coletas de sangue para analise das concentragdes séricas foram realizadas apos jejum de 16
horas. Os dados estdo apresentados como médias + EPM. O niimero de animais utilizados esta
representado entre parénteses. Estatisticamente diferente (p<0,05) em: * comparado ao grupo NS;

® comparado ao grupo HS (ANOVA, seguida de teste de Tukey).
Reatividade Vascular

Analisamos o efeito da dieta hiperlipidica e das sessdes de natagdo sobre a reatividade
vascular a noradrenalina de anéis de aorta isolada de ratos. Curvas concentracdo-efeito (CCE)
foram obtidas para a noradrenalina em anéis cujo endotélio permaneceu integro (Figura 1A) e
anéis que tiveram as células endoteliais mecanicamente removidas (Figura 1B). As respostas
vasoconstritoras a noradrenalina s3o apresentadas como o aumento da tensdo em gramas-forga.

A remog¢ao do endotélio promoveu deslocamento das curvas concentragdo-efeito a
noradrenalina para a esquerda em todos os grupos, além de aumentar significativamente a
resposta maxima (p<0,05, teste t de Student), indicando a importante participagdo do endotélio na

modula¢ao do tonus vascular (Figura 1B e Tabela 2).
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Anéis de aorta isolada de ratos normolipidémicos submetidos as sessdes de natagao (NT)
apresentaram significativa reduc¢ao na resposta maxima a noradrenalina, comparados aos anéis de
aorta do grupo normolipidémico sedentario (NS) (p<0,05, ANOVA, seguida de teste de Tukey)
(Tabela 2). Além disso, no grupo NT, a curva concentragdo-efeito a noradrenalina foi bifésica
(p<0,05, teste r de Student), caracterizada por uma fase de contracdo até atingir a resposta
maxima seguida por uma fase de relaxamento. Ambos os efeitos foram abolidos pela remocao do
endotélio (Figura 1).

A dieta hiperlipidica ndo promoveu qualquer alteracdo nas curvas concentragdo-efeito a
noradrenalina em anéis de aorta de ratos sedentarios (Figura 1 e Tabela 2). Porém, em aorta de
ratos submetidos a natacdo e alimentados com a dieta hiperlipidica (grupo HT) o efeito da
atividade fisica sobre a resposta maxima da noradrenalina ndo foi observado e foi similar aquele

observado nos grupos NS e HS (Figura 1 e Tabela 2).
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Figura 1 - Curvas concentragdo efeito a noradrenalina em anéis de aorta com (A) e sem (B)
endotélio, isolada de ratos apds quatro semanas de tratamento: normolipidémicos sedentarios
(NS), hiperlipidémicos sedentarios (HS), normolipidémicos submetidos a natagdo (NT) e
hiperlipidémicos submetidos a natacdo (HT). O protocolo de natagdo constou de sessdes diarias
de natagdo de 50 min em tanque de vidro com agua a 34 + 2°C durante 4 semanas, 5 dias por

semana. * comparado aos grupos NS, HS e HT (p<0,05, ANOVA seguida de teste de Tukey).
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Para estudar um possivel envolvimento dos prostanoides nos efeitos da noradrenalina, os
anéis com e sem endotélio de aorta dos grupos controle (Figura 2A) e submetidos as sessoes de
natacdo (Figura 2B), foram tratados in vitro com indometacina (5,6 uM), a qual inibe a produgao
de prostandides endogenos. Em seguida, foram obtidas curvas concentracdo-efeito a
noradrenalina.

O pré-tratamento dos anéis de aorta com indometacina ndo promoveu qualquer alteragado
nas curvas concentracdo-efeito a noradrenalina nos anéis com e sem endotélio, quando

comparados aos anéis sem o tratamento, seja no grupo sedentdrio ou no grupo treinado (Figura

2).
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Figura 2 — Curvas concentracao efeito a noradrenalina em anéis de aorta com (NSc e NTc¢) e sem
(NSs e NSs) endotélio, tratados ou ndo com indometacina (5,6 uM), isolada de ratos sedentarios
(NS, painel A) ou submetidos a natacdo (NT, painel B). O protocolo de natacdo constou de
sessdes didrias de natagdo de 50 min em tanque de vidro com agua a 34 + 2 °C durante 4

semanas, 5 dias por semana. * comparado aos anéis com endotélio (p<0,05, teste t de Student).
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Para o estudo de uma possivel influéncia do oOxido nitrico (NO) nas respostas a
noradrenalina, anéis de aorta de ratos dos grupos NS e NT, com endotélio e sem endotélio
(Figura 3), foram tratados in vitro com L-NAME (300 uM), inibidor da NO sintase, antes da
obtencao de curvas concentragdo-efeito a noradrenalina.

O pré-tratamento com L-NAME promoveu aumento significativo na resposta maxima a
noradrenalina e deslocou as curvas concentracdo-efeito de ambos os grupos, NS e NT, para a
esquerda (Figura 3), quando comparado aos anéis com endotélio sem o pré-tratamento (p<0,05,
teste ¢ de Student). A reatividade do tecido a noradrenalina ap6s tratamento com L-NAME foi
semelhante a resposta obtida nos anéis cujo endotélio havia sido removido, isto demonstra a
importante participacdo do NO derivado do endotélio na modulacao da resposta vasoconstritora a
noradrenalina. Além disso, o pré-tratamento com L-NAME aboliu a redugdo da resposta maxima
a noradrenalina e o relaxamento do tecido apés atingir a resposta maxima, que era observado nos

anéis do grupo de ratos submetidos a natacdo, sugerindo fortemente a participacdo do NO nestes

efeitos (Figura 3 e Tabela 2).



24

A
47 e NSc + L-NAME %—’i
o NSs + L-NAME AT
AS'
5 A NSc ,g}
A
@ 24
2]
c
(4
F 4
0-
11 10 © 8 7 6 5 4
- Log [noradrenalina] M
B
1 e NTc + L-NAME .
5] © NTs+ L-NAME ) %_%
14 NTc ;grg‘
A NTs /g

Tensao (gf)
v

1 10 9 8 7 6 5 4
- Log [noradrenalina] M

Figura 3 — Curvas concentragdo-efeito a noradrenalina em anéis de aorta, com (NSc e NTc) e
sem (NSs e NTs) endotélio, tratados ou ndo com L-NAME (300 uM), isolada de ratos sedentarios
(NS, painel A) ou submetidos a natacdo (NT, painel B). O protocolo de natacdo constou de
sessdes didrias de natagdo de 50 min em tanque de vidro com agua a 34 + 2 °C durante 4
semanas, 5 dias por semana. * comparado aos anéis com endotélio e sem o pré-tratamento

(p<0,05, teste ¢ de Student).
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TABELA 02

Valores pD,, resposta maxima (Rmax) e resposta a concentragdo 10 uM das CCE a NA em anéis com e sem endotélio, tratados ou ndo com indometacina (5,6 uM) ou L-
NAME (300 uM), de aorta de ratos apds quatro semanas de tratamento: normolipidémicos sedentarios (NS), hiperlipidémicos sedentarios (HS), normolipidémicos
submetidos a natagdo (NT) e hiperlipidémicos submetidos a natacdo (HT). O protocolo de natagdo constou de sessdes didrias de natacdo de 50 min em tanque de vidro
com agua a 34 + 2°C durante 4 semanas, 5 dias por semana.

Os dados sdo apresentados como médias + EPM e o numero de experimentos realizados esta entre paréntese.

NORADRENALINA NORADRENALINA + NORADRENALINA +
INDOMETACINA L-NAME
pD; Rmax 10 uM pD: Rmax 10 uM pD: Rmax 10 uM
Com endotélio
NS 7,19+0,1 2,13£0,2 2,10+£0,2 7,11+0,1 1,85+0,1 1,69+0,2 7,35+0,1  3,80+0,3" 3,80+0,3"
() () () () (®) () (7 (7 (7
NT 7,31£0,1 1,46£0,1*°¢  120£0,2*>%  7,13+0,2 1,23+0,2°  0,93£0,2®  7,57+0,1 3,58+0,2"  3,58+02"
(10) (10) (®) (6) (6) (6) (6) (6) (6)
HS 7,09+0,1 2,02+0,1 1,93+0,1 - - - - - -
) ©)) &)
HT 7,37+0,1 2,08+0,2 1,89+0,3 - - - - - -
(®) (®) (®)
Sem endotélio
NS 7,69+0,1" 3,60+0,2" 3,60+0,2" 7,48+0,1°  3,26+0,1"  3,26+0,1"  7,70+0,1 3,72+#02  3,720,2
an an an “@ “@ @ O 5) (5)
NT 7,86+0,1 3,14+0,1 3,14+0,1 7,52+0,1 3,59+0,3 3,59+0,3 7,70£0,2  3,20+0,3 3,20+0,3
an an an 5) (5) ®) 6) 6 ()
HS 7,89+0,1 3,52+0,1 3,52+0,1 - - - - - -
© o o
HT 7,82+0,1 3,17+0,2 3,17+0,2 - - - - - -
) &) &)
?p<0,05 vs NS (ANOVA, seguida de teste de Tukey) * comparado aos anéis com endotélio (Teste 7 de Student)
® p<0,05 vs HS (ANOVA, seguida de teste de Tukey) * comparado aos anéis sem o pré-tratamento (Teste 7 de Student)

“p<0,05 vs HT (ANOVA, seguida de teste de Tukey) ¥ comparado a resposta méaxima (Teste ¢ de Student)
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Nos anéis pré-contraidos pela noradrenalina, foram obtidas curvas concentracdo-efeito de
relaxamento a acetilcolina. Os anéis cujo endotélio foi mecanicamente removido ou que foram
tratados com L-NAME, ndo apresentaram qualquer relaxamento a acetilcolina, confirmando a
participa¢do do NO no efeito deste agonista (dados ndo mostrados). As respostas vasodilatadoras
expressas como porcentagem de diminuicdo da tensdo na parede do anel (relaxamento), em
relagdo a contragdo prévia com noradrenalina, sdo apresentadas na Figura 4A e na Tabela 3.

Em anéis de aorta de ratos normolipidémicos sedentarios (NS), pré-contraidos com
noradrenalina na concentragdo 10 uM, a acetilcolina promoveu relaxamento de 61,87 + 6,13 %
(Tabela 3 e Figura 4A).

A dieta hiperlipidica nao promoveu qualquer alteracdo significativa na curva
concentragdo-efeito a acetilcolina em anéis com endotélio intacto, de aorta de ratos sedentarios
(NS vs HS) e causou relaxamento maximo de 53,22 + 2,8 %.

As curvas concentragdo-efeito obtidas em anéis de aorta isolada de ratos submetidos as
sessOes de natagdao e dieta normolipidica (grupo NT) apresentaram significativo aumento na
resposta maxima a acetilcolina quando comparadas aos demais grupos, atingindo relaxamento
igual a 90,35 + 3,15 % (p<0,05, ANOVA, seguida de teste de Tukey). Porém, em aorta de ratos
submetidos a natagdo e alimentados com a dieta hiperlipidica (grupo HT) este efeito da atividade
fisica sobre a resposta maxima da acetilcolina ndo foi observado. Os anéis de aorta dos ratos HT
apresentaram relaxamento maximo de 69,70 + 4,63 %, que foi similar aquele observado nos
grupos NS e HS (Tabela 3 e Figura 4A).

Foram obtidas curvas concentra¢do-efeito a acetilcolina em anéis tratados com
indometacina (5,6 uM), para investigar uma possivel participagdo de prostandides enddogenos no
vasorelaxamento em resposta a acetilcolina. As curvas foram obtidas ap6s contragdo prévia pela
noradrenalina (10 pM).

O tratamento com indometacina aumentou a resposta maxima a acetilcolina nos anéis de
aorta de ratos normolipidémicos sedentarios (NS), quando comparada aos anéis de aorta que nao
sofreram tratamento com indometacina (p<0,05, teste ¢ de Student) (Figura 4 e Tabela 3). Nos
demais grupos, o tratamento com indometacina nao promoveu nenhuma alteragao nas curvas
concentragdo-efeito a acetilcolina, quando comparados aos anéis de aorta que ndo sofreram o
tratamento. Os anéis de aorta de ratos submetidos as sessdes de natacdo apresentaram resposta

maxima aumentada a acetilcolina quando comparada aos grupos HS e HT (p<0,05, ANOVA,
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seguida de teste de Tukey). Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi encontrada entre

os grupos NS e NT.
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Figura 4 — Curvas concentragdo-efeito a acetilcolina em anéis de aorta com endotélio, tratados

(B) ou ndo (A) com indometacina (5,6 pM), isolada de ratos apds quatro semanas de tratamento:

normolipidémicos sedentarios

submetidos a natacdo (NT) e

(NS), hiperlipidémicos sedentarios (HS), normolipidémicos

hiperlipidémicos submetidos a natacdo (HT). O protocolo de

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

durante 4 semanas, 5 dias por semana. * comparado aos grupos NS, HS e HT, ** comparado aos

grupos HS e HT (p<0,05, ANOVA seguida de teste de Tukey), e * comparado aos anéis sem o pré-tratamento

(p<0,05, teste r de Student).
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Tabela 3

Valores pD; e resposta maxima (Rmax) a acetilcolina em anéis de aorta com endotélio, tratados
ou ndo com indometacina (5,6 uM), isolada de ratos apds quatro semanas de tratamento:
normolipidémicos sedentarios (NS), hiperlipidémicos sedentarios (HS), normolipidémicos
submetidos a natagdo (NT) e hiperlipidémicos submetidos a natacdo (HT). O protocolo de
natacdo constou de sessdes didrias de nata¢do de 50 min em tanque de vidro com agua a 34 + 2°C

durante 4 semanas, 5 dias por semana.

pD> Rmax (%) N
ACETILCOLINA
NS 6,91 + 0,06 61,87 + 6,13 7
HS 6,78 + 0,06 53,22 +2,80 8
NT 7,11 +0,08° 90,35 + 3,15 *"° 10
HT 6,94 + 0,11 69,70 + 4,63 7
ACETILCOLINA +
INDOMETACINA
NS 7,06 + 0,04 79,09 + 5,6 " 7
HS 6,76 + 0,07 54,14+ 7,6 4
NT 7,22+0,12° 90,68 + 3,1 °° 6
HT 6,91 +0,12 52,49 + 14,8 3

Os dados sdo apresentados como médias + EPM, sendo N o numero de animais utilizados.
Resposta Maxima (Rmax) esta apresentada como porcentagem de diminui¢cdo na tensdo
desenvolvida pelo vaso em resposta & 10 uM de noradrenalina. Estatisticamente diferente
(p<0,05) em: “comparado aos anéis sem o pré-tratamento (teste ¢ de Student) * comparado ao
grupo NS, b comparado ao grupo HS e © comparado ao grupo HT. (ANOVA, seguida de teste de
Tukey).

Curvas concentragdo-efeito ao nitroprussiato de sdédio em anéis de aorta previamente
contraidos pela noradrenalina (1 uM) sdo apresentadas na Figura 5. A remog¢ao do endotélio ndo
promoveu qualquer altera¢do na curva concentragdo-efeito ao nitroprussiato de sédio (Figura 5B

e Tabela 4). Nenhuma diferenga estatisticamente significativa foi encontrada nas curvas
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concentragdo-efeito ao nitroprussiato nos anéis de aorta isolada, com e sem endotélio, de ratos
submetidos aos diferentes tratamentos (Figura 5 e Tabela 4). As respostas vasodilatadoras
expressas como porcentagem de diminuicdo da tensdo na parede do anel (relaxamento), em

relacdo a contragdo prévia com noradrenalina, sdo apresentadas na Figura 5 e na Tabela 4.
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Figura 5 — Curvas concentracdo efeito ao nitroprussiato de s6dio (SNP) em anéis de aorta com
(A) e sem (B) endotélio, isolada de ratos apds quatro semanas de tratamento: normolipidémicos
sedentarios (NS), hiperlipidémicos sedentarios (HS), normolipidémicos submetidos a natacao
(NT) e hiperlipidémicos submetidos a natagao (HT). O protocolo de natagdo constou de sessdes
diarias de natagdo de 50 min em tanque de vidro com 4gua a 34 + 2 °C durante 4 semanas, 5 dias

por semana. As diferengas estatisticas e os numeros de experimentos estdo apresentados na
Tabela 4.
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Tabela 4

Valores pD; e resposta maxima (Rmax) ao nitroprussiato de sddio em anéis de aorta com e sem
endotélio isolada de ratos apds quatro semanas de tratamento: normolipidémicos sedentarios
(NS), hiperlipidémicos sedentarios (HS), normolipidémicos submetidos a natacdo (NT) e
hiperlipidémicos submetidos a natacdo (HT). O protocolo de natagdo constou de sessdes diarias
de natagdo de 50 min em tanque de vidro com 4gua a 34 + 2°C durante 4 semanas, 5 dias por

s€émana.

pD: Rmax (%) N
Com endotélio
NS 7,83 +0,11 100 5
HS 7,98 + 0,16 100 6
NT 7,85+ 0,22 97,41 +£1,83 5
HT 7,82+ 0,13 100 4
Sem endotélio
NS 7,93+ 0,10 100 5
HS 8,08+0,21 100 4
NT 8,12+0,18 100 6
HT 7,58 £0,18 100 4

Os dados sdo apresentados como médias £+ EPM, sendo N o numero de animais utilizados.
Resposta Maxima (Rmax) esta apresentada como porcentagem de diminui¢do na tensdo
desenvolvida pelo vaso em resposta a 1 uM de noradrenalina. Nao foi encontrada qualquer

alteragdo estatisticamente significativa (ANOVA, seguida de teste de Tukey).
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5-DISCUSSAO

Neste trabalho demonstramos que ratos que ingeriram dieta hiperlipidica durante quatro
semanas apresentaram dislipidemia, que se caracteriza por aumento significativo nas
concentragdes séricas de colesterol total, LDL, VLDL e triacilglicer6is quando comparados aos
ratos que ingeriram uma dieta padrdo. Nenhuma alteracdo na fragcdo HDL de colesterol foi
observada com este periodo de tratamento. Estes resultados confirmam aqueles obtidos
previamente (WOLF-NUNES et al., 2004; MIOTTO, 2001) que indicavam que a administra¢ao
de dieta rica em gordura e colesterol durante seis semanas ou quatro semanas (MOREIRA, 2005)
induz um quadro de hiperlipidemia e demonstram que este quadro se instala ainda mais
precocemente. Nossos resultados também estdo de acordo com aqueles obtidos por Ghatta &
Ramarao (2004) que demonstraram elevagoes significativas nas concentracdes 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. NOs ndo determinamos o peso corporal dos animais; porém, resultados prévios de nosso
laboratério demonstraram que a ingestdo desta dieta hiperlipidica durante 6 ou 4 semanas nao
levou a qualquer alteragdo no peso corporal, quando comparado aos animais normolipidémicos.
Os ratos que ingeriram dieta hiperlipidica apresentaram diminui¢do da ingesta alimentar. Porém,
o consumo caldrico ndo diferiu significativamente, ja que a dieta hiperlipidica ¢ hipercalorica, o
que pode ter contribuido para a semelhanca no peso corporal dos ratos normo ou
hiperlipidémicos. (WOLF-NUNES, 2004; MIOTTO, 2001).

Estes resultados estdo de acordo com trabalhos cldssicos da literatura que demonstraram
diminuicdo na ingesta alimentar quando lipidios sdo administrados intraduodenalmente (NOVIN
et al., 1979; REIDELBERGER, 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 sensagdo de saciedade e que este efeito acontece ainda no periodo pré-absortivo
(GREENBERG et al., 1990). A colecistocinina por exemplo, ¢ um importante hormoénio liberado
em resposta a presenga de gordura no duodeno, possuindo um efeito direto sobre os centros da

fome a fim de reduzir a ingestao subseqiiente (WOODS, 2004).
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Ghatta & Ramarao (2004) também relataram que apds o periodo de administracdo da
dieta em ratos, os mesmos apresentam um quadro de resisténcia a insulina, acompanhando o
aumento de peso e a dislipidemia. Embora neste trabalho ndo tenhamos analisado os niveis
glicémicos desses animais, Moreira (2005) observou um aumento significativo na concentracao
sérica de glicose nos ratos que ingeriram dieta hiperlipidica, durante quatro semanas. Estudos
prévios demonstraram que esta elevagao ¢ devido a resisténcia a insulina causada pelo aumento
da concentracdo de acidos graxos livres que uma vez captado e metabolizado pelas ilhotas
pancredticas leva a uma ativagdo da enzima piruvato desidrogenase quinase (PDH). A ativacdo
desta enzima por sua vez, inibe o complexo PDH, inibindo assim a oxidacao da glicose e
conseqiientemente a secrecdo de insulina dependente de glicose. Estes autores também
demonstraram a reversdo deste efeito utilizando bloqueadores da oxida¢do de 4cidos graxos
comprovando assim a relagdo entre acidos graxos e resisténcia a insulina (BERNE, 1975; SAKO
& GRILL, 1990; RANDLE 1998; QVIGSTAD, 2003).

Atarashi e colaboradores (2004) demonstraram que ratos tratados com dieta
hipercolesterolémica, por 8 semanas, apresentaram aumento da pressdo sistolica. Em nosso
trabalho ndo analisamos a pressao arterial dos ratos submetidos aos diferentes tratamentos, porém
estudos prévios em nosso laboratério demonstraram que a administracdo de dieta hiperlipidica,
durante 6 semanas, promoveu aumento significativo da pressao arterial média, pressao diastélica
e pressao sistolica em ratos sedentarios (MIOTTO, 2006).

A prética da atividade fisica regular ¢ adotada e recomendada, pela maioria dos médicos,
como uma estratégia terapéutica importante para normalizacdo das dislipidemias e para reducgdo
de doengas cardiovasculares. Estudos em humanos ja vém sendo feitos ha muitos anos. Existem
muitas varidveis quanto a intensidade e freqiiéncia das atividades fisicas propostas e a relagao das
mesmas com a melhora do perfil lipidico. Além disto, questiona-se se o indice de melhora no
perfil lipidico estaria mais relacionado a perda de peso que o exercicio proporciona do que com
alteragdes enzimaticas relacionadas ao aumento na degradacao dos triacilglicerois, colesterol total
e suas fracoes (HUTTUNEN, 1979; GRANDJEAN et al., 2000; NIEMAN, 2002).

Em nossos estudos, o protocolo de treinamento ndo alterou o perfil lipidico de ratos
normolipidémicos. Deshaies e colaboradores (1983) também demonstraram n3o haver alteragdes

no perfil lipidico de ratas Wistar normolipidémicas apos exercicio fisico.
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Existe um consenso de que o exercicio fisico em diferentes intensidades eleva a fracao
HDL de colesterol, sendo esta, uma pratica extremamente saudavel (KING et al., 1995;
FERGUSON, 1998). Embora em nosso trabalho ndo observamos aumento estatisticamente
significativo da fragdo HDL do colesterol no grupo NT, podemos notar uma tendéncia ao
aumento desta fragdo nestes animais, porém novos ensaios devem ser realizados para confirmar
tal hipotese.

Em relacdo aos ratos que receberam a dieta hiperlipidica associada ao treinamento fisico,
observamos que o protocolo de exercicio proposto evitou o aumento significativo nas
concentragdes séricas de triacilglicerdis, de colesterol total e das fragdes LDL e VLDL de
colesterol.

Nossos resultados estdo de acordo com Burneiko e colaboradores (2006) que observaram
que sessoes de natagdo, durante oito semanas, impedem o aumento das concentragdes plasmaticas
de CT, VLDL-C e TAG em ratos tratados com dieta hipercaldrica.

A diminui¢ao da concentragdo plasmatica de triacilglicerdis e da lipoproteina VLDL de
colesterol, observada nos ratos alimentados com dieta hiperlipidica e submetidos as sessdes de
natacdo provavelmente estd relacionada ao aumento da captacdo de glicose estimulada pela
insulina observada em musculos esqueléticos perfundidos de ratos treinados (BERGER et al.,
1979; ZAVARONI, 1981). O aumento da eficiéncia da captagdo de glicose causada pelo
exercicio, leva a redugcdo nas concentracdes plasmaticas de insulina. Como o aumento na
concentragdo sérica de insulina estd associado a maior secrecdo hepatica de VLDL-TG, uma
diminui¢do na concentracdo de insulina resulta na diminuicdo da secrecdo de VLDL-TG
(BERGER et al., 1979; ZAVARONI et al., 1981).

Resultados semelhantes foram relatados por Deshaies e colaboradores. (1983), nos quais
ratos alimentados com dieta enriquecida com sacarose apresentaram aumento significativo do
colesterol total e das fragdes LDL e VLDL, além dos triacilglicerdis, e este quadro foi abolido,
quando a dieta foi associada ao exercicio fisico.

A funcdo endotelial tem sido estudada primeiramente em termos de vasomotricidade
dependente do endotélio, amplamente embasada na hipotese de que prejuizo vasomotor
dependente do endotélio reflete alteragdes de diversas fungdes endoteliais. De acordo com esta
hipétese, o oxido nitrico (NO) derivado do endotélio, sintetizado pela NO sintase endotelial

(eNOS) a partir do precursor L-arginina, ndo ¢ apenas o principal mediador da vasodilatagao
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dependente do endotélio, mas também esta criticamente envolvido na regulaciao de outros fatores
protetores que garantem um endotélio saudavel (LANDMESSER et al., 2004).

Analisamos o efeito da dieta hiperlipidica e das sessdes de natagdo sobre a reatividade a
noradrenalina em anéis de aorta isolada de ratos. Admite-se que a noradrenalina induz
vasoconstri¢ao por ativar adrenoceptores oy no musculo liso vascular que, através da ativagao de
proteina G, aciona pelo menos duas diferentes vias de transdu¢do do sinal: quebra do
fosfoinositol tri-fosfato induzida pela fosfolipase C com subseqiiente liberacdo de calcio de
estoques intracelulares e ativagdo de canais de calcio na membrana plasmadtica levando ao influxo
de calcio (NISHIZUKA, 1984).

Os resultados aqui apresentados mostraram que em todos os grupos experimentais, a
remog¢ao do endotélio promoveu deslocamento das curvas concentragdao efeito a noradrenalina
para a esquerda, além de aumentar significativamente a resposta méaxima, evidenciando o
importante papel do endotélio na modulagdo do tonus vascular, j& amplamente demonstrado na
literatura (FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980; GRYGLEWSKI et al., 1986; PALMER et al.,
1987; IGNARRO et al., 1987; NIGRO et al., 1990).

Miller e Vanhoutte (1985) observaram que a diminui¢do promovida pela presenga de
endotélio na resposta contratil a agonistas adrenérgicos, ocorre devido a liberacao de FRDE apo6s
ativacao de adrenoceptores presentes nas células endoteliais. Alguns autores ainda sugerem que
o NO regula as agdes vasomotoras de agonistas a; — adrenérgicos, promovendo antagonismo
fisiologico (BULLOCK et al., 1986, VINET et al., 1991).

A curva concentracdo-efeito a noradrenalina apresentou-se bifdsica nos animais
submetidos as sessdes de natacdo (NT), caracterizada por contragdo até atingir a resposta
maxima, seguida por relaxamento a medida que a concentra¢do de noradrenalina foi aumentada
acima de 1 uM. Esse periodo de relaxamento foi totalmente abolido pela remog¢ao do endotélio.

Est4d bem descrito na literatura que o endotélio participa da regulagdo do tonus vascular
liberando fatores contrateis e relaxantes em resposta a estimulos (RUBANYI & VANHOUTTE,
1985; HICKEY et al., 1985; LUSCHER & VANHOUTTE, 1986; YANAGISAWA et al., 1988;
CORDELLINI et al., 1990) e o desequilibrio na producao destes fatores pode levar a alteragdes
na resposta vascular (NIGRO et al., 1990). Juntamente com outros resultados discutidos na
seqiiéncia, podemos sugerir que essa fase de relaxamento da curva bifésica seja resultado de uma

maior produgdo de fatores de relaxamento derivado do endotélio. Brawley e colaboradores
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(2000) descreveram ainda a participagao de adrenoceptores beta no relaxamento de anéis de aorta
toracica de ratos sedentarios. Nos nao estudamos a participacdo destes receptores em nosso
trabalho, porém novos ensaios devem ser feitos para verificar uma possivel participacdo dos
receptores beta adrenérgicos nos efeitos promovidos pela exercicio fisico.

Nossos resultados mostraram que a dieta hiperlipidica ndo promoveu qualquer alteracao
na resposta maxima e valor pD; da noradrenalina, em anéis de aorta cujo endotélio permaneceu
intacto ou foi mecanicamente removido, comparados aqueles anéis de aorta isolada de ratos
sedentarios (NS vs HS). Ghatt e colaboradores (2004) demonstraram que a resposta contratil da
aorta toracica de ratos Sprague-Dawley alimentados com dieta hiperlipidica estd aumentada a 5-
HT, a Ang II e a fenilefrina. Nossos resultados nao foram semelhantes aos resultados observados
por Ghatt e colaboradores (2004), porém nods utilizamos ratos Wistar como modelo e Ghatt e
colaboradores (2004) utilizaram ratos Sprague-Dawley, ¢ possivel que a diferenca de cepas,
resulte em respostas diferentes.

Aorta de ratos submetidos as sessdes de natagdo e tratados com dieta normolipidica (NT)
apresentou diminuicdo na resposta maxima a noradrenalina e queda nas tensdes desenvolvidas
em resposta a concentragdes supramdximas de noradrenalina. Estes efeitos foram impedidos pela
remocao do endotélio. A vasoconstri¢cdo induzida pela noradrenalina ou pela fenilefrina resulta da
estimulagdo de adrenoceptores «;, € ¢ modulada por substincias vasoconstritoras e
vasodilatadoras produzidas localmente, tais como NO derivado do endotélio, prostandides e
fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio (VINET et al., 1991; SRIVASTAVA et al.,
1998; ASBUN-BOJALIL et al., 2002; Ricksen et al., 2003). Esta modulacdo local da
vasoconstricao induzida por agonistas simpaticos pode ser influenciada pelo exercicio fisico que,
em geral promove reducdo da resposta vascular a noradrenalina em diversas artérias, depois de
treinamento fisico (DELP et al., 1993; CHEN et al., 1994; PARKER et al., 1994; SPIER et al.,
1999; IZAWA et al., 1996).

Do ponto de vista fisiologico, estas alteragcdes podem resultar em mudangas importantes
na distribuicdo do fluxo sangiiineo que ocorrem durante exercicio fisico (LAUGHLIN &
ARMSTRONG, 1982; LAUGHLIN & ARMSTRONG, 1983), as quais envolvem acdes
vasculares de agonistas a;-adrenérgicos, que sao moduladas por mediadores produzidos

localmente (CHIES et al., 2004).
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Weigman e colaboradores (1981) observaram diminuicao da sensibilidade a noradrenalina
na microcirculagao de ratos submetidos a natacdo. Delp e colaboradores (1993) demonstraram
que a resposta diminuida a noradrenalina em aorta abdominal de ratos treinados por dez semanas
¢ devida a um mecanismo dependente do endotélio e envolve receptores ap-adrenérgicos
presentes nas células endoteliais, os quais causam liberagdo de NO derivado do endotélio
(VANHOUTTE & MILLER, 1989).

Nossos resultados mostraram também que a dieta hiperlipidica impediu a diminui¢do da
resposta maxima a noradrenalina nos ratos submetidos a natagdo (HS vs HT), embora ndo tenha
efeito em aorta de ratos sedentarios.

De Las Heras e colaboradores (2003) identificaram que a hiperlipidemia pode conduzir a
vasoconstricdo por elevar as concentragdes sangiiineas de endotelina e de tromboxano A,, que
sdo potentes fatores vasoconstritores e que podem se opor aos efeitos do NO. Existe uma forte
correlacdo entre a concentragdo plasmatica de triacilglicerois e de endotelina em pacientes com
diabetes tipo 2 e dislipidemia, e pacientes com hipercolesterolemia apresentam elevada taxa de
excrecdao de TXA,. Portanto, embora os fatores vasoconstritores nao tenham causado alteracoes
em animais sedentarios, eles poderiam se opor aos efeitos dos fatores de relaxamento derivado do
endotélio que estariam aumentados pelo treinamento. Embora os animais do grupo HT nao
tenham desenvolvido o quadro dislipidémico, nao identificamos até o momento de que maneira a
dieta hiperlipidica poderia impedir os efeitos vasculares observados nos animais do grupo NT, ou
seja, diminui¢do da resposta maxima a noradrenalina e relaxamento vascular em concentragdes
supramaximas deste agonista.

Ainda permanece a questdo se sessOes repetidas de natacdo reduzem a atividade
vasomotora induzida pela noradrenalina exclusivamente pelo aumento do NO ou também
envolve a reducdo ou o aumento de prostandides vasoconstritores ou vasodilatadores,
respectivamente.

Assim, os anéis de aorta isolada de ratos sedentarios e de ratos submetidos as sessoes de
natacdo foram tratados in vitro com indometacina (5,6 puM), para inibir a produgdo de
prostandides endogenos ou com L-NAME (300 uM), para inibir a producao endogena de NO.
Em seguida, foram obtidas curvas concentragdo-efeito a noradrenalina.

O endotélio vascular ¢ capaz de sintetizar além do NO, um importante vasodilatador e

inibidor da fun¢do plaquetaria, a prostaciclina (PGI;), um eicosandide oriundo da ciclo-
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oxigenacao do acido araquidonico (MONCADA et al., 1976). O endotélio também libera um
fator hiperpolarizante capaz de causar vasorrelaxamento por induzir hiperpolarizacdo de
membranas celulares de musculo liso vascular (CHEN & SUZUKI, 1989; FELETOU &
VANHOUTTE, 1988).

O tratamento com a indometacina manteve as mesmas alteragdes observadas nos anéis
sem o tratamento, ou seja, em an¢is de aorta de ratos do grupo NT a curva concentragdo efeito a
noradrenalina apresentou caracteristica bifasica, com reducdo da resposta e significativa
diminui¢do da tensdo na segunda fase d a curva. Portanto, podemos descartar a participacao de
prostandides nestes efeitos do exercicio fisico.

Nigro e colaboradores (1990) observaram que anéis de aorta de ratos sedentarios apods
tratamento in vitro com indometacina, apresentaram uma curva bifésica a noradrenalina, quando
essa ultima era adicionada na cuba em dose supramaxima. De acordo com os autores, este efeito
possivelmente aconteceu pela inibigdo dos fatores contrateis derivados do endotélio. Nossos
resultados ndo indicaram diferenca significativa entre a resposta maxima e o ultimo ponto da
curva concentragao-efeito a noradrenalina dos anéis do grupo controle (NS), porém o valor de p
foi igual a 0,0789, ou seja, muito proéximo de 0,05, o que nos permite sugerir a tendéncia para
uma curva bifésica.

O pré-tratamento com L-NAME promoveu aumento significativo na resposta maxima a
noradrenalina e deslocou as curvas concentragdo-efeito de ambos os grupos para a esquerda,
quando comparado aos anéis com endotélio sem o pré-tratamento. O aumento da reatividade do
tecido a noradrenalina com o pré-tratamento foi semelhante a resposta obtida nos anéis cujo
endotélio havia sido removido com ou sem o pré-tratamento, confirmando a importante
participagdo do NO na modula¢do da resposta vasoconstritora a noradrenalina mediada pelo
endotélio.

Os analogos da L-Arg, como a monometil-L-arginina (L-NMMA) e N,-nitro-L-arginina
metil éster (L-NAME), inibem especificamente a sintese de 6xido nitrico e a formacao de L-
citrulina em macréfagos (MARLETTA, 1988). Esta inibicdo ¢ revertida pela L-Arg (mas nao
pela D-Arg), sugerindo que tais analogos inibem a formagao de 6xido nitrico por competir com a
L-Arg pelo sitio ativo da enzima. Igualmente, o L-NMMA inibe a libera¢do de 6xido nitrico in
vitro (PALMER 1988) e in vivo (REES, 1990), sendo este efeito revertido pela L-Arg. Além do

L-NMMA, outros analogos da L-Arg (nitro-L-arg ¢ N — aminos-arginina) sdo atualmente
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descritos como inibidores mais potentes da liberagcdo de 6xido nitrico (FUKUTO, 1990). Rees e
colaboradores (1990) demonstraram ainda que o L-NAME ¢ cerca de 10 vezes mais potente do
que o L-NMMA. Estes compostos sdo muito utilizados como ferramentas na investigacdo da
fun¢do bioldgica da via L-arginina — NO no sistema cardiovascular.

Zonta e colaboradores (1998) observaram que a adicdo de L-NAME em preparacdes de
aorta isolada de ratos, potencializava a contragdo induzida pela noradrenalina em anéis com
endotélio e ndo promovia qualquer alteragdo em anéis cujo endotélio havia sido removido.

O pré tratamento com L-NAME aboliu a reducdo da resposta méxima a noradrenalina
observada em ané¢is de ratos submetidos as sessdes de natacdo, indicando fortemente a
participacdo do NO neste efeito.

O relaxamento do musculo liso vascular mediado pelo NO ocorre em vasos expostos por
longo prazo a elevado fluxo sangiiineo (NADAUD et al., 1996), como ocorre no exercicio fisico.
A maior liberagdo de NO que é evocada pela noradrenalina no treinamento poderia ser decorrente
de aumento da expressio do NOS endotelial (eNOS) (CHEN, 1994). Entretanto, n6s nao
investigamos esta hipdtese.

Delp e colaboradores (1997) observaram aumento na expressdo da eNOS em aorta de
ratos submetidos ao treinamento fisico por 4 a 10 semanas. Esses resultados s3o consistentes com
outros estudos que também comprovam aumento da concentragdo do RNAm da NOS em aorta de
cdes (OVERTON et al., 1988) e de porcos treinados (WOODMAN et al., 1997) .

A funcdo endotelial ¢ comumente estudada medindo-se a resposta vasodilatadora a
estimulos quimicos e farmacolégicos (FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980; LUDMER et al.,
1986; DZAU et al., 1993; VOGEL et al., 1998;; TREASURE et al., 1995). Muitos compostos
cujo efeito ¢ dependente do endotélio foram identificados, incluindo acetilcolina, serotonina,
bradicinina, trombina e substancia P, que agem em receptores de membrana ligados a proteina G
(EGASHIRA et al., 1994). In vitro, a fungdo endotelial pode ser avaliada pela tensdo
desenvolvida em anéis vasculares em resposta a diferentes concentragdes de acetilcolina.

Nos obtivemos curvas concentragao-efeito a acetilcolina em anéis de aorta isolada de
ratos submetidos aos diferentes tratamentos, os quais foram pré-contraidos por noradrenalina em
concentragdo supramdxima (10 uM). Os anéis provenientes de ratos NS que apresentaram
relaxamento inferior a 50 %, foram descartados. Para o estudo da funcdo endotelial, em geral se

considera somente os anéis que apresentam relaxamento igual ou superior a 80 %, porém nestes
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ensaios 0s anéis sao pré-contraidos com noradrenalina a 0,1 uM, concentracao que induz 60-80
% do efeito maximo (NUNES ez al., 2000).

Os anéis cujo endotélio foi mecanicamente removido ou submetido ao pré-tratamento
com L-NAME, como descrito anteriormente ndo apresentaram qualquer relaxamento a
acetilcolina, confirmando assim a remog¢ao do mesmo.

A dieta hiperlipidica ndo promoveu qualquer alteracdo na curva concentracdo-efeito a
acetilcolina em anéis de aorta de ratos sedentarios. De Las Heras e colaboradores (2003)
observaram que uma dieta hiperlipidica administrada em coelhos promovia redugdo no
relaxamento induzido por acetilcolina em anéis de aorta. Resultados parecidos foram observados
em porcos adultos (WOODMAN, 1997). Entretanto, dois aspectos fundamentais podem ter
determinado as diferencas nos resultados: o prazo de administragdo da dieta para o
desenvolvimento das alteragdes funcionais e estruturais verificados por aqueles autores foi de 12-
14 semanas, enquanto nosso estudo durou apenas 4 semanas; eles usaram coelhos ou porcos
como modelos experimentais que, reconhecidamente, possuem maior predisposi¢do aos efeitos
de uma dieta hiperlipidica e ao desenvolvimento da aterosclerose do que ratos.

As curvas concentragdo-efeito obtidas em anéis de aorta isolada de ratos submetidos as
sessoes de natacdo e dieta normolipidica apresentaram significativo aumento na resposta maxima
a acetilcolina quando comparadas aos demais grupos. Este efeito foi totalmente abolido pelo pré-
tratamento com L-NAME. Estes dados, juntamente com os dados observados na resposta
vasomotora a noradrenalina, no mesmo grupo, permitem-nos supor que o NO € o principal fator
de relaxamento derivado do endotélio capaz de aumentar a resposta de vasorrelaxamento a
acetilcolina em ratos submetidos as sessdes de natacdo. Estes resultados estdo de acordo com
Chen e colaboradores (1993, 1994, 1996), Delp e colaboradores (1993) e Parker e colaboradores
(1994) que observaram que o exercicio fisico aumenta o vasorrelaxamento em resposta a
acetilcolina, e que este efeito € dependente do endotélio, e diminui a vasoconstri¢do induzida pela
noradrenalina, pelo aumento da producdo de NO.

Postula-se que efeitos benéficos do treinamento aerdbico regular, incluindo suas
propriedades antiaterogénicas, possam ser mediados em parte pelo aumento da secre¢do de NO e
da expressdo de eNOS induzida pelo shear-stress. Este aumento da expressdo da eNOS foi
identificado em caes (MULLER & VANHOUTTE, 1991) e em ratos (NADAUD et al., 1996). A

estimulacdo da expressdo de eNOS induzida pelo shear stress ¢ dependente da ativacdo da
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tirosina quinase c-Src em cultura de células endoteliais (DAVIS et al., 2001). Em camundongos
c-Src heterozigotos, o efeito benéfico do exercicio de treinamento sobre a expressao da eNOS
vascular ¢ perdido, sugerindo importante papel desta via durante o treinamento (DAVIS et al.,
2003). O treinamento fisico melhora a vasodilatacio mediada pelo NO, dependente do endotélio,
em pacientes com faléncia cardiaca crénica ou doenga coronariana (DAVIS et al., 2003;
HAMBRECHT et al., 2000).

Nos ratos submetidos a natacdo e alimentados com dieta hiperlipidica ndo foi observada
qualquer altera¢do na resposta maxima a acetilcolina, indicando que a dieta hiperlipidica impede
o aumento da resposta maxima a acetilcolina observada em ratos normolipidémicos submetidos
ao treinamento. Este resultado esta de acordo com os dados observados na curva a noradrenalina,
em que a dieta também impediu a redu¢do da resposta maxima em aorta de ratos exercitados.

O exercicio produz aumento do fluxo sangiiineo nos membros exercitados e na circulagdo
coronariana. Na auséncia de aterosclerose essas artérias dilatam em resposta ao aumento do
fluxo, mas podem contrair quando a aterosclerose esta presente (MOYMA & THOMPSOM,
2004).

Para investigar uma possivel participacdo de prostandides enddgenos na resposta
relaxante dos vasos a acetilcolina, foram obtidas curvas concentragdo-efeito a esse agonista
muscarinico em anéis de aorta tratados com indometacina e pré-contraidos com noradrenalina em
concentragdes supra-maximas.

O tratamento com indometacina aumentou a resposta maxima a acetilcolina nos anéis de
aorta de ratos normolipidémicos sedentarios (NS), quando comparada aos anéis de aorta que nao
sofreram tratamento com indometacina (p<0,05, teste ¢ de Student). Nossos resultados estdo de
acordo com Angelis et al. (2004) que observaram aumento significativo do relaxamento induzido
pela acetilcolina, em anéis de aorta de ratos tratados com indometacina. Os autores observaram
que esse aumento foi decorrente de uma aumentada producdo de peroxinitrito (formado pela
interacdo de EROS e NO) . Nos demais grupos nenhuma alteracdo foi encontrada com o
tratamento de indometacina. Os mecanismos celulares envolvidos com estes efeitos ainda devem
ser investigados.

Os anéis de aorta de ratos submetidos as sessOes de natacdo apresentaram resposta
maxima aumentada a acetilcolina quando comparada aos grupos HS e HT (p<0,05, ANOVA,

seguida de teste de Tukey). A resposta maxima a acetilcolina em anéis de aorta de ratos
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normolipidémicos e sedentarios (NS) tornou-se semelhante aquela observada em anéis de aorta
dos ratos normolipidémicos e submetidos as sessdes de natacdo (NT). O tratamento com
indometacina manteve aumentada a resposta maxima a acetilcolina nos anéis de aorta de ratos
submetidos as sessoes de natacdo (NT) e este efeito foi abolido pela associagdao desta atividade
com a ingestdo de dieta hiperlipidica (HT). A dieta hiperlipidica ndo promoveu qualquer
alteracdo nas curvas concentragdo-efeito a acetilcolina nos anéis de aorta de ratos sedentarios
(HS). Portanto podemos sugerir que os prostanodides vasodilatadores ndo estdo envolvidos no
aumento da resposta maxima a acetilcolina nos anéis de aorta de ratos submetidos ao exercicio
fisico.

Hé varias evidéncias que a atividade fisica pode causar mudancas nas propriedades
funcionais ndo sé do endotélio, como também do proprio musculo liso vascular em humanos e
ratos (BOWLES, 2000; BOWLES et al., 2000; LAUGHLIN, 2003). Para o estudo das possiveis
alteracdes no musculo liso vascular, foram obtidas curvas concentra¢do-efeito ao nitroprussiato
de sodio, em anéis de aorta com e sem endotélio. A remoc¢dao do endotélio ndo promoveu
qualquer alteragdo na curva concentragdo-efeito ao nitroprussiato de sodio. Nenhuma diferenca
estatisticamente significativa foi encontrada nas curvas concentragdo-efeito ao nitroprussiato nos
anéis de aorta isolada, com e sem endotélio, de ratos submetidos aos diferentes tratamentos.

O nitroprussiato de sédio € um potente vasodilatador (BUTLER & GLIDEWELL, 1987),
que promove relaxamento do musculo liso vascular liberando NO no meio, este processo ocorre
por conversao redox do nitroprussiato em uma ou duas formas eletronicas reduzidas (WOLAK et
al., 2003; WANG et al., 2002; SMITH & DASGUPTA, 2001). Portanto, o nitroprussiato ¢
bastante utilizado como vasodilatador ndo dependente do endotélio.

Nossos resultados sao semelhantes aos observados por Kingwell e colaboradores (1996)
em atletas, no qual a reatividade vascular ao nitroprussiato de sodio foi igual aquela encontrada
em sujeitos sedentarios, indicando que a sensibilidade do musculo liso vascular ao NO nao foi

alterada pelo exercicio ou pela dieta.
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6 - CONCLUSAO

Nossos resultados permitem concluir que:

1. O programa de exercicio fisico proposto impediu a instalagdo da dislipidemia induzida pela
dieta em ratos;

2. A dislipidemia ndo causou alteracdes de reatividade da aorta a noradrenalina, a acetilcolina
ou ao nitroprussiato de sodio;

3. O programa de exercicio fisico por natacdo resultou em reducao na resposta vasomotora a
noradrenalina, além de tornar bifisica a curva concentracdo-efeito a este agonista. O
programa de exercicio fisico também promoveu aumento na resposta vasorrelaxante a
acetilcolina, mas ndo ao nitroprussiato de sddio em aorta de ratos normolipidémicos.

4. O tratamento dos anéis de aorta do grupo NT com indometacina ndo promoveu qualquer
alteragdo na resposta vasomotora aos diferentes agonistas. Porém o tratamento destes anéis
com L-NAME aboliu os efeitos vasculares observados nos anéis do ratos submetidos a
natacdo.  Portanto estas alteragdes foram decorrentes do aumento do NO derivado do
endotélio.

5. A dieta hiperlipidica impediu a verificacao dos efeitos vasculares promovidos pela atividade

fisica por natacdo por mecanismo ainda desconhecido.
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NOVOS DERIVADOS METILENODIOXIFENILSULFONAMIDICOS
FUNCIONALIZADOS 'Frederico, P. M."; 'Silva, A. G.; *Lima, L. M_;
*Fraga, C. A. M.; 2Barreiro, E. J.; *Sudo, R. T.; *Zapata-Sudo, G.
'Farmacologia Bésica e Clinica ICB-UFRJ; 2Farmacia UFRJ

16.058

A DIETA A BASE DE PROTEINA DE SOJA MELHORA
DISFUNGAO VENTRICULAR POS-INFARTO. Gongalves, L.;
Hagen, M. E.K.”; Bell6-Klein, A ; Fernandes, T. R. G.; Schenkel,
P.": Paludo, A. C. C."; Lehenbauer, A. R."; Caron, R.” Fisiologia
UFRGS

16.059

PURIFICACAO E CARACTERIZACAO PARCIAL DE TONINA SIMILE
APARTIR DE PLACENTA DE HUMANO. 'Lima, M. P."*; 'Camargos,
L. A.A. V. ?Pesquero, J. L. 'ICB-UFMG; 2CIIB-UMC

16.060

ATORVASTATIN REDUCES PULMONARY ARTERIAL
HYPERTENSION INDUCED BY ACUTE PULMONARY EMBOLISM
(APE) IN RATS. Semprini, M. C.; Souza-Costa, D. C.""; Tanus-
Santos, J. E. Farmacologia FMRP-USP

16.061

CONSTRUCTION OF EXPRESSION VECTORS FOR EOSINOPHIL
GRANULE PROTEINS EXPRESSION AND THEIR APPLICATION IN
THE STUDY OF PLATELET INHIBITORY EFFECT. Maziero, A. M.;
Donato, J. L.; de Nucci, G. Farmacologia UNICAMP

16.062

INFLUENCE OF RENIN ANGIOTENSIN SYSTEM (RAS) IN THE
THYROID HORMONE-INDUCED CARDIAC HYPERTROPHY. STUDY
USING PRIMARY CULTURES OF NEONATAL CARDIOMYOCYTES.
'Diniz, G. P.; *Carneiro-Ramos, M. S_; 'Barreto-Chaves, M. L. M.
'Anatomia USP; ?Biclogia Celular USP

16.063
EFFECT OF BAY 41-2272 IN THE PULMONARY HYPERTENSION
INDUCED BY HYPOXIA IN ANAESTHETIZED BEAGLES. 'Freitas, C.
F: 2de Nucci, G.; *Antunes, E.; 'Medicina Veterinaria PUC-MG/
Farmacologia UNICAMP; 2Farmacologia USP *Farmacologia
UNICAMP

16.064

ANGIOTENSIN | METABOLISM: DIFFERENCES BETWEEN THE RAT
MESENTERIC BED AND CARDIAC PERFUSATES. 'SivieriJr, D. O,
'Bispo-da-Silva, L. B."; ?Oliveira, E. B.; 'Salgado, M. C. O.
'Farmacologia FMRP-USP 2Bioquimica e Imunologia FMRP-USP
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16.021

N!ETABOLISMO INTRAVASCULAR DE
LIPIDES NO DIABETES MELLITUS TIPO 2
;UM ESTUDO COM MODELQOS ARTIFI-
CIAIS DE LIPOPROTEINAS. 1Silva, V.
M.**: 2Pozzi, F. S.: 3Chacra, A. P;
4Vinagre, ).""; "Maranhao, R. C.; ®Vinagre,
C. G. C. M. lLipides, HCFMUSP;
2348 ipides, InCor - HCFMUSP;
Slipides, INCor

16.022

NANOCAPSULAS DE HALOFANTRINO:
EFEITOS SOB O SISTEMA CARDIOVAS-
CULAR DE RATOS WISTAR INFECTA-
DOS PELO PLASMODIUM BERGHEL.
TLeite, E. A; 2Mosqueira, V. C. F; 3Gui-
mardes, H.N.; 4Grabe-Guimardes, A.
1.24Farmécia, UFOP; 3Engenharia Elé-
trica, UFMG

16.023

NORADRENALINE-INDUCED  CON-
STRICTION IN RAT AORTIC RINGS IS
DECREASED AFTER SWIMMING EXER-
CISE. TEstrela, H. F. G.; ?Moreira, M.F"™";
3Spadari-Bratfisch, R. C.; 4Grassi-Kassisse,
D. M. 1:24Fisiologia e Biofisica - 1B, UNI-
CAMP; 3Ciéncias da Sadde, UNIFESP

16.024

PARTIC]PACAO DOS RECEPTORES DE
NUCLEOTIDEO NA MODULACAO DO
SUPEROXIDO  VASCULAR  APOS
ATIVACAO DE TLR4. 'Barbeiro, H V;
2Guida, M. C.**; 3Barbeiro, D. F. 1Clinica
Médica, Fundagio Faculdade de
Medicina; Z2Emergéncias Clinicas -
FMUSP, USP; 3Clinica Médica - FMUSP,
USP; 4Clinica Médica - FMUSP, FMUSP

16.025

PERFIL ELETROFISIOLOGICO DAS COR-
RENTES DE POTASSIO EM ANIMAIS
NOCAUTE PARA O RECEPTOR B1 DE
CININAS. TAraujo, 1. C.; ZLauton-Santos,
5.*; 3Pesquero, J.L.; 4Bader M; 5Cruz, ). S.
1.2Bioquimica e Imunologia, UFMG - ICB;
3Bioguimica e Biologia Molecular, UMC;
4Molecular Biology, MDC; Bioquimica e
Imunclogia, UFMG

16.026

QUALIDADE DA HDL EM PACIENTES
DIABETICOS TIPO 2 OBESOS E NAQ
OBESOS. 'Seydell, T. M.; Z2Feitosa-
Filho,G.5""; 3Azevedo,C.H.M™; 4Lo Prete,
AC™: 5Coes PUK,C"™; ®Ramires, | .A .F;
’Maranhio, R. C. 'Lipides, InCor - HCF-
MUSP; 2. 3. 4. 5 6Cardiologia, InCor -
HCFMUSP; “Lipides, INCor

16.027

QUANTIFICACAO DO OXIDO NITRICO
PELA CONVERSAQ DE DAF-2T EM
MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA.
ICarvalho, H. ; 2 Sellergren, A. *; 3
Murray, L. *: 4 Pittman, R. 'Medicina,

FeSBE 06

UNIGRANRIO); 1.2.34Physiology, Virginia
Commonwealth University

16.028 67

RELACAO ENTRE O INTERVALO ESTI-
MULATORIO E A AMPLITUDE DE
CONTRACAO DE MIOCITOS VENTRIC-
ULARES DE RATO. 'Ricardo, R. A
2Bassani, R. A.; 3Bassani, J. W. M. 'Enge-
nharia Biomédica, UNICAMP; 2Centro de
Engenharia Biomédica, UNICAMP; 3En-
genharia Biomédica - FEEC, UNICAMP

16.029

SENSIBILIDADE  BETA ADRENERGICA
EM TECIDO CARDIACO DE CAMUN-
DONGOS LDLR-/-. 1Caceres, V. M.;
IMoura, A. L% 3Graci, ). A. D7
4Spadari-Bratfisch, R. C.; 3Krieger, M. H.
IBiofisica e Fisiologia, UNICAMP; 2
SFisiologia e Biofisica - IB, UNICAMP;
JFisiologia e Biofisica, UNICAMP;
4Ciéncias da Sadde, UNIFESP

16.030

SOME  ASPECTS ON THE ELECTRIC
HEART ACTIVITY OF EARLY CHICK
EMBRYOS. 'Cortez, C. M.; 3Silva, D,;
4Costa, L. F. L.3Ciéncias Fisioldgicas -
Centro Biomédico, UER]; #Instituto de
Fisica de Sao Carlos, USP

16.031

SUBSENSIBILIDADE ADRENERGI_CA
APOS STRESS POR IMOBILIZACAO
REPETIDA OCORRE EM MIOCARDIO
ATRIAL, MAS NAO VENTRICULAR.
1Bassani, R. A.; 2Silveira, A.C."; 3Boer,
D.C.""; #Vieira, E. S. O. "2Centro de En-
genharia Biomédica, UNICAMP; JEnge-
nharia Biomédica - FEEC, UNICAMP;
4CEB, UNICAMP

16.032

SUPERSENSIBILIDADE A NORADRENA-
LINA (NA) EM MIOCITOS VENTRICU-
LARES DE RATOS SUBMETIDOS A
CHOQUE NAS PATAS. 'Penna, L.B.";
2Bassani, R. A. 'Fisiclogia e Biofisica - 1B,
UNICAMP; 2Centro de Engenharia
Biomédica, UNICAMP

16.033

SUPERSENSIBILIDADE AO 1SOPRO-
TERENOL (1SO) EM MIOCITOS VENTRIC-
ULARES DE RATO NA FASE AGUDA DE
SOBRECARGA DE PRESSAQ. 1Bassani, R.
A.; 2Theizen, T.H.""; 3Carvalho, BM.R.*";
“Franchini, K.G.; 3Bassani, J. W. M.
'Centro de Engenharia Biomédica, UNI-
CAMP; 2. 4Clinica Médica - FCM, UNI-
CAMP; 3. SEngenharia Biomédica - FEEC,
UNICAMP

16.034

THE DISTINCTLY DIFFERENT EFFECT OF
TURBULENT FLOW/LOW WALL SHEAR

STRESS AND STRETCH ON AORTA
REMODELING IN RATS. 'Prado, C. M.
TPatologia, USP; 2Patologia - FMRP, USP

16.035

THE HEART AS A COMPLEX ADAPTIVE
SYSTEM AND THE IMPLICATIONS FOR
RESPIRATORY INTERVENTIONS: DOES
OUR HEART LIKE DEEP BREATHING?.
IPerakakis, P.; 2Taylor, M.; 3Mufoz,
M.A; 4vila, |. 1349Psicologia, Univer-
sidad de Granada; 2FISICA E MATE-
MATICA, Universidad Auténoma de
Madrid, Espanha

16.036

THE RELAXATION EFFECT OF NO-
DONORS IN RAT AORTIC RINGS
WITHOUT ENDOTHELIUM. 'Estrela,
H. F. G.; 2Zanichelli, P.G."*; 3Spadari-
Bratfisch, R. C.; *Franco, D.W.; 5Grassi-
Kassisse, D. M. 1.5Fisiologia e Biofisica -
1B, UNICAMP; 2. 4Instituto de Quimica,
USP; 3Ciéncias da Saude, UNIFESP

16.037

TIPOS DE ADRENOCEPTORES CARDIA-
COS ENVOLVIDOS NA MEDIACAO DO
EFEITO ARRITMOGENICO DE CATECO-
LAMINAS EM ATRIO E VENTRICULO DE
RATO. 'Boer, D.C.**; 2Bassani, ). W. M.;
3Bassani, R. A, 1+ 2Engenharia Biomédica -
FEEC, UNICAMP; 3Centro de Engenharia
Biomédica, UNICAMP

16.038

TRATAMENTO CRONICO COM OLME-
SARTAN TEM EFEITO BENEFICO INDE-
PENDENTE DA REDUCAO DA PRESSAQ
ARTERIAL NA AORTA DE RATOS ESPON-
TANEAMENTE HIPERTENSQS. 1:23Ana-
tomia, UER]

16.039

USE OF ELECTRICAL STIMULUS STREN-
GHT IN RAT ATRIUM AS PARAMETER
FOR IN VITRO QUANTIFICATION OF
DRUG ANTI-ARRHYTHMIC EFFECT.
Duarte, J.; 2Caricati-Neto, A.; 3Godoy, C.
M. G. 1 3Ndcleo de Pesquisas Tecno-
I6gicas, UMC; 2Farmacologia, UNIFESP

23. Crescimento e Morte Celular

23.015

EFEITO DO EXTRATO HIDROALCOO-
LICO DE ONCIDIUM FLEXUOSUM
SIMS. ASSOCIADO A APLICACAO DE
MICROCORREN‘TE NO REPARO DE FER-
IMENTOS CIRURGICOS EXPERIMEN-
TAIS. 1Gaspi, F. O. G. D.; 2Esquisatto, M.
A. M.; ITesta, M"; 4Passarini, J.R.";
5Moraes, C. TFaculdade de Farmdcia,
UNIARARAS - Centro Univ. Herminio
Ometio; 2Morfologia, UNIARARAS -
Centro Univ. Herminio Ometto; 3 6
7Fisiologia, UNIARARAS - Centro Univ.
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146

INING (T) DIFFERENTIALLY
FECTS HYPOTHALAMIC
PAMINE B-HYDROXYLASE (DBH)
MUNOREACTIVITY 1IN
RMOTENSIVE AND HYPERTENSIVE

F.C. P" Higa. K. T."; Michelini. L. C.";
e ).E-'ICB - USP - Fisiologia e Biofisica;
iersity of Cincinnati - Psvchiatry
g showed previously that T augmented
isic excitability of hyvpothalamic pre-
faomic neurons in normotensive and that T-
peed improvement on oxytocinergic (OT)
jdulation of cardiovascular control was more
fielive in normolensive than hypertensive
i In the present study we investigated
felher hypertension and T are able o change
gafferent catecholaminergic input getting into
ghypothalamus. Male WKY and SHR (2-
i) were submitted to training (T=55%
imalexercise capacity. | h/day. 5 d/week) or
gisedentary (S) for 3 months. At the end of
focols, Fluorogold (FG. 200 nL) was
feted into the NTS: 4 davs later rats were
tply anesthetized for transcardiac perfusion
B85+4% paraformaldehyde). Brains were
soved, post-fixed and crvoprotected. Free-
#ling sections (20pm) of hypothalamus were
gcessed for DBH. FG and OT
aunchistochemistry and analyzed by
tfocal microscopy using Volocity software. T
§ equally effective to improve running
fance and to reduce basal heart rate in both
ups. T increased DBH density in the PVN
tdal and medial parvocellular groups
jecting to the dorsal brainstem) of WKY
m 18606+3390 to 30307+3350 ALJ), but not
he trained SHR rats. High magnification
lysis showed a significant T-induced
wasc on DBH boutons overlapping
locinergic FG-PVN neurons only in the
Y group (+29%). Data showed that
ertension blunts the efficacy of T to augment
tholaminergic afferent signaling to pre-
nomic neurons. Supported by: FAPESP.
|

47
!AINING-INDUCED
IDIOVASCULAR ADJUSTMENTS IN
IMOTENSIVE AND HYPERTENSIVE
'S:ROLE OF BARORECEPTORS.

mi, A.'; Bombein, R. L."; Chaar, L. 1.";
% B. B Voltarelli, V.': Michelini. L. C.' -
-USP-Fisiologia e Biofisica

sintensity training (T) has been shown to
te pressure (AP) in hvpertensive and to
2 resting bradycardia in hypertensive and
wiensive individuals. One question that
ins unanswered is what drives these
itments. We investigate now the role of
receptor afferents on T-induced
iovascular adjustments. Sinoaortic

69

denervated {SAD) SHR and WKY were
submitted to T (55% maximal exercise capacity,
| h/day. 5 d/week) or kept sedentary (S) for 3
months. Rats were then instrumented with
arterial/venous catheters for AP and heart rate
(HR) measurements and drug injection during
baroreceptors loading/unloading. At the
beginning of experiments, treadmill
performance (measured by maximal exercise
tests) was higher in SHR than WKY (1.42+0.06
vs 0.9£0.05 km/h), but the improvement was
blocked in SHR-SAD (0.89+0.07 km/h),
without changes in WKY: SAD did not further
interfere with performance gain exhibited by T-
groups (+0.71+£0.09 km/h). SAD (confirmed by
the absence of reflex bradycardia and
tachycardia) exhibited great AP lability when
compared to sham rats. Both T and SAD did not
change resting MAP in the WKY group; on the
other hand SAD blocked both T-induced
pressure-lowering effect in the SHR
(SHR,=183+3, SHR.=165%5 mmHg, an
increase of 11%, p<0.05) and resting
bradycardia in both groups (HR was increased
bv 13% in SHR, vs SHR.). Ourdata showed that
afferent peripheral information conveyed by
baroreceptors is crucial for the appearance T-
induced cardiovascular adjustments in both
groups. Supported by: FAPESP, CAPES e
CNPQ

02.148

CARDIOVASCULAR EFFECTS OF
BICUCULLINE IN THE PVN OF
CONSCIOUS RATS SUBMITTED TO
SWIMMING TRAINING

De Abreu, S.'; Vhnieska, P.'; Lenhard. A.';
Martins-Pinge. M. C.' - 'UEL - Ciéncias
Fisiologicas

Introduction: during exercise training (ET)
dvnamic cardiovascular adjustments take place
to maintain proper blood pressure and to
efficiently adjust blood supply to different
vascular beds according to regional metabolic
demands. Although these changes are known to
be mediated by adjustments in autonomic
control of the heart, the central mechanisms
underlying exercise-induced changes in
cardiovascular control have yet to be
characterized. The paraventricular nucleus
(PVN) of the hypothalamus is considered an
important site for autonomic and
neuroendocrine regulation, where gamma-
aminobutytic acid (GABA) system plays an
important role. The aim of this study was
analyze the cardiovascular effects of
microinjection of bicuculine (BIC), a GABA,
antagonist, into the PVN of conscious rats
submitted to swimming training (ST),
characterizing the GABAergic tonus in PVN.
Methodology and Results: after the protocol of
20 sessions of swimming training, adult male
Wistar rats (250 to 300 g) were anesthetized for
implantation of guide cannulas to PVN. After §

183

02 - Cardiovascular

days, a femoral artery and a temoral vein were
catheterized for recording mean arterial
pressure (MAP) and injection of drugs.
respectively. The experiments were conducted
onc day after catheterization. Unilateral
microinjection of BIC (n=8) in the control rats
produced an increase in MAP (23+3 mmHg)
and HR (93+12 bpm). After ST (n=9) the
cardiovascular effects of BIC were attenuated
for MAP and did not change for HR (DMAP=
15£2 mmHg; DHR= 88+19 bpm). The efficacy
of exercise training was evaluated by the resting
bradicardia (C= 364+6, ST= 328+5 bpm)
Conclusion: these data suggest that in ST rats
the PVN is also tonicallv inhibited by GABA
and this effect seems to be attenuated when
compared with control conditions. Supported
by: FAEP/UEL

02.149

SWIMMING EXERCISE INCREASES
DILATATION INDUCED BY
ACHETYCHOLINE, BUT NOT BY
SODIUM NITROPRUSSIDE IN RAT
AORTIC RINGS.

Estrela, H. F. G."; Moreira, M. F."; Bratfisch, R.
C. 8% Grassi-Kassisse, D. M.' - '"UNICAMP -
Fisiologia e Biofisica; 'UNICAMP- UNIFESP
The aim of this work was to investigate the
effects of swimming exercise on the dilatation
induced by acetycholine and sodium
nitroprusside in rat aortic rings. Methods: Male
six week old Wistar rats were submitted to
swimming sessions (SS; 50 min, $x/w during 4
w). Naive rats were used as controls (CO). After
16h fasting, the rats were anesthetized
(thiopental sodium, 60 mg/Kg, ip) and blood
samples were collected through cardiac
punction. The rat aortic rings were prepared as
described by Zanichelli, PG in ] Inorg Biochem,
11, 1921, 2004. The rings were contracted with
noradrenaline and concentration-response
curves (CRC) to acetylcholine (ACh) and
sodium nitroprusside (SNP), in the absence or
presence of L-NAME were obtained. Data are
expressed as the percentage of decrease in the
wall tension and presented as meanstSEM.
Statistical analyses were performed by Student's
test (p<0.05). Results: In aortic rings of SS rats,
there was an increase of the maximal response to
ACh [86.7+3.7, n=9 (SS) vs 61.9+6.1, n=7
(CO), p<0.05], but there wasn't any relaxation in
rings treated with L-NAME or without
endothelium. The CRC to SNP in aortic rings
weren't different among groups and weren't
influenced by the endothelium. the pD, valuesin
CO were. 7.840.1 (n=5) with and 7.9£0.1 (n=5)
without endothelium, and both had 100% of
maximal response. Conclusion: Swimming
exercise increased vasorelaxant response (o
ACh in rat aortic rings by mechanisms
involving endothelial NO. Supported by:
CNPq
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