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REGINATO, Gabriela de Souza. Estudo da funcao cardiovascular e autonémica
e envolvimento do 6xido nitrico e estresse oxidativo em animais com sindrome
metabodlica: modulacdo pelo treinamento fisico e suplementacdo com L-arginina.
2021. 140 f.Tese (Doutorado em Ciéncias Fisiolégicas) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2021.

RESUMO

A sindrome metabdlica (SM) € uma condicdo caracterizada pela presenca de
alteragbes enddcrino-metabolicos, cardiacas e oxidativas, que aumentam o risco de
doencas cardiovasculares, dislipidemia, hipertensdo e diabetes mellitus tipo 2.
Estudos mostram sua relacdo com a reducdo da producdo de 6xido nitrico (NO) e
aumento de espécies reativas de oxigénio. Portanto, faz-se relevante investigar os
efeitos da suplementacdo com L-arginina (I-arg), que € considerada um substrato
fundamental para a sintese de NO. O NO desempenha um papel importante na
funcdo cardiovascular e autondmica, em processos que regulam o tanto o balanco
energético (fome e saciedade), como inflamatoério (antioxidante e pro-oxidante). Alem
disso, a pratica regular de exercicios aerdbicos pode promover diversos efeitos
benéficos ao organismo, principalmente sobre o sistema cardiovascular, modulando
a biodisponibilidade do NO e na defesa antioxidante. Dessa forma, esse trabalho
teve como objetivo avaliar parametros cardiovasculares, autonémicos, oxidativos e
concentragdo de nitrito tecidual de ratos controle e com SM treinados e sedentarios
e suplementados ou ndo com l-arg. A SM foi induzida pela administracdo
subcutanea de glutamato monossédico (dose 4mg/g/dia) do 1° ao 5° dia de vida e
ratos controles receberam solucdo de salina equimolar. O treinamento fisico (TF) em
esteira e a suplementacdo com l-arg ocorreram de forma concomitante, durante oito
semanas a partir do 60° dia de vida. Apds esse periodo, os animais foram
submetidos a cirurgia de cateterizacdo da artéria femoral para registro dos
parametros cardiovasculares e analise de variabilidade da presséo arterial, intervalo
de pulso e sensibilidade barorreflexa. Apds os protocolos de registro cardiovascular,
0s animais foram submetidos a eutanasia e os 6rgdos retirados para analises
oxidativas, metabdlicas e dosagens de NO. Outros grupos de animais passaram por
jejum para realizacdo do teste de tolerancia a insulina. Como resultados, ratos que
receberam injecdo de glutamato monossodico desenvolveram a SM na vida adulta e
apos o TF, ou associacdo do TF com a suplementacdo com I-arg houve reducéo dos
tecidos adiposos (perigonadal e retroperitoneal) e do indice de Lee em ratos com
SM. Somado a isso, animais com SM apresentaram aumento de acidos graxos livres
plasmaticos e esteatose hepéatica, parametros esses que foram reduzidos pelo TF e
suplementacdo com l-arg. Nos parametros cardiovasculares, animais SM sedentario
agua apresentaram aumento da pressao arterial e da fréquencia cardiaca em
relacdo ao grupo CTR e, a suplementacdo com l-arg e o TF foram capazes de
reduzir esses parametros nos animais SM, além disso, animais SM treinados
apresentaram bradicardia em relacdo aos SM sedentario. Ratos SM sedentarios
tratados com agua apresentaram diminuicdo nas concentracdes de NO nos tecidos
periféricos e a suplementagcédo associada ao TF foram capazes de aumentar essas
concentracbes. Na avaliacdo oxidativa em tecidos periféricos e no plasma, foi
observado aumento do estresse oxidativo dos animais do grupo SM sedentéario
tratado com agua, sendo que o TF associado ou ndo a suplementagdo com l-arg



promoveu a reducdo dos marcadores pro-oxidantes analisados. Dessa forma,
nossos resultados nos permitem concluir que a suplementacédo com l-arg associada
ao TF ou ndo e, o TF isolado foram capazes de reverter as alteracdes metabdlicas,
oxidativas e cardiovasculares em ratos com SM.

Palavras-chave: MSG; esteatose hepatica; treinamento em esteira para ratos;
obesidade; parametros oxidativos; acidos graxos livres.
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ABSTRACT

Metabolic Syndrome (MS) is a condition characterized by the presence of alterations
in endocrine-metabolic aspects, cardiac and oxidation that increase the risk of
cardiovascular disease, dyslipidemia, hypertension and Type 2 diabetes mellitus.
Studies show their relationship to the reduction of nitric oxide (NO) production and an
increase in reactive oxygen species. Therefore it makes it relevant to investigate the
effects of supplementation with I-arginine (I-arg) which is considered an essential
substrate for NO synthesis. NO plays an important role in cardiovascular and
autonomic function, in processes that regulate energy balance such as hunger and
satiety, and also in the inflammatory process, both as an antioxidant and as a pro-
oxidant. In addition, the regular practice of aerobic exercise can promote several
beneficial effects to the body, especially on the cardiovascular system, modulating
the bioavailability of NO and antioxidant defense. Thus, this study aimed to evaluate
cardiovascular, autonomic, oxidative parameters and tissue nitrite concentration in
control rats and rats trained or not, and supplemented or not with I-arg. MS was
induced by subcutaneous administration of monosodium glutamate from the 1st to
the 5th day of life and control rats received an equimolar saline solution. The physical
training (PT) on the treadmill and supplementation with I-arg occurred concomitantly
for eight weeks after the 60th day of life. After this period, the animals underwent
femoral artery catheterization surgery to record cardiovascular parameters and
calculate the variability of blood pressure, pulse interval and baroreflex sensitivity.
After the cardiovascular registration protocols, the animals were euthanized and the
organs were removed for oxidative and metabolic analysis and NO dosages. Other
groups of animals were fasted to perform the insulin tolerance test. As a result, rats
that received injection of monosodium glutamate developed MS in adulthood and
after PT and the association of PT with supplementation with l-arg, there was a
reduction in the amount of both adipose tissues in rats with MS, and a reduction in
the lee index of these animals with MS after supplementation with l-arg associated
with PT. Animals with MS showed increased plasma FFAS and hepatic steatosis,
and these parameters were reduced by PT and by supplementation with [-arg
associated or not with PT. In cardiovascular parameters, sedentary water MS
animals showed increased blood pressure and heart rate in relation to the CTR
group, and supplementation with |-arg and PT were able to reduce these parameters
in MS animals, moreover, trained sm animals showed bradycardia in relation to
sedentary MS. Sedentary MS rats treated with water showed a decrease in NO
concentrations in peripheral tissues and supplementation associated with PT was
able to increase these concentrations. In the measurement of oxidative balance in
peripheral tissues and plasma, an increase in oxidative stress was observed in
animals in the sedentary MS group treated with water and PT associated or not with
supplementation with l|-arg promoted a reduction in the analyzed pro-oxidant
markers. Thus, our results allow us to conclude that supplementation with I-arg



associated with PT or not, and isolated PT were able to reverse metabolic, oxidative
and cardiovascular alterations in rats with MS.

Key words: MSG; hepatic steatosis; rat treadmill training; obesity; oxidative
parameters; FFAS.
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1. INTRODUCAO

1.1 SINDROME METABOLICA

Na dultima década, o crescimento epidémico das doencas cronicas néo
transmissiveis, principalmente doencas cardiovasculares e diabetes mellitus do tipo
2 (DM2), pode ser atribuido ao aumento da exposi¢cao aos principais fatores de risco
para essas doencas e as mudancas na piramide demografica, com o aumento da
longevidade da populacdo. Além disso, a maioria dos paises em desenvolvimento
passa por uma transicdo nutricional, acarretando 0 aumento expressivo da
obesidade e das alteragcdes cardiometabdlicas que caracterizam a sindrome
metabdlica (SM) (WHO, 2020; AMINE et al., 2003).

Esta sindrome se tornou tdo comum em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, sendo ela comum a ambos 0s sexos e todos 0s grupos étnicos.
Apesar de ser mais frequente em idosos, a incidéncia de SM em idades mais
precoces vem aumentando. A SM esta fortemente ligada a um estilo de vida
"ocidentalizado”, caracterizado pela inatividade fisica e um suprimento ilimitado de
alimentos ricos em gordura, pelas mudancas do estilo de vida e pelo aumento da
obesidade, se tornando cada vez mais causa de morbidade e mortalidade
(LOTTENBERG; GLEZER; TURATTI, 2007; HAN; LEAN, 2015; MCCRACKEN;
MONAGHAN; SREENIVASAN, 2018). A SM, por definicdo, ndo é uma doenca, mas
um agrupamento de fatores de risco individuais para doencgas, chamando a atencéo
do clinico para a provavel coexisténcia de mudltiplos fatores de risco
cardiometabodlicos em pacientes quando um dos componentes € encontrado
(SAMSON; GARBER, 2014).

O termo SM foi estabelecido por Haller em 1977, sendo caracterizado pela

unido de fatores como hipertensdo arterial (HA), por meio da acdo sobre o Oxido
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nitrico (NO) e endotelina-1 no endotélio, intolerancia a glicose, hipertrigliceridemia,
baixas concentracdes de lipoproteina de alta densidade (HDL), esteatose hepatica e
obesidade central. E também conhecido que a SM tem origem a partir da resisténcia
a insulina (RI) e ocorréncia de obesidade, aumentando diretamente o risco de
doenca cardiaca coronariana, doenca cardiovascular, incluindo doenca
cerebrovascular e DM2 (TADIC; IVANOVIC; CUSPIDI, 2013; MAIA; NAVARRO,
2017; HERNANDEZ BAUTISTA et al., 2019).

Entretanto, TENTOLOURIS, LIATIS e KATSILAMBROS (2006) sugerem que
a SM é um estado de hiperatividade simpética, e a presenca adicional de
hipertensédo intensifica ainda mais essa hiperatividade (TENTOLOURIS; LIATIS;
KATSILAMBROS, 2006). Ha evidéncias de que a SM estad associada também a
anormalidades na coagulacéo, fibrindlise, desequilibrio redox, funcdo endotelial,
resposta imune inata, metabolismo de adipdcitos e atividades enddcrinas. Sabe-se
gque a producéao de leptina se apresenta aumentada na obesidade e na SM, levando
a producdo aumentada de citocinas, diacilglicerol e acidos graxos livres (AGL)
plasmaticos, disfun¢cdo mitocondrial, dislipidemia, diminuicdo da captacéo de glicose
no musculo esquelético, aumento da producédo de glicose no figado e disfuncao das
células B pancreaticas. Além disso, deve-se enfatizar que a SM também é
reconhecida como uma condicdo oxidativa, causada principalmente pela
superproducdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e inativacao de antioxidantes
(HERNANDEZ BAUTISTA et al., 2019).

Portanto, varias definicbes para SM foram propostas a fim de fornecer uma
ferramenta util para clinicos e pesquisadores. No entanto, trés definicbes séo
amplamente aceitas: a definicdo do National Cholesterol Education Program-Third

Adult Treatment Panel (NCEP ATP lll), a definicAo da American Heart Association
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(AHA)/National Heart, Lung e Blood Institute (AHA-NHLBI) e a Definicdo da
Federacdo Internacional de Diabetes (IDF) (TADIC; IVANOVIC; CUSPIDI, 2013;
FRANCISQUETI et al., 2017).

O NCEP-ATP Il definiu a SM pela presenca de trés ou mais critérios:
aumento da pressdo arterial (PA), alto nivel de glicemia de jejum, obesidade
abdominal, aumento dos triglicerideos e diminuicdo do colesterol HDL. Ja a AHA-
NHLBI apresentou sua definicdo com os mesmos critérios da definicdo do NCEP-
ATP lll, exceto por pequenas modificacbes como diminui¢cdo do limiar para glicemia
de jejum e circunferéncias da cintura na populacao asiatica. E por fim, a IDF publicou
um novo critério de SM, que requer a presenca de obesidade abdominal e néo
necessariamente de RI, além de dois ou mais critérios. A IDF também estima que
um quarto da populacdo adulta do mundo tem SM e a prevaléncia observada de SM
no National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) foi de 5% entre os
individuos de peso normal, 22% entre os com sobrepeso e 60% entre os obesos,
assim como, a presenca de obesidade central, ajustada para diferentes racas, e dois
outros fatores de risco metabdlico definem SM (KATSIMARDOU et al., 2019; TADIC,;
IVANOVIC; CUSPIDI, 2013; FRANCISQUETI et al., 2017).

Dados da literatura mostram ainda que, a SM também estd associada a
doenca hepatica gordurosa nao alcodlica (NAFLD). A prevaléncia de NAFLD
acompanha o aumento da obesidade e é a causa mais comum de doenca hepatica
cronica. A NAFLD abrange um continuo de alteracbes patologicas no figado, de
esteatose a esteato-hepatite, que pode evoluir para cirrose e aumento do risco de
carcinoma hepatocelular. NAFLD tem sido algumas vezes referido como SM do

figado, e esta significativamente associada a componentes da SM de aumento de
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triglicerideos, presséo arterial, glicose e resisténcia a insulina e reducdo das
concentracfes de HDL (SAMSON; GARBER, 2014).

Diferentes modelos experimentais sdo propostos com o intuito de elucidar a
SM. Dentre eles, podemos citar: 1) Os modelos animais de dieta, 2) administracéo
de drogas e 3) obesidade neuroenddcrina:

1) Ratos suplementados com dieta hiperlipidica ou hipercalorica: aumentam o
ganho calorico desenvolvendo obesidade, aumento da leptina, triglicerideos, glicose
e hipertenséo (BATTAULT et al., 2018; MACEDO et al., 2021).

- Ratos que recebem dieta rica em frutose: administracdo de solucdo de
frutose na agua de bebedouros levando a obesidade e sindrome metabdlica
(GUIMARAES et al., 2014; MEDEIROS et al., 2017; MOTTA et al., 2019).

2) Ratos submetidos a administracdo de aloxana no periodo neonatal: A
aloxana € uma substancia que possui acdo seletiva e destrutiva sobre as células
pancreaticas, levando a RI e hiperglicemia (MOTA, 2008).

3) Ratos submetidos a administracdo subcutanea de glutamato monossédico
(MSG) nos 5 primeiros dias de vida, o que leva ao desenvolvimento de obesidade,
SM e hipertensdo (DAWSON JR., 1986; KIZER; NEMEROFF; YOUNGBLOOD,
1978; DOLKINOFF et al., 2001; VOLTERA, 2008; DA CUNHA et al., 2010; DA
CUNHA et al., 2011; KARLEN-AMARANTE et al., 2012; CAETANO et al., 2017).

Hoje em dia h& varios estudos que abordam formas de prevencdo e
tratamentos para os fatores que envolvem a SM, tais como:

- Exercicio Fisico: reduz o indice de adiposidade, a gordura subcutanea
abdominal e visceral e reduz a resisténcia a insulina (ZAAR; REIS; SBARDELOTTO,

2014)
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- Cirurgias: cirurgia bariatrica tem sido efetiva em reduzir o peso corporeo e a
pressdo sanguinea acompanhada pela reducédo da resisténcia a insulina e melhora
do barorreflexo (FRANCA et al., 2013).

- Tratamentos farmacologicos e ndo farmacoldgicos: drogas vém sendo
testadas ndo somente com o intuito de perda de peso, mas também reducédo da
pressao arterial, sempre associado a mudanca no estilo de vida e dieta balanceando
qualidade da comida e calorias ingeridas (GADDE, et al., 2018).

Schultz e colaboradores (2019) ressaltam que o tratamento para os fatores
envolvidos na SM deve incluir, além de atividade fisica, abordagens sistematica para
resolucdo de problemas e reducdo de estresse, aconselhamento psicologico,
psiquiatrico e educacéao do individuo para que ele possa ter condicdes de mudar sua
estrutura social. Ainda ressalta que o estigma que a SM pode gerar no individuo
pode levar a consequéncias como aumento do risco de depressdo, baixa
autoestima, maior ganho de peso, recusa de acompanhamento médico e, em ultimo

estagio, levar ao suicidio (SCHUTZ et al., 2019).

1.1.1 Hipertensdo e Sindrome Metabdlica

O sistema cardiovascular atua de forma a manter a homeostasia do organismo e
uma das formas € controlando a PA. A pressdo pode ser modulada a longo prazo,
através do controle humoral, onde substancias como angiotensina, NO, bradicinina,
renina e aldosterona sao liberadas para restabelecer o equilibrio pressorico. A
modulagédo a curto prazo é feita pelo sistema nervoso autbnomo (SNA) que corrige a
pressdo através da ativacdo de receptores (sensores) que estdo localizados em

regides como arco aolrtico e seio carotideo que detectam variagdes na pressao
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arterial como os barorreceptores, pressdo de oxigénio pelos quimiorreceptores e
alteracdes de volume pelos receptores cardiopulmonares (AIRES, 2008).

Como mencionado anteriormente, a presenca de PA elevada é um dos critérios
necessarios para o diagnostico da SM, enquanto as evidéncias sugerem que a
hipertensdo € encontrada com muita frequéncia em pessoas e animais com SM
(KATSIMARDOU et al., 2019; LUCCHETTI et al., 2019). Nesse sentido, existem
mecanismos fisiopatoldgicos diferentes que foram propostos até o momento, que
podem causar a elevacdo da PA em individuos com SM, como:

- A hiperinsulinemia, independentemente de alteracBes na glicemia, leva ao
aumento substancial da concentracdo de noradrenalina circulante acompanhada por
um aumento na pressao sanguinea. Além disso, altos niveis de insulina aumentam a
reabsorcdo de sodio, favorecendo a expansédo do volume de liquido extracelular, o
que pode predispor a hipertensdo (LAMBERT et al., 2010; MENDIZABAL;
LLORENS; NAVA, 2013).

- RI, que ativa o sistema nervoso simpatico, regula positivamente os receptores
da angiotensina Il e reduz a sintese de O6xido nitrico, levando a aumentos da
frequéncia cardiaca e da PA (KOTSIS et al., 2018; MANCIA et al., 2007;
TZIOMALOS et al., 2010).

- A hiperleptinemia, a leptina além do seu efeito sobre o apetite e metabolismo,
age no hipotalamo aumentando a pressao sanguinea através da ativacao do sistema
nervoso simpatico (SNS) (LAMBERT et al., 2010; MENDIZABAL; LLORENS; NAVA,
2013).

- Altas concentracdes de AGL circulantes podem participar da ativacdo do SNS

(LAMBERT et al., 2010; MENDIZABAL; LLORENS; NAVA, 2013).
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Além disso, a ativacdo do eixo hipotadlamo-hipoéfise-adrenal, a presenca de
apneia obstrutiva do sono e disfuncédo barorreflexa na SM contribuem ainda mais
para a ativacao do sistema nervoso simpatico (KOTSIS et al., 2018; MANCIA et al.,
2007; TZIOMALOS et al., 2010). Assim como, 0 aumento da atividade simpéatica &
uma caracteristica comum a obesidade em humanos e em modelos animais,
podendo levar ao aumento da PA via aumento na vasoconstricdo periférica,
aumento da reabsorcao tubular renal de sodio e aumento do débito cardiaco por

aumento da forca e frequéncia do coracéo (Da SILVA et al., 2009; DIBONA, 2013).

1.1.2 Resisténcia a Insulina e Sindrome Metabdlica

A insulina é produzida nas células B pancreaticas e é responsavel por manter
adequados os niveis sanguineos de glicose e AGL. Ela atinge este objetivo por
promover a captacdo e utilizacdo de glicose pelos tecidos muscular e adiposo,
aumentando o estoque de glicogénio no figado e no musculo, e reduzindo a
producdo de glicose pelo figado, inibe a degradacdo de proteina em tecidos
periféricos, promove também a sintese de triglicerideos no figado e no tecido
adiposo e reprime a lipdlise dos estoques de triglicerideos do tecido adiposo.
Finalmente, a insulina regula a homeostase metabdlica pelos efeitos na saciedade
(HERNANDEZ BAUTISTA et al., 2019). A resisténcia & acdo da insulina prejudica a
captacdo de glicose no musculo esquelético e no tecido adiposo e aumenta a
producdo hepatica de glicose. Porém, adiposidade visceral € mais frequentemente
mencionada como parte essencial no desenvolvimento da SM associada a Rl
(MELLO; LUCIANO, 2003).

Como descrito anteriormente, a SM pode se originar da RI, pelo excesso de
AGL, que sdo derivados principalmente dos estoques de triglicerideos no tecido

adiposo, liberados pela acédo da adenosina 3',5-monofosfato ciclico (AMPc) durante
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a lipdlise. Em condicbes normais, durante os periodos de jejum, esse processo €&
iniciado pelas catecolaminas e pos-prandialmente é inibido pela insulina, por meio
de um mecanismo proposto de reducdo da atividade do AMPc. Na RI, onde os
efeitos da insulina séo reduzidos, a taxa de lipdlise aumenta, resultando no aumento
da producédo de AGL, potencializando o ciclo negativo de inibicdo das propriedades
antilipoliticas da insulina, levando a uma maior lipdlise (MCCRACKEN; MONAGHAN;
SREENIVASAN, 2018).

Na literatura ha trés causas subjacentes principais de RI induzida por fatores

associados a SM como obesidade:

1- Capacidade reduzida da insulina em aumentar a tomada de glicose mediada
por transportador de glicose 4(GLUT4), especialmente pelo musculo
esquelético. Esta funcdo, que é especificamente uma parte da regulacdo
glicometabdlica pela insulina, pode ocorrer devido a um acumulo excessivo
de triglicerideos no musculo em individuos obesos. O consumo cal6rico
excessivo induz hiperinsulinemia, levando ao aumento excessivo de glicose
para 0 musculo esquelético. Assim como no figado, calorias excessivas na
forma de glicose promovem a lipogénese e, subprodutos da sintese de AGL
e triglicerideos, como o diacilglicerol e a ceramida, podem se acumular e
estimular as vias de sinalizacéo (p. ex., vias dependentes de proteinocinase
C) que antagonizam a sinalizacdo das proteinas do receptor de insulina,
levando a lipotoxicidade pela Rl (BERNE; LEVY, 2009; GINSBERG, 2000;
FREITAS; CESCHINI; RAMALLO, 2014).

2- Capacidade reduzida da insulina em reprimir a producao da glicose hepética.
O figado produz glicose por meio de glicogendlise em curto prazo e por

gliconeogénese em longo prazo. A capacidade da insulina de reprimir
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enzimas hepaticas nestas duas vias é atenuada nos individuos com RI. A RI
no figado também pode ocorrer devido a lipotoxicidade em individuos obesos
(p. ex., figado obeso ou esteatose hepéatica). O tecido adiposo visceral
também parece afetar a sinalizacdo por insulina no figado de varias
maneiras, além dos efeitos da lipotoxicidade. Por exemplo, o tecido adiposo
visceral libera a citocina, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que tem
demonstrado antagonizar as vias de sinalizacdo de insulina. Além disso, o
triglicerideo no tecido adiposo visceral apresenta alta taxa de circulacéo
(possivelmente por causa da rica inervacdo simpatica), de forma que o
figado € exposto a altos niveis de AGL, que exacerbam mais a lipotoxicidade
hepatica (BERNE; LEVY, 2009; GINSBERG, 2000; FREITAS; CESCHINI;
RAMALLO, 2014).

3- Incapacidade da insulina de reprimir a lipase sensivel a horménio ou
aumentar a lipoproteina lipase (LPL) no tecido adiposo (ou ambos). Lipase
sensivel a hormoénio (HSL) alta e LPL baixa sdo os principais fatores da
dislipidemia associada a Rl e ao diabetes. Embora os fatores que resistem
as acgbes da insulina na HSL e na LPL ndo sejam completamente
compreendidos, existem evidéncias para a producdo aumentada de fatores
paracrinos diabetogénicos no tecido adiposo, como o TNF-a. A dislipidemia é
caracterizada como uma hipertrigliceridemia com particulas grandes de
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) ricas em triglicerideo (TG)
produzidas pelo figado. Por causa de seu alto conteddo de TG, as VLDLs e
as lipoproteina de baixa densidade (LDL) grandes sao digeridas de forma
muito eficiente, desta forma dando origem a pequenas particulas densas de

LDL, que sdo muito aterogénicas. Além disso, a HDL obtido com excesso de
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TG é trocado por ésteres de colesterol, que parecem encurtar a meia-vida
circulante do HDL e das apoproteinas. Desta forma, existem baixos niveis de
particulas de HDL, que normalmente desempenham um papel protetor contra
doenca vascular (BERNE; LEVY, 2009; GINSBERG, 2000; FREITAS;

CESCHINI; RAMALLO, 2014).

1.1.3 Inflamacgéo e Estresse Oxidativo

O tecido adiposo é o principal 6rgdo de reserva de gordura. Porém,
atualmente ja esta bem estabelecido na literatura que o tecido adiposo mantém
intensa comunicacdo com 0s demais 0rgaos e sistemas organicos através de acdes
autocrinas, paracrinas, endocrinas, participa das respostas imunes e influencia uma
variedade de processos fisioldgicos, entre eles, o controle da ingestdo alimentar,
homeostase energética, sensibilidade a insulina, angiogénese, protecdo vascular,
regulacdo da pressdo arterial, processo inflamatério e coagulacdo sanguinea
(HERNANDEZ BAUTISTA et al., 2019; ATAWIA et al., 2019; LACERDA et al., 2016;
FONSECA-ALANIZ et al., 2006). As adipocinas (substancias produzidas pelo tecido
adiposo) sdo classificadas como pro-inflamatorias ou antiinflamatoérias. As
adipocinas proé-inflamatérias incluem a leptina, resistina, TNF-q, interleucina 6 (IL-6)
proteina 4 de ligacdo ao retinol (RBP4), lipocalina 2, proteina 2 semelhante a
angiopoietina (ANGPTL2) e visfatina. J& as adipocinas anti-inflamatérias incluem a
adiponectina, omentina e adipolina (LACERDA et al., 2016; ATAWIA et al., 2019).

Em geral, fatores associados a SM, como a obesidade, gera um estado de
inflamacgé@o cronica e subagudo, denominado de metainflamagéo, relacionado a
hipertrofia dos adipdcitos, com consequente inflamacéo e ativacdo de macrofagos
no tecido adiposo. A hipertrofia dos adipdcitos, especialmente os viscerais, esta

relacionada a Rl e aumento de agcédo das catecolaminas. Isso se deve ao aumento
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da expressao de beta-adrenorreceptores (beta-3) e a diminuicdo da expresséo de
alfa-2-adrenorreceptores, aumentando o fluxo dos acidos graxos (AG) para o figado,
via sistema porta, culminando em maior producdo de glicose hepatica, reducao de
apolipoproteinas B e da producao de triacilglicerois, demonstrando o envolvimento
do tecido adiposo com a fisiopatologia da SM (CHAVES, 2017). Portanto, ha relacéo
entre, ambos os fatores associados a inflamacdo e ao estresse oxidativo
(FRANCISQUETI et al., 2017).

A inflamacdo e o estresse oxidativo ocorrem quando o suprimento de energia
comeca a exceder a capacidade de armazenamento dos adipdcitos e, como
resultado, ocorre hipertrofia adipocitaria, levando a maior liberacdo de adipocinas
pré-inflamatérias, como interleucina-1 (IL-1), IL-6 e TNF-a (que regulam a liberagao
de proteina C-reativa), através de infiltrado de macrofagos, resultando em
inflamacé&o crénica de baixo grau, que comeca no tecido adiposo e, eventualmente,
atinge a circulacao e outros érgaos como tecido adiposo, pancreatico, muscular,
cerebral e hepético, que, por sua vez, interferem na sinalizacdo intracelular da
insulina, comprometem a funcdo endotelial e o0 metabolismo pdés-prandial
(MOHAMED-ALLI; PINKNEY; COPPACK, 1998; GIORGINO; LAVIOLA; ERIKSSON,
2005; FRANCISQUETI et al., 2017; ATAWIA et al., 2019; HAMJANE et al., 2020),
aumentando o risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares e DM2
(FANTUZZI, 2005). Uma das primeiras consequéncias da inflamacédo € a Rl, uma
vez que o TNF-a previne a fosforilagdo dos receptores de insulina, interferindo em
sua acdo em cascata e impedindo seu funcionamento. A Rl diminui a funcédo da
insulina, levando a uma mudanca no armazenamento dos lipidios, que & um
mecanismo dependente desse hormonio (FRANCISQUETI et al., 2017; GOTTLIEB

et al., 2010).



27

Outra substancia com papel crucial na SM e que vem sendo observada como
ativadora do processo inflamatério e atuacdo sobre o sistema imune € a leptina
(ALAM; NG; LARBI, 2012). A leptina € um hormonio liberado pelo tecido adiposo,
tanto em seres humanos quanto em roedores, e atua como um fator de sinalizacéo
entre o tecido adiposo e o sistema nervoso central, regulando a ingestdo alimentar, o
gasto energético e, consequentemente, a massa corporal (PRADO et al., 2009;
MAIA; NAVARRO, 2017). Altas concentracfes de leptina sdo encontradas no quadro
de obesidade e tem sido relacionada com aumento da atividade simpatica levando a
disfuncéo cardiovascular, hipertensdo e RI (ATAWIA et al., 2019). Outra adipocina
muito abundante no tecido adiposo é a adiponectina, uma proteina que exerce um
efeito antiinflamatorio, reprimindo a producdo de TNF-a e promovendo controle do
ténus vascular pela via da oxido nitrico sintase (NOS) da via endotelial (eNOS), além
de aumentar a sensibilidade a insulina e a oxidacdo de AG e inibir a inflamacéo
vascular estando envolvida na regulacdo do balanco energético (PRADO et al.,
2009; MAIA; NAVARRO, 2017; HAMJANE et al., 2020).

Tem sido observado na SM que esses mediadores tém efeito importante na
sinalizagdo e sensibilidade a insulina de forma sistémica, mas principalmente no
figado e musculos esqueléticos. O aumento do tecido adiposo, principalmente o
visceral e abdominal, esta associado tanto com o quadro inflamatdrio sistémico
quanto com o0 aumento do estresse oxidativo. Além disso, o aumento de
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH)-oxidase e diminuicdo de
enzimas antioxidantes também estdo presentes no tecido adiposo (FANTUZZI, 2005;
HERNANDEZ BAUTISTA et al., 2019; ATAWIA et al., 2019).

Alguns autores tém sugerido que o estresse oxidativo pode ser, acima de tudo,

um evento prematuro ou desencadeador da etiopatogénese da SM, e ndo uma mera
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consequéncia. Dessa forma, o estresse oxidativo tem emergido como um marcador
cardiometabolico, podendo ser um importante fator de risco em individuos com maior
suscetibilidade ao desenvolvimento da SM. O estresse oxidativo ocorre quando ha
um desbalanco entre agentes oxidantes (radicais livres) e antioxidantes, provocando
um desbalanco no status redox celular. Os radicais livres sdo moléculas que
possuem um eletron ndo pareado e sdo altamente instaveis. ERO e espécies
reativas de nitrogénio (ERN), sdo alguns exemplos dessas moléculas e estéao
relacionadas com a producdo de energia, regulacdo do crescimento, fagocitose,
imunidade e defesa celular entre outras funcdes fisioldgicas e estdo envolvidas na
oxidacao de lipidios (lipoxidacéo) e glicose (glicacdo), substancias encontradas em
excesso na SM e na obesidade (GOTTLIEB et al., 2010; DINIZ et al., 2005;
EFFTING, et al., 2019). O estresse oxidativo pode ser desencadeado pelos
adipdcitos, pois quando ha aumento da massa gorda, a irrigacéo insuficiente pode
levar a falta de oxigénio e, portanto, a necrose celular. O processo de fagocitose
para eliminar essas células mortas resulta em aumento da infiltracdo inflamatoria e
do estresse oxidativo pela liberacdo de radicais livres, como NO e perdxido de
hidrogénio, o que pode impactar negativamente sobre os componentes da SM
(FRANCISQUETI et al., 2017).

O estresse oxidativo € controlado pelo sistema de defesa antioxidante
enddgeno, que inclui enzimas antioxidantes como superédxido dismutase, catalase,
glutationa peroxidase, glutationa redutase e compostos ndo enzimaticos, como
ferritina, transferrina, bilirrubina, ceruloplasmina e até mesmo portador de albumina
de baixo peso molecular, como acido urico e acido lipoico. Antioxidantes exdgenos

de frutas e vegetais, incluindo hidrofilicos, como vitamina C e flavonoides e lipofilicos



29

como vitamina E e carotenoides, também estdo incluidos (FRANCA et al., 2013;
SAMPAIO; MORAES, 2010).

A literatura indica que individuos que possuem fatores associados a SM como a
obesidade tem um alto consumo de gordura e acUcares derivados de alimentos
processados com alto teor de sddio, bem como baixa ingestdo de antioxidantes.
Como descrito anteriormente, fica claro que quando ha um desequilibrio entre uma
grande oferta de nutrientes e uma baixa ingestdo de antioxidantes, a obesidade
carrega um quadro de estresse oxidativo, promovendo a sindrome metabdlica
(DINIZ et al., 2005). Estudos mostram, que ao aumentar a capacidade de defesa
antioxidante do organismo, uma vez que a mesma parte ndo s da desintoxicacao
dos radicais livres, mas também est4 intimamente relacionada a modulacdo dos
processos fisiopatoldgicos presentes na SM, e associar uma adequacao alimentar e
exercicio fisico, diminuem a prevaléncia de SM e obesidade (SAMPAIO; MORAES,

2010; FRANCISQUETI et al., 2017).

1.1.4 Esteatose Hepatica

O figado desempenha um papel fundamental no metabolismo lipidico.
Dependendo da espécie, € maior ou menor a sintese de acidos graxos e da
circulagdo lipidica por meio da sintese de lipoproteinas. Eventualmente, o acimulo
de goticulas de lipidios nos hepatdcitos resulta em esteatose hepatica, que pode se
desenvolver como consequéncia de multiplas disfungdes, como alteragées na [3-
oxidacdo, secrecao de LDL e vias envolvidas na sintese de AG. Além disso, um
aumento dos AG néo esterificados circulantes também pode ser um determinante na
patogénese da doenca hepatica gordurosa (NGUYEN et al., 2008).

A doenca hepéatica gordurosa ndo alcdlica (DHGNA) é definida pela infiltracao

gordurosa hepatica em mais de 5% dos hepatdcitos, na auséncia de ingestdo de
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alcool ou outras drogas, assim como na auséncia de doencas virais, autoimunes e
outros tipos de doencas hepaticas. Diferentes agentes e condi¢cdes patoldgicas
estdo associadas com DHGNA, dentre as quais RI, erros inatos do metabolismo e
condicbes médicas ou cirdrgicas associadas a perda de peso. Parece que a
DHGNA, o DM2 e a dislipidemia compartilham mecanismos patogénicos e, por isso,
tem sido sugerido que a esteatose e esteato-hepatite sejam consideradas como
mais um critério no diagnéstico da SM (BITENCOURT et al., 2007; CIOCCA,;
RAMONET; ALVAREZ, 2016).

Nos estagios iniciais da esteatose, a gordura acumula-se dentro dos hepatdcitos
guando 0os mecanismos que promovem a remocao dos lipideos (por oxidacdo ou
exportacdo) nao acompanham os mecanismos que promovem a importacdo ou a
biossintese desse macronutriente. Entre os fatores mais bem caracterizados
relacionados a evolucdo da esteatose a esteato-hepatite estdo os AG, o TNF-a e a
adiponectina. Os AG rotineiramente se deslocam entre o figado e o tecido adiposo,
sendo estes oOrgdos fontes de TNF-a e adiponectina, respectivamente. A
adiponectina reduz o acumulo de lipidios dentro dos hepatécitos por inibir a
importacdo e diminuir a oxidacao e a exportacdo de AG, sendo também um potente
agente sensibilizador a insulina. O TNF-a antagoniza as ag¢des da adiponectina e
promove esteatose do hepatécito e a RI (DIEHL, 2009).

Dessa forma, situacfes em que h& producdo aumentada de TNF-a em relagéo a
adiponectina ocorre esteatose hepatica e RI. Ainda, o TNF-a aumenta a geragao
mitocondrial de ERO, as quais tém sido mostradas como indutoras da RI, também
promove apoptose dos hepatdcitos e o recrutamento de células inflamatorias para o
figado. O simples acumulo de AG nos hepatdcitos induz uma sinalizacdo para

ativacdo de quinases que, por sua vez, ativam o fator de transcricdo nuclear (NFkB),
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gue induz a sintese de TNF-a e IL-6 pelos hepatdcitos, contribuindo, assim, para a
RI sistémica (DIEHL, 2009). Persico et al. (2017) mostram que a RI, dentre outros
efeitos, colabora substancialmente para que pacientes com DHGNA apresentem
uma alteracdo significativa na acdo da enzima eNOS, gerando uma disfuncéo
endotelial que pode contribuir para um maior risco de doencas cardiovasculares
(PERSICO et al., 2017).

Estudos recentes apontam que a pratica aguda e crénica de variados tipos de
exercicio fisico contribui substancialmente para o combate a obesidade, dislipidemia
e DM2, fatores que compbe a SM. O exercicio aumenta a demanda de glicose na
periferia, 0 que leva a um aumento da producdo endégena de glicose. No entanto,
uma vez que a glicose é imediatamente utilizada pelo masculo para sintetizar ATP,
as concentracdes de glicose ficam geralmente estaveis e, portanto, ndo ha estimulo
para um aumento da secrecdo de insulina (PESTA et al., 2017; MONTEIRO et al.,
2015). Além disso, a pratica de exercicio fisico atenua o desenvolvimento de fibrose
hepética, inflamacao e infiltracdo de macréfagos causados pela ingestdo de dieta
hiperlipidica, colaborando com a reducdo de gordura do figado de pacientes com
DHGNA, levando a melhorias significativas na atividade tecidual hepética (LEITE et

al., 2009; BERGLUND et al., 2011).

1.1.5 Sindrome Metabdlica Induzida por Glutamato Monossodico (MSG)

Tem sido proposto na literatura um modelo que se assemelha, pelo menos
em parte, a situacdo clinica de SM que é caracterizada por: obesidade abdominal,
HA, RI, dislipidemias, hiperglicemia e estado pro-inflamatoério sistémico, as quais
aparecem ja na 122 semana de vida dos ratos. Esse modelo foi utilizado em nosso
trabalho por se assemelhar a SM em humanos. Ele foi desenvolvido pela

administracdo subcutanea de MSG (aminoacido excitatorio lesivo ao sistema
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nervoso central), com administracdo realizada no periodo neonatal em ratos, quando
a barreira hematoencefalica ainda néo esta totalmente desenvolvida (DOLNIKOFF et
al., 2001; VOLTERA, 2008; JUNQUEIRA, et al., 2011; LOBATO et al.,, 2012;
FERREIRA et al., 2011; LAMBERT et al., 2010).

O MSG é uma substancia que tem efeitos toOxicos em varias espécies animais,
sendo largamente usada como alimento e aditivo farmacéutico. Os principais locais
afetados pela sua toxicidade sdo nucleos hipotalamicos e a eminéncia média,
resultando na destruicdo de corpos celulares e neurénios localizados no sistema
nervoso central (SNC) e préximos da regido dos ventriculos, causando também
necrose de células neuronais do nucleo ventromedial hipotalamico e principalmente
do ndcleo arqueado do hipotalamo (ARC), que tem de 80 a 90% de seus neurdnios
destruidos (OLNEY, 1969).

Portanto, a lesdo no ARC, que é uma regido responsavel pela secrecdo de
neurotransmissores, peptideos e horménios que estdo ligados ao crescimento,
desenvolvimento e metabolismo, causa varios efeitos patoldégicos nesses animais,
entre eles:

- Alteracdes cardiovasculares,

- Hiperinsulinemia,

- R,

- Concentracdes aumentadas de corticosterona e leptina: decorrentes do
acumulo de gordura visceral e insulina,

- Diminuicéo da liberacdo de horménio do crescimento (GH),

- Redugéo no hormonio adrenocorticotréfico hipotalamico (ACTH),

- Hipotermia,
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Além de comprometimento grave da funcdo enddcrina hipotalamo-adeno-
hipofisaria, como: atrofia gonadal, reducdo da captacdo de estrogénio, diminuicdo do
comportamento sexual, capacidade de resposta alterada dos gonadotrofos
hipofisarios ao hormdnio liberador do horménio luteinizante exdgeno e capacidade
reprodutiva prejudicada (CLOUGH; ARAVICH; SLADEK, 1986; RIBEIRO et al., 1997,
VOLTERA, 2008; FERREIRA et al., 2011; HERNANDEZ BAUTISTA et al., 2019).

O glutamato € um aminoacido excitatorio encontrado no cérebro (incluindo
estruturas ligadas a mediacdo da nocicepc¢do), na coluna dorsal e na periferia, e €
liberado em resposta a estimulacdo nociceptiva e lesdo tecidual ou de nervo
(CHAKRABORTY, 2019; FERREIRA, 2013). Uma vez liberado, o glutamato pode
atuar atraves de receptores ionotropicos (diretamente acoplados a canais i6nicos) ou
metabotropicos (acoplados a sistemas de segundos mensageiros via proteina G).
Qualguer mudanca ocorrida na excitabilidade neuronal durante a fase do
desenvolvimento inicial pode acarretar modificagcdes quimicas nas redes neuronais,
com consequéncias patolégicas (EARNHEART et al. 2007). A ativacao prolongada
de receptores glutamatérgicos pode levar a morte neuronal em varias regides do
cérebro, tais como o cortex cerebral e hipocampo (DU BOIS; HUANG, 2007). Este
tipo de morte neuronal € denominado de excitotoxicidade e é acionado pelo influxo
de Ca?* mediado principalmente pela ativacdo de receptores ionotropicos de
glutamato e pode induzir apoptose ou necrose dependendo da intensidade de
ativacao do receptor glutamatérgico (JOHNSTON, 2005).

Aléem do hipotalamo, outras regibes do SNC sofrem destruicdo em
decorréncia do uso de MSG neonatal, incluindo a area postrema (AP) no tronco
cerebral caudal. Aléem disso, sabe-se que a maioria dos neurdnios do nucleo

arqueado ventrolateral e ventromedial é sensivel aos efeitos toxicos do MSG,
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enquanto uma subpopulacdo de células da divisdo dorsomedial deste nucleo e
neurénios dopaminérgicos ndo sao susceptiveis a sua neurotoxicidade (MEISTER et
al.,1989).

Dados da literatura, incluindo trabalhos realizados em nosso laboratorio
avaliando os parametros cardiovasculares de forma direta em animais nao
anestesiados mostraram que, ratos tratados com MSG apresentam hipertensdo na
idade adulta, acompanhado de aumento no componente simpatico da modulacéo
autonémica evidenciada pela andlise espectral da variabilidade da frequéncia
cardiaca e atividade nervosa simpatica renal aumentada (DA CUNHA et al., 2011,
DA SILVA MATTOS et al., 2012), além de sensibilidade barorreflexa alterada
(KARLEN-AMARANTE et al., 2012). Da Cunha e colaboradores (2010) mostraram
gue o modelo MSG induz aumento de lipoperoxidacdo plasmatica, comprovando que
a obesidade € geradora de estresse oxidativo. Nesse modelo também foi
evidenciado que a producgdo de NO endotelial esta diminuida e o estresse oxidativo
esta aumentado (da CUNHA et al., 2010), podendo levar a injuria celular e tecidual
nos vasos sanguineos. Em trabalho anterior, foi observada alteragdo na
hemodindmica sistémica como aumento da frequéncia cardiaca (FC), pressao
arterial média (PAM) e resisténcia periférica total (RPT) (VOLTERA et al., 2008).

A literatura mostra também que, a hiperatividade simpéatica no modelo MSG
pode ser o resultado de um conjunto de alteracbes sistémicas, como aumento da
insulina, leptina, AGL, maior ativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA), aumento da inflamacdo e do estresse oxidativo que, de forma conjunta
contribuem para o desenvolvimento da hipertensdo e aumento da atividade do
sistema nervoso simpatico (KURUKULASURIYA et al., 2011; LOHMEIER; ILIESCU,

2013).
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1.2 Exercicio Fisico

Exercicio fisico ¢é todo esforco fisico previamente planejado,
estruturado e repetitivo, com maior ou menor demanda de energia, que tem por
finalidade induzir melhor funcionamento organico (KOHL et al., 2012). A energia é
acumulada em forma de adenosina trifosfato (ATP), onde a quebra de ATP do
musculo fornece energia para exercicios de diferentes intensidades e duragdes, por
vias glicoliticas e aerdbias para producao energética (HU, et al., 2013), promovendo
efeitos benéficos tanto para a prevencdo para o tratamento de doencas
cardiovasculares e endocrino-metabolicas, como a HA, diabetes melittus, obesidade,
dislipidemias e aterosclerose (BRUM et al, 2004; SILVA; ZANESCO, 2010; MAIA;
NAVARRO, 2017).

O exercicio traz diversos efeitos benéficos ao nosso organismo, como:
aumento da producdo de energia mitocondrial, estimulacdo das defesas
antioxidantes, reducéo da inflamacéao e frequéncia cardiaca de repouso, inducéo de
angiogénese e sinaptogénese, melhora do ganho e sensibilidade do barorreflexo e
plasticidade na modulacdo autonémica (RAQUEL et al., 2016; MENG et al., 2014).
Dentre os efeitos promovidos pelo treinamento fisico (TF) sobre o sistema
cardiovascular destacam-se: a bradicardia de repouso, melhora do ganho e
sensibilidade do barorreflexo e plasticidade na modulacdo autondmica (DE ABREU
et al., 2009; MARTINS-PINGE, 2011; PINHEIRO et al., 2007; MEDEIROS et al.,
2004). O exercicio fisico regular atua no sistema cardiovascular por meio de
remodelamento do musculo cardiaco, melhorando a capacidade antioxidante no
miocardio, reducéo de gordura do epicardio e alteracdes na fungédo mitocondrial. No
musculo liso vascular promove o aumento da expressdo da eNOS, levando ao

aumento da producdo de NO, que apresenta efeitos anti-inflamatoérios,
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vasodilatadores e anti-plaquetéarios importantes para a homeostase vascular (SILVA;
ZANESCO, 2010).

Sabe-se ainda que, a duracdo e a intensidade do exercicio podem ser
determinantes para induzir ou nao adaptacbes fisioldogicas do sistema
cardiovascular. Devido aos efeitos positivos dos exercicios de moderada intensidade
e longa duracéo, protocolos de TF em esteira tém sido aplicados como aliados no
tratamento ndo farmacologico de condicBes associadas a SM, como a hipertenséo
arterial, diabetes e insuficiéncia cardiaca (BORCK et al., 2019).

Por outro lado, em exercicios de baixa intensidade e longos periodos de
duracédo, predomina a utilizacdo de AG. Ja exercicios de alta intensidade e curtos
periodos de duracdo que promovem, aumento de trofismo, predomina a utilizacéo de
glicose. Exercicios que envolvem grandes grupos musculares, alta intensidade,
grande volume e menores intervalos de recuperacdo promovem maior dispéndio
energético, gerando maior concentracdo de lactato pds-exercicio, o que foi
associado a maior demanda anaerobia do exercicio (HU et al., 2013).

Dados da literatura apontam o TF como um importante aliado na redugéao dos
riscos relacionados a SM por sua capacidade de restabelecer o equilibrio entre as
citocinas pro-antiinflamatoérias e regular o estado redox celular (EFFTING et al.,
2019), além de promover varios efeitos benéficos ao sistema cardiovascular através
da reducdo da PAM, atenuacdo da ativacdo simpatica, do sistema renina-
angiotensina, da disfuncdo mitocondrial, do remodelamento do coracdo e da
circulacdo do musculo esquelético, melhora do controle autonémico do coracéao,
aumento do consumo maximo de oxigénio, bradicardia de repouso e ganho
barorreflexo (RAQUEL et al., 2018; MARTINS-PINGE, 2011; BRUM et al, 2004),

além de atenuar o desequilibrio do calcio, suprimir o acumulo de gordura de
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individuos obesos (LI, et al., 2015; BOZI et al., 2016) e reduzir a resisténcia a leptina

e a RI nos tecidos periféricos (BAE, 2018).

1.3 L-ARGININA

A l-arg (4cido 2-amino-5-guanidino-pentandico) € um aminoacido
condicionalmente essencial e apresenta diversas fungdes metabdlicas no organismo
de mamiferos, participando de processos como transporte e excre¢do do nitrogénio,
ciclo da uréia, sintese de agmatina, poliaminas, bases pirimidinas, creatina,
proteinas, prolinas, glutamato, resposta imune do hospedeiro e ainda é importante
substrato para a sintese de NO (GAMBARDELLA, et al., 2020; WU et al., 2016;
ALAM et al.,, 2013). Este aminoacido foi isolado pela primeira vez em 1886 de
tremocos e posteriormente identificado como um componente das proteinas animais
(HU et al.,2017). Entretanto, quando sua sintese esta diminuida ou em situacdes
patolégicas como, na DM2 em que a sua demanda também esta diminuida, a I-arg
se torna um aminoacido essencial (REYES; KARL; KLAHR, 1994).

Evidéncias emergentes de estudos com animais indicam um papel importante
da l-arg na regulacdo do metabolismo de substratos de energia (TAN et al., 2012). A
versatilidade metabdlica da |-arg € a base de grande interesse em seu uso nos
altimos 25 anos para prevenir e tratar disfuncdes de multiplos sistemas (por
exemplo, circulatorio, gastrointestinal, imunolégico e reprodutivo) em mamiferos e
aves. Embora a |-arg tenha sido tradicionalmente classificada com base no balanco
de nitrogénio, como um "aminoacido nutricionalmente ndo essencial", para adultos

saudaveis, este aminoacido é agora considerado um nutriente condicionalmente

essencial na dieta para atender a necessidades especificas (por exemplo,
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espermatogénese em machos e crescimento embrionario e sobrevivéncia em
fémeas gestantes), além da sintese de proteinas (WU et al., 2016).

As fontes de |-arg podem ser enddgenas ou exdgenas. As principais fontes
exdgenas sao: carnes (bovina, suina, peixe), leguminosas (soja, lentilha),
oleaginosas (améndoa, castanha) e vegetais (brocolis, espinafre, cebola) (DE
LORGERIL, 1998; KHALAF et al., 2019). Embora macrofagos e células endoteliais
produzam l-arg, a maior parte da sua sintese enddégena ocorre no figado e nos rins.
Como o figado utiliza a maior parte da l-arg produzida no ciclo de uréia, a
manutencdo dos niveis plasmaticos normais de |-arg depende da sua producédo nos
rins e ingestéo na dieta (FEATHERSTON; ROGERS; FREEDLAND, 1973).

A l-arg participa de diversas vias metabdlicas, ndo sendo exclusivamente
precursora da producdo do NO. Além de ser metabolizada pelas NOS, a l-arg
também pode sofrer a acdo de outras enzimas, dentre elas:

- Arginase descarboxilase, produzindo a I-agmatina;

- Arginina glicina amidinotransferase, produzindo a creatinina;

- Arginase, tendo como produtos a ureia e a L-ornitina — esta por sua vez vai
dar origem as poliaminas (BUGA et al., 1996). Dentre estas enzimas, destaca-se a
arginase, uma vez que possui um importante papel na regulacdo da disponibilidade
da l-arg para a sintese de NO em diferentes tipos celulares e doencas. Com isso,
alteracOes na atividade ou expressdo dessa enzima podem interferir na via I-arg-NO,
contribuindo para a diminui¢cdo na sintese de NO (TOPAL et al., 2006).

Dados da literatura mostram que a suplementacdo com l-arg € capaz de
minimizar as alteragbes metabdlicas, cardiovasculares e hepaticas de animais com
SM, através do aumento da lipdlise e inibicAo da lipogénese, melhora do

vasorrelaxamento induzido pelo endotélio, diminuicdo dos lipidios plasmaticos e
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acumulo de lipidos no figado, diminuicdo da pressao arterial, modulando a
expressado e fungcdo de enzimas chave envolvidas nas respostas antioxidantes e no
metabolismo da gordura em tecidos sensiveis a insulina (ARAUJO et al., 2017,
SZULINSKA et al., 2014; ALAM et al.,, 2013). Também foi demonstrado que a
suplementacdo com l-arg associada ao exercicio fisico melhora o desempenho fisico
e contribui para saude cardiovascular devido ao aumento na producédo periférica de
NO, sintese de proteinas e reducdo do estresse oxidativo (HAMBRECHT et al.,

2000; SIASOS et al., 2007; LUCOTTI et al., 2009; VALGAS DA SILVA et al., 2015).

1.4 Oxipo NiTRICO

O NO é um radical livre, inorganico, incolor, que possui sete elétrons de
nitrogénio e oito de oxigénio, tendo um elétron desemparelhado. E um gas com meia
vida de aproximadamente 4-10 segundos e é produzido por praticamente todas as
células do organismo. Até meados da década de 1980, o NO era considerado
apenas membro de uma familia de poluentes ambientais indesejaveis e
carcindbgenos potenciais. O interesse pelas suas funcdes biologicas foi pela
descoberta da sua funcéo no endotélio vascular (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980;
DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003; MARTINS-PINGE, 2007).

O papel do NO hoje estd bem estabelecido na literatura, estando envolvido
com processos fisiolégicos como vasodilatagdo, memoria, neuroprotecao,
peristaltismo, defesa imunoldgica, erecdo peniana, secre¢bes endocrinas e
exocrinas bem como, importantes participacbes em varios sistemas como o0
cardiovascular, reprodutivo, sistema imune e SNC (SHINDE; MEHTA; GOYAL, 2000;
GAUDIOT et al., 1998). No tecido muscular o NO estad relacionado a varios

processos fisioldgicos, incluindo regulacdo metabdlica, angiogénese, expressao
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génica, regulacdo do fluxo sanguineo e modulacdo no processo contratil do musculo
esquelético (SAMPAIO; MORAES, 2010). O NO também interage fortemente com o
anion superoxido, que € continuamente gerado e liberado da cadeia de transporte de
elétrons para formar o peroxinitrito. O peroxinitrito pode ter diversos efeitos na
funcdo mitocondrial, como inibir a respiracdo nos complexos | e lll por S-nitrosacao,
promover a abertura dos canais de potassio sensiveis a adenosina trifosfato (K*atp)
mitocondriais e ativar a cascata da matriz mitocondrial (LACZA; PANKOTAI,
BUSIJA, 2015).

Uma das vias de producdo de NO estudada é a formacdo a partir do nitrito
como precursor. O nitrito, tem mualtiplos destinos que resultam na producédo de NO,
tanto por meios enzimaticos quanto ndo enzimaticos. Por exemplo, no ambiente
acido do estdbmago, o nitrito € convertido ndo enzimaticamente em NO, que entao
exerce efeitos locais. O nitrito também pode entrar na corrente sanguinea por meio
da absorcdo gastrointestinal. Sob hipoxia relativa, o nitrito pode ser reduzido pela
desoxihemoglobina, liberando NO na microcirculacdo local. A xantina oxidase e a
propria eNOS reduzem o nitrito a NO em condi¢Bes acidas ou hipdxicas, como
observados durante a isquemia tecidual (CYR et al., 2020). Porém, outras moléculas
inorganicas também possuem a capacidade de reduzir nitrito em NO como, 0s
polifendis e o antioxidante acido ascorbico (vitamina C) (LUNDBERG; CARLSTROM;
WEITZBERG, 2018).

Portanto, a via classica de formacdo do NO depende de enzimas
especializadas chamadas sintases de oOxido nitrico (NOS). As enzimas NOS
possuem uma estrutura dimérica e com multiplos dominios que permitem sintetizar
NO através do oxigénio molecular (0% e da l-arg e requer cofatores como

tetrahidrobiopterina (BH4), ferro heme, NADPH, flavina adenina dinucleotideo (FAD),
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flavina mononucleétido (FMN) e calcio (Ca?*)/calmodulina (CaM) (RAJAPAKSE;
HEAD; KAYE, 2016; KHALAF et al., 2019). Varias isoformas da NOS ja foram
identificadas e podem diferir quanto a distribuicdo nos tecidos, peso molecular e
propriedades fisicas e funcionais. Foi caracterizada uma NOS constitutiva (cNOS),
gue é uma enzima dependente do Ca?* expressa constitutivamente e NOS induzivel
(INOS) que nao depende de calcio para sua sintese, produzida por macréfagos e
outras células ativadas por citocinas (ROBBINS; GRISHAM, 1997; VESPA; SILVA,
1994).

Foram descritas 4 isoformas da NOS:

- NNOS (NOS neuronal ou NOS I): € encontrada no cérebro, na medula
espinhal, nos ganglios simpaticos, em glandulas adrenais, nos neurdnios nitrérgicos
e em outras estruturas como células epiteliais de pulmdes, utero e estbmago, células
da macula densa do rim, células da ilhota pancreética e do musculo esquelético; é
regulada pelo complexo Ca?*/CaM e muito susceptivel a inibicdo pelo préprio NO. A
NNOS produz NO de forma pulsatil e suas func¢des incluem plasticidade sinaptica no
SNC, relaxamento muscular suave, regulacdo central da pressao arterial e
vasodilatacao via nervos nitrérgicos periféricos. A nNOS também desempenha um
papel na comunicacdo celular e estd associada as membranas plasmaticas. Por
outro lado, também esta envolvida com morte neuronal no derrame cerebrovascular
(ZAGO; ZANESCO, 2006; FORSTERMANN; SESSA, 2012).

- eNOS (NOS endotelial ou NOS Ill): Produz quantidades relativamente
baixas de NO, e sua atividade é controlada por Ca?*/CaM, encontrada nas células
endoteliais, plaquetas, eritrécitos, cardiomiocitos, ceélulas musculares lisas,
hepatocitos e adipdcitos. No entanto, € expressa predominantemente no endotélio.

Produz NO no endotélio vascular sob condicbes basais, mas a forca de
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cisalhamento produzida pelo fluxo sangliineo pode aumentar sua producdo. O NO
liberado no lumem vascular é um potente inibidor de adesdo e agregacao
plaguetéaria na parede vascular e inibe a adeséo de leucocitos ao endotélio vascular,
inibe a sintese de DNA, mitogénese e a proliferacdo de células da musculatura lisa
vascular e; também € responsavel pela regulacdo da pressdo sanglinea e
contratilidade do musculo cardiaco. Sua expressdo € restrita a células endoteliais
vasculares, embora existam relatos da sua localizacdo no hipocampo, sendo sua
expressdo em humanos significantemente suprimida pela hipéxia (CERQUEIRA,
YOSHIDA, 2002; MONCADA; HIGGS, 1993; SANSBURY; HILL, 2014).

- mtNOS (NOS mitocondrial) € um novo membro da familia NOS, Ca?*/CaM
dependente e estd presente no interior da membrana mitocondrial (ELFERING,;
SARKELA; GIULIVI, 2002). A identidade da mtNOS parece estar relacionada ao
tecido de origem, como cérebro, musculo e coracdo (ALDERTON et al.,, 2001).
Portanto, as funcdes da mtNOS provavelmente sdo adaptadas as necessidades
especificas do tecido em que se encontra (RIOBO et al., 2001). Em condicdes
fisiologicas, as mitocondrias desempenham um papel critico na producao de energia
celular, expressao génica e regulacdo metabdlica. O NO é bem conhecido por
bloquear a citocromo c oxidase (complexo IV) para interromper o transporte de
elétrons naquele local e alterar a funcdo mitocondrial. O NO foi implicado na
regulacdo do fluxo de Ca?' transmitocondrial, no potencial transmembranar
mitocondrial e na modulacdo da emissdo de EROS e ERN (GERDES et al., 2020).

- INOS (NOS induzivel ou NOS 1I): A INOS é ativada a partir de alguns
estimulos patoldgicos, como, por exemplo, lipopolissacarideos bacterianos (LPS),
citocinas, incluindo a IL-1, endotoxinas e TNF-a, e é independente de ions Ca?*.

Essa isoforma pode ser expressa em uma grande variedade de tipos celulares
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incluindo, macrofagos, linfécitos, neutréfilos, eosindfilos, células de Kupffer,
hepatocitos e células epiteliais. Uma das grandes diferencas entre a cNOS e a
induzivel é que a INOS é capaz de liberar grandes quantidades de NO por periodos
relativamente longos, devido a essa extensiva e prolongada producdo de NO
juntamente com o superoxido formado por ele ou por outras fontes, podendo levar a
producdo exacerbada de peroxinitrito, que € uma molécula altamente oxidante e
toxica indutora de injaria celular (ZAGO; ZANESCO, 2006; MCKNIGHT et al., 2020).
Apesar de ser liberada principalmente em situacBes inflamatorias, estudos
mostraram que a iINOS também pode ser expressa sob situacoes fisioldgicas
(FORSTERMANN; SESSA, 2012; JIA et al., 2006).

Evidéncias sugerem que, a reducdo endbégena da sintese de NO esta
relacionada a varios disturbios fisiopatolégicos ou condicBes associadas, como
aumento do tbnus vascular, aumento da adesdo plaquetaria, diminuicdo da
vasodilatacado endotelial dependente da hipercolesterolemia, diabetes, obesidade e
arteriosclerose (SOUZA et al., 2009). Como sua biodisponibilidade depende do
equilibrio entre sua geracdo e sua degradacdo, os niveis reduzidos de NO podem
resultar em diminuicdo da expressédo da NOS, comprometendo a atividade da NOS
ou acao do NO com espécies reativas (por exemplo, superéxido) (DUSSE; VIEIRA,;
CARVALHO, 2003; SANSBURY; HILL, 2014).

Como descrito anteriormente, o NO ¢€ sintetizado endogenamente a partir da |-
arg, e resultados recentes sugerem que a suplementacdo com l-arg pode aumentar
significativamente a producédo de NO e alterar o metabolismo de ERO, provocando
efeitos na presséo sanguinea, como vasodilatacdo, melhorando o fluxo sanguineo, o
gue consequentemente melhorar a disfuncédo endotelial (SHAN et al., 2013; KHALAF

et al., 2019), assim como, a acéo benéfica do NO nas doencas tromboembodlicas e
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nas dislipidemias esta bem estabelecida. Contudo, o exercicio fisico também tem
sido empregado como uma ferramenta extremamente importante para manter a
funcdo endotelial e restaura-la através da producdo de eNOS. Portanto a pratica
regular de atividade fisica é fundamental para a manutencdo da saude e prevencao

e tratamento das doencas cardiovasculares (ZAGO; ZANESCO, 2006).
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2. JUSTIFICATIVA

A SM ¢é definida pela associacéo de fatores de risco individuais para doencas,
como: hipertensdo arterial, DM2 e dislipidemias, além de aumentado estresse
oxidativo e inflamacéo, resisténcia a insulina, obesidade, resisténcia a leptina,
desequilibrios na producdo de NO e aumentada atividade simpéatica. Considerando
que o modelo de obesidade MSG se assemelha em muitos aspectos com a SM
desenvolvida em humanos, além dos fatores ja citados que contribuem para o
desenvolvimento de comorbidades metabdlicas e cardiovasculares, faz-se relevante
investigar os efeitos da suplementacdo com l-arg associados ou ndo ao TF sobre
parametros cardiovasculares, autondmicos e metabdlicos e avaliar a producédo do
NO e o estresse oxidativo no plasma e em tecidos periféricos de animais com SM.
Vale ressaltar que existem ainda poucos estudos nessa area e nenhum trabalho, até
0 presente momento, abordou a associacdo do TF e a suplementacdo com |-arg em

ratos com SM.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo estudar os efeitos da suplementacdo com I-
arg associada ou ndo ao TF sobre a fisiopatologia da obesidade MSG em ratos
avaliando os parametros cardiovasculares, autondmicos, oxidativos e concentragao

de nitrito tecidual.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFiCOS

1. Caracterizar os parametros de obesidade através do célculo do indice de Lee e
peso do tecido adiposo retroperitoneal e perigonadal em ratos treinados e

sedentérios suplementados ou ndo com l-arg;

2. Avaliar os parametros cardiovasculares em ratos treinados e sedentarios ndo
anestesiados suplementados ou ndo com l-arg através da medida direta da PAM
e FC. Avaliar os parametros autbnomicos através da andlise espectral da

variabilidade cardiaca e do barorreflexo espontaneo;

3. Determinar a producdo de NO, na aorta, coragdo, rim e tecido adiposo
retroperitoneal e perigonadal em ratos treinados e sedentarios suplementados ou

nao com l-arg;

4. Avaliar o perfil molecular oxidativo plasmatico, cardiaco, muscular, hepatico e
arterial, através da dosagem de ABTS, FRAP, NBT e T-BARS em ratos treinados

e sedentarios suplementados ou ndo com l-arg;

5. Avaliar o perfil metabdlico de ratos treinados e sedentarios suplementados ou
nao com l-arg pelo teste de tolerAncia a insulina, esteatose hepética e

quantificacdo dos AG plasmaticos;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Todos os procedimentos foram realizados em acordo com as diretrizes éticas
do CONCEA e aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UEL:
130/2017. Anexo )

Para este estudo foram utilizados ratos Wistar provenientes de
acasalamentos no biotério setorial do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas (CIF),
a partir de matrizes provenientes do biotério Central da Universidade Estadual de
Londrina (UEL). No biotério setorial do CIF, os ratos foram mantidos em caixas de
polipropileno (45x25x25cm), em sala com temperatura controlada (21+2°C), em ciclo
claro/escuro de 12/12 horas, com ragdo (Nuvilab CR-1; Nuvital®, Colombo, Parana,

Brasil) e agua & vontade.

4.2 INDUCAO DA SINDROME METABOLICA E AVALIACAO DOS PARAMETROS DA

OBESIDADE

A prole recebeu durante os cinco (5) primeiros dias de vida, o tratamento para
inducdo da SM através de injecdes intradérmicas de MSG 4mg/g/dia (Sigma Co.
MO, USA) ou salina equimolar (DE FREITAS MATHIAS et al., 2007). A obesidade foi
caracterizada ao final dos experimentos pelo célculo do indice de Lee para cada
animal usando a férmula: ¥peso corporal/comprimento naso-anal x 100, onde 0 peso
corporal e o comprimento sdo dados em g e cm, respectivamente e os resultados
abaixo de 30 sdo considerados normais. Além disso, foi considerado o peso das
gorduras retroperitonial e perigonadal para avaliacdo da obesidade (BERNARDIS e

PATTERSON, 1968).
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4.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS
No 60° dia de vida os ratos foram distribuidos em oito grupos experimentais:
- Controle sedentério tratados com agua (CTR SED AGUA)
- Controle treinado tratados com agua (CTR TRE AGUA)
- Controle sedentério tratados com I-arginina (CTR SED L-ARG)
- Controle treinado tratado com I-arginina (CTR TRE L-ARG)
- SM sedentério tratados com agua (SM SED AGUA)
- SM treinado tratados com agua (SM TRE AGUA)
- SM sedentério tratado com l-arginina (SM SED L-ARG)

- SM treinado tratado com l-arginina (SM TRE L-ARG).

4.4 TREINAMENTO FisICO: ESTEIRA

O treinamento fisico em esteira teve inicio no 60° dia de vida dos animais. O
treinamento aerdbio em esteira foi realizado por protocolo padronizado previamente
(AMARAL; ZORN; MICHELINI, 2000). Esse treinamento é considerado de baixa a
moderada intensidade pois € realizado em 50-60% da velocidade atingida no teste
de esforco. O protocolo foi realizado durante 5 dias/semana, 1h/dia, sem inclinacao e
com duracao total de 8 semanas (Anexo Il).

Antes do inicio do TF, no 45° dia de vida dos animais passaram por um
periodo de adaptacdo & esteira por 2 semanas. Neste periodo, os animais foram
submetidos diariamente (5 vezes por semana) a sessbes de corrida que tinham
duracéo total de 10 minutos, sob velocidade de 8 m/min e 0% de inclinagcdo. Apos
esse periodo de adaptacdo ao treinamento, os ratos foram selecionados segundo a
habilidade de andar/correr na esteira ergométrica. Um teste de esforco maximo foi

realizado durante o exercicio fisico na esteira ergométrica adaptada para ratos e
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camundongos (Master One) para determinar a intensidade do esforco fisico,
avaliada indiretamente pela distancia maxima percorrida. Esse teste era iniciado com
a velocidade de 8 m/min, com incrementos de 3 m/min a cada 3 minutos até a
exaustdo do animal. A carga maxima considerada foi aquela em que o animal ndo
conseguia mais correr espontaneamente.

O teste de esforco maximo foi realizado no inicio, ao meio e ao final do
protocolo de treinamento ou sedentarismo e utilizados para aferir a intensidade do
treinamento e do ganho de desempenho dos grupos TRE e SED ao final dos
protocolos experimentais. Também foi realizado o acompanhamento do ganho de
peso desses animais durante as 8 semanas de protocolo. Os ratos alocados nos
grupos SED foram mantidos em sedentarismo por igual periodo (8 semanas) e,
apenas 1 vez/semana eram colocados na esteira (5-10 minutos com velocidade de 8
m/min), para habituacdo a manipulacdo experimental e realizacdo dos testes de
esforco.

4.5 SUPLEMENTAGCAO COM L-ARGININA

A suplementacdo oral com l-arg (Sigma-Aldrich CO, Saint Louis MO®)
também teve inicio no 60° dia de vida dos animais. Foi realizada em ratos dos
grupos tratados com l-arg, durante 5 dias/semana por 8 semanas, pelo tubo gastrico
do animal (gavagem), sendo preparada diariamente na dose de 62,5mg/mL/rato/dia,
e administrada 1mL/rato/dia (VALGAS DA SILVA et al., 2015). Em ratos dos grupos
nao tratados com l-arg, foi administrado via gavagem o mesmo volume de agua de
torneira. Os animais dos grupos treinados que foram suplementados ou néo,
receberam a dose de l-arg ou de &gua de torneira duas horas antes de cada

treinamento fisico.
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4.6 CATETERISMO DA ARTERIA FEMORAL E REGISTRO DE PARAMETROS
CARDIOVASCULARES

No 121° dia de vida, um grupo de animais foi submetido a cirurgia sob
anestesia de cloridrato de cetamina (100 mg/kg, i.p.) e cloridrato de xilasina (6,7
mg/kg, i.p.), para cateterizacdo da artéria femoral com o objetivo de monitorizacéo
da presséo arterial pulsétil de forma direta. Foi inserido um cateter de polietileno PE-
10 conectado a um segmento de PE-50 na artéria do rato, que ao final foi fechado
com oclusor para impedir a saida do fluxo sanguineo. O cateter foi exteriorizado na
regido dorsal com fixagdo na pele através de sutura e foi realizado sutura no local de
acesso a artéria também. ApoOs o término do procedimento cirdrgico e estando os
ratos mantidos em ambiente aquecido para total recuperacdo da anestesia, foi
administrado uma dose de 100 mg/kg (v.0.) de analgésico (Paracetamol®, Teuto).
Em seguida, os ratos retornaram ao biotério para recuperacéo por 24 horas.

Apbs 24 horas dessa cirurgia, a canula arterial do animal foi acoplada a um
transdutor de pressdo (Powerlab modelo MLT0380) e conectada ao sistema de
registro computadorizado (Powerlab/ ADInstruments). Em uma sala silenciosa, 0s
animais acordados e livres para movimentacdo foram alocados em uma caixa
individualizada e submetidos ao registro basal da PAM e FC por aproximadamente

60 minutos e em seguida, realizados os protocolos experimentais.

4.7 ANALISE ESPECTRAL DA VARIABILIDADE DA PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA
(PAS) E INTERVALO DE PuLsO (IP)

A modulagdo autondmica na PAS é analisada através dos componentes de
baixa frequéncia (LF), de muito baixa freqiéncia (VLF) e variancia. A modulagéo
autonémica do IP é analisada pelo componente LF, componente de alta frequéncia
(HF) e razdo simpato-vagal (LF/HF). Essa ultima tem sido interpretada como o

balanco da acdo conjunta dos componentes vagal e do SNS sobre o coragéo que,
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ao estar aumentada evidencia uma predominancia do simpatico (LF) (MALIK;
CAMM, 1993).

Para esta analise foi utilizado inicialmente o programa computacional
LabChart 7.0 (ADinstruments, Bela Vista, Australia) que detecta pontos de inflexdo
nos pulsos de presséo e gera séries batimento a batimento, com valores de PAS e
IP para cada ciclo cardiaco (DUTRA et al., 2013; TEZINI; DIAS; SOUZA, 2013).
Posteriormente, esses dados de PAS e IP foram convertidos para outro programa
computacional Cardioseries v2.4 (www.danielpenteado.com) que analisa essas
séries temporais batimento a batimento e as reamostra em 10 Hz (1 valor a cada
100 ms) por interpolacdo cubica do tipo spline para regularizar o intervalo de tempo
entre batimentos. As séries com valores interpolados foram divididas em segmentos
de 512 valores cada com sobreposicdo de 50% (Protocolo Welch). Foi examinado
visualmente cada segmento e aqueles considerados com artefatos ou transientes
foram excluidos.

Os segmentos considerados adequados foram integrados em bandas de LF
(0,20 - 0,75 Hz), que representa a modulacdo pelo tbnus simpético do sistema
nervoso autbnomo (SNA), HF (0,75 - 3,00 Hz), que representa a modulagéo pelo
tbnus parassimpatico do SNA, e a banda VLF (<0,20Hz), que apesar de ndo ter uma
explicacdo fisiolégica bem estabelecida, representa acbes de regulacdo hormonal,
vasomotora e de temperatura, além da atividade do sistema renina-angiotensina. Os
resultados foram expressos em unidades absolutas (ms2 ou mmHg2) e
normalizadas (un). Os valores normalizados foram obtidos por meio do calculo da
poténcia relativa das bandas de LF e HF, levando em consideracdo a poténcia total
de espectro menos a poténcia VLF. Para avaliar o balanco simpatovagal cardiaco,

que representa as alteracdes absolutas e relativas entre os componentes simpatico
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e parassimpatico, calculou-se a razédo entre a poténcia das bandas de LF e HF

(LF/HF) do espectro do IP (DUTRA et al., 2013; TEZINI; DIAS; SOUZA, 2013).

4.8 ANALISE DO BARORREFLEXO ESPONTANEO

Foi utilizado o Método da Sequéncia para avaliar a sensibilidade barorreflexa
(SBR) que foi avaliada no dominio da frequéncia através das séries temporais
batimento a batimento com os valores de PAS e IP, utilizando o programa
computacional CardioSeries v2.4 (www.danielpenteado.com). As séries foram
analisadas em busca de sequéncia de 4 ou mais batimentos (rampa), onde
aumentos progressivos de PAS foram acompanhados de aumentos progressivos de
IP (ganho up), ou reducdes progressivas de PAS foram acompanhadas de reducdes
progressivas de IP (ganho down), bem como o ganho total que reflete a
guantificacdo de ambas as medidas. Além disso, foi avaliada a efetividade
barorreflexa (BEI), que demonstra o quao efetiva é a atividade dos barorreceptores
em responder aos aumentos e diminui¢cdes da presséo arterial.

Foram utilizados limiares de 0 mmHg e 0 ms para detectar alteracées da PAS
e IP, respectivamente. Apds a deteccdo de uma rampa de PAS, o programa
computacional buscou por alteragcdes no IP sem qualquer intervalo, ou seja, delay de
zero batimento. Uma sequéncia barorreflexa foi utilizada somente quando o
coeficiente de correlacéo (r) entre os valores de PAS e IP for maior ou igual a 0,8. A
SBR foi determinada a partir da média de inclinacdo da reta da regressao linear
entre os valores de PAS e IP de cada sequéncia barorreflexa encontrada (KARLEN-

AMARANTE et al., 2012; LOPES, 2021).
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4.9 TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA (ITT)

No 121° dia de vida, outro grupo de animais foram submetidos a privacao
alimentar por quatro horas, mas mantidos com livre acesso a agua. Apos a restricao
alimentar, os ratos foram pesados e anestesiados com tiopental sodico (40mg/Kg,
ip). Foi realizado um pique na cauda dos animais e amostras de sangue da cauda
foram coletadas antes (tempo 0) e 10, 20, 30 e 40 min depois de uma injecéo
intraperitoneal de insulina regular na dose de 1,5 U/Kg (100 Ul/mL, Novolin®R-
Insulina Humana R, Novo Nordisk Farm. do Brasil Ltda) (CARVALHO-FILHO et al.,
2005). A glicemia foi avaliada utilizando um glicosimetro (Accu-Check Active, Roche
Diagnostico, Brasil). A constante de decaimento da glicemia durante o teste de
tolerancia a insulina (KITT) foi calculada baseada na regresséao linear do logaritmo

neperiano das concentracdes de glicose obtidas durante o teste.

4.10 COLETA E ARMAZENAMENTO DE TECIDOS PARA ANALISES DE COMPOSICAO

CORPORAL, HISTOPATOLOGICA, OXIDATIVA E DOSAGEM DE NO

Animais de ambos os protocolos experimentais foram anestesiados com
tiopental sodico (40 mg/kg, IP) e submetidos a mensuracado da distancia naso-anal
(cm) para a estimativa de crescimento e desenvolvimento fisico. Para analise de
composicdo corporal foram retirados e pesados individualmente tecidos periféricos
como gordura retroperitoneal e gordura perigonadal.

Somente 0s animais que passaram pelo cateterismo arterial tiveram
amostras teciduais coletadas e armazenadas para analise histopatologica, oxidativa
e dosagens de nitrito. Assim, ap0s o registro dos parametros basais, 0s animais
foram anestesiados com tiopental sédico (40 mg/kg, IP). Em seguida, para a
remocao do sangue e dos tecidos, foi realizada uma puncao cardiaca. Logo apds,

foram retirados coracdo, rim, aorta do segmento abdominal e toracico de cada
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animal, pesados e armazenados individualmente em um freezer -80°C até a
realizacdo das dosagens de nitrito. Também foi retirado o figado para analise

histopatoldgica.

4.11 ANALISE HISTOPATOLOGICA DO FIGADO

Apoés a coleta do figado de animais CTR e SM treinados e sedentarios
suplementados ou ndo com l-arg, o tecido hepatico foi fixado em formalina
tamponada a 10% por 24h e depois armazenado em alcool 70%. As amostras foram
desidratadas em séries crescentes de alcoois e embebidas em parafina histolégica.
Em seguida, foram realizados cortes sagitais de 7 ym de espessura. As secgoes
hepaticas incluidas em parafina foram desparafinizadas, reidratadas e
posteriormente coradas com Hematoxilina-Eosina (HE). As laminas coradas foram
fotografadas no microscoépio optico de luz (Olympus Modelo CH30LF100 - Olympus
Optical CO., LTD) em um aumento de 20x. As analises morfométricas foram
realizadas com auxilio do Software Image J. O acumulo de lipideos e a contagem
dos hepatocitos que continham esteatose foram quantificados em area total de
1,2x10%um?, usando seccdes parafinadas coradas com HE (DE ABREU, et al.,

2014).

4.12 DOSAGEM DE AciDos GRAXOS LIVRES PLASMATICO

Para a determinacdo plasmatica da concentracdo de AGL foi utilizado o
método espectrofotométrico de Falholt et al. (1973) (FALHOLT et al., 1973). Foram
utilizadas amostras de plasma (100 yL) provenientes de centrifugacdo sanguinea de
animais CTR e SM. Essas amostras foram submetidas a duas extragbes seguidas
de agitacdo, aspiracdo da fase superior e centrifugagdo. Como padréo, foram

utilizados 50 uL de acido palmitico (2mMolar) em 1,0 mL de tampéao fosfato (pH 6,4)
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e 6,0 mL de solucédo extratora, e para o branco apenas a solucdo extratora. Na 12
extracdo, utilizou-se 1,0 mL de tampéo fosfato (pH 6,4) e 6,0 mL de solucédo de
cloroférmio + heptano + metanol, e na 22 extracéo 2,0 mL CuTEA (pH 8,1). Apds, em
3,0 mL da fase superior, foi adicionado 1,0 mL do reagente de cor (DPC: 4% de 1,5-
difenilcarbazida-difenilcarbazona em 0,1 mL de TEA 1 M). A leitura foi realizada em
espectrofotometro no comprimento de onda de 550nm e os resultados expressos em

pmoles. dL-1.

4.13 DOSAGEM DE NITRITO

A dosagem indireta da concentracdo de NO foi realizada por meio da
quantificacdo de nitrito (NO2-) em amostras de coragdo, rim, aorta toracica e
abdominal, tecido adiposo retroperitoneal e perigonadal de ratos CTR e SM
treinados e sedentarios suplementados ou ndo com l-arg. Todos os tecidos foram
armazenados em freezer -80°C até o inicio do protocolo de dosagem. O método foi
realizado pela dosagem de nitrito como descrito por Navarro-Gonzalvez e
colaborador (1998) e Panis e colaboradores (2011), com algumas modificacdes:
granulos de cadmio foram utilizados para converter todo nitrato em nitrito permitindo
maior sensibilidade & quantidade total de NO na amostra. Foi preparada uma curva
de calibracdo através, da diluicdo de NaNO?% em agua destilada estéril na escala de
0 a 125 pM; 100 pyL de reagente de Griess foram adicionados em ftriplicata em
microplacas. A absorbancia foi lida em 505 nm, usando leitor de placas padronizado
(Multiskan EX, LabSystems®, Minnesota USA). Todos os reagentes foram obtidos
da Sigma Chemical Co. Os resultados foram expressos em pM de nitrito
(NAVARRO-GONZALVEZ; GARCIA-BENAYAS; ARENAS, 1998; PANIS et al.,

2011).



56

4.14 AVALIAGAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

Para avaliar os parametros antioxidante e pro-oxidante, em ratos CTR e SM
treinados e sedentéarios suplementados com l-arg ou ndo, no 121° dia de vida os
animais foram submetidos a eutanasia por decapitacdo e foi realizada a perfusao
com cloreto de potassio (KCL) 1,15% pelo coragédo, usando uma seringa de 10ml e
injetando KCL gelado na velocidade de 0,5mL/min. Apos o término, foram retirados
0S musculos soOleo e gastrocnémio, coracdo, aorta dos segmentos abdominal e
toracico, figado e plasma e foram armazenados no freezer -80°C até completar o
periodo da coleta e posterior andlise dos ensaios oxidativos.

Os ensaios oxidativos avaliados, neste trabalho foram a determinacédo da
capacidade antioxidante total através da habilidade da molécula antioxidante de
reduzir o cation radical 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS).
A habilidade do tecido reduzir o ion ferro avaliada pelo ensaio de reducao do ferro
(FRAP). Ensaio de nitroazul de tetrazélio (NBT) para avaliar a producdo do anion
superoxido e o ensaio de &cido tiobarbitarico (T-BARS) que avaliou a peroxidacdo
lipidica determinada pelos niveis de substancias reativas ao T-BARS. A seguir esta
descrita de forma sintetizada a metodologia utilizada em cada um desses ensaios
(FATTORI et al., 2017a).

Ensaio de FRAP. Capacidade antioxidante de reduzir o ion ferro nas
amostras. As amostras foram homogeneizadas em solucdo de KCl e centrifugadas
(4°C por 10 minutos). A aliquota dos sobrenadantes foi reativada com reagente
FRAP, composto por cloreto férrico (20mM) e 2,4,6— tripiridil-s-diazina (TPTZ, 10mM)
em tampao acetato (0,3 mM, pH 3,6). Depois de 15 minutos de incubacéo foi lido em

absorbéancia de 595nm. A habilidade de reduzir anion ferro do tecido foi relacionada
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com a curva padrao Trolox (0,4 — 400 nmol) (FATTORI et al., 2017b). Os resultados
foram expressos em Trolox (nmol) por miligrama de proteina.

Ensaio de ABTS. A propriedade de consumir o radical livre das amostras foi
determinada pelo método ABTS. As amostras foram homogeneizadas em solucéo
de KCI (1,15%) e centrifugadas (0,29, 4°C por 10 minutos). O sobrenadante foi
retirado e diluido na solu¢do ABTS (7mM em persulfato de potassio) e a absorbancia
foi medida em 730nm depois de 15 minutos de incubacdo. Os resultados foram
expressos em Trolox (nmol) por miligrama de proteina (FATTORI et al., 2017b).

Ensaio de NBT. Avaliacdo da capacidade de reducdo do anion superoxido
pelo reagente NBT. As amostras foram trituradas em solu¢cdo de KCL (1,15%). O
homogenato foi retirado e incubado com 100 pyl de NBT em placas com 96 pocos por
1h a 37°C. O homogenato foi retirado e reduzido a uma solucado de formazan pela
adicdo de 120ul de hidréxido de potassio (KOH) 2M e 140ul de sulfoxido de dimetilo
(DMSO). A reducédo do NBT foi lida pela absorbéncia de 600nm de acordo com
Fattori e colaboradores (2015). Os dados foram expressos em OD/mg de proteina
(FATTORI et al., 2015).

Ensaio de T-BARS. A peroxidacao lipidica nas amostras foi determinada
pelas substancias reativas ao T-BARS, mensuradas pela quantidade de
malondialdeido (MDA) presente nas amostras. Para esse ensaio foi adicionado acido
tricloroacético (10%) no homogenato para precipitar as proteinas, seguido por
centrifugacédo (1,000xg, 4°C, 3 minutos). O sobrenadante livre de proteinas foi
separado e adicionado acido tiobarbitarico (0,67%). A mistura foi mantida em banho
maria (60 minutos, 95°C). MDA, produto intermediario da peroxidacao lipidica, foi

determinado pelas absorbancias 535 e 572 nm pela leitora de microplacas, como
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descrito previamente (FATTORI et al.,, 2017a). Os dados foram expressos em

UMOL/mg de proteina.

4.15 ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente, uma analise exploratoria foi realizada para avaliar a distribuicdo
normal (Shapiro—Wilk test) e homogeneidade de variancia (Levene's test realizado
no programa IBM SPSS Statistics 20) de cada varidvel. As variaveis que
apresentaram distribuicdo e homogeneidade normal foram analisadas por ANOVA
Three-Way e Two-Way para medidas repetidas com pds teste de Sidak para
comparacao entre 8 grupos. Os resultados foram expressos como média + erro
padrdo da média (EPM). Em todas as analises, o nivel de significancia considerado
foi p<0,05. A analise estatistica dos resultados foi realizada utilizando-se o programa

estatistico Prisma® (GraphPad®, San Diego, CA).
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5. RESULTADOS
5.1 PEso CORPORAL

Apéds 8 semanas de treinamento em esteira, sedentarismo e suplementagéo
com l-arg ou néo, ratos dos grupos SM treinados tratados com |-arg apresentaram
menor peso corporal quando comparado ao seu respectivo grupo CTR desde a
primeira semana até a oitava semana de treinamento (SM TRE L-ARG= 271+12 vs.
CTR TRE L-ARG= 364+11), a partir da quarta semana até a oitava semana de
treinamento, houve diminuicdo do peso corporal do grupo SM sedentario
suplementado com l-arg quando comparado ao seu respectivo grupo CTR (SM SED
L-ARG= 297+13 vs. CTR SED L-ARG= 370£12), assim como, a partir da sétima
semana até a oitava semana de treinamento, ocorreu aumento do peso corporal dos
animais do grupo CTR SED AGUA comparado aos animais dos grupos SM SED

AGUA (CTR SED AGUA: 360+12 vs. SM SED AGUA: 283+11) (Figura 1).

o
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Figura 1. Peso corporal de ratos Wistar controle (CTR) e submetidos a sindrome metabdlica (SM), apés 8 semanas de
treinamento fisico (TRE) ou sedentarismo (SED) com suplementagéo ou néo de l-arg. SED: CTR AGUA (n=7) CTR L-
ARG (n=8) SM AGUA (n=7) SM L-ARG (n=8) TRE: CTR AGUA (n=8) CTR L-ARG (n=8) SM AGUA (n=8) SM L-ARG
(n=8). Valores analisados por Anova Two Way para medidas repetidas, post hoc Sidak, e representados por média +
EPM. Significancia: * P<0,05 **P=0,009. ***P=0,008 ****P<0,0001. Fonte: Gabriela S. Reginato, 2021.
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5.2 DESEMPENHO FisICO DOS ANIMAIS NO TREINAMENTO EM ESTEIRA

Ratos treinados em esteira apresentaram melhor desempenho fisico em
testes de esforco quando comparados aos animais sedentarios tanto nos grupos
CTR quanto nos grupos SM, onde houve diferenca entre os animais dos grupos CTR
sedentarios com seus respectivos CTR treinados e entre animais dos grupos SM
sedentarios com seus respectivos grupos SM treinados (Segundo teste de esforco:
Velocidade: SED: CTR AGUA= 8,8+0,5; CTR L-ARG= 8,8+0,5, SM AGUA= 80, SM
L-ARG= 8,4+0,3 vs. TRE: CTR AGUA= 22+0,7, CTR L-ARG= 24+1,2, SM AGUA=
23+0,3, SM L-ARG= 26%0,8 m/min; Terceiro teste de esfor¢co: Velocidade: SED:
CTR AGUA= 810, CTR L-ARG= 80, SM AGUA= 8+0, SM L-ARG= 8,4+0,4 vs. TRE:
CTR AGUA= 27+0,8, CTR L-ARG= 28%0,8, SM AGUA= 27+0,8, SM L-ARG= 29+0,9
m/min; (Figura 2A). (Segundo teste de esforco: Tempo: SED: CTR AGUA=
3,7+0,4, CTR L-ARG= 3,8+0,5, SM AGUA= 3+0, SM L-ARG= 3,3+0,3 vs. TRE: CTR
AGUA= 17+0,7, CTR L-ARG= 19+1,2, SM AGUA= 18+0,4, SM L-ARG= 19+1,1;
Terceiro teste de esforgo: Tempo: SED: CTR AGUA= 340, CTR L-ARG= 30, SM
AGUA= 30, SM L-ARG= 3#0,4 vs. TRE: CTR AGUA= 21+0,8, CTR L-ARG=

2340,8, SM AGUA= 22+0,8, MSG L-ARG= 22+1 min) (Figura 2B).
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Figura 2: AlteragBes em paradmetros de rendimento fisico de ratos sedentarios ou treinados em esteira
suplementados ou ndo com l-arg. Em (A): Varia¢des de velocidade maxima (m/min) entre os grupos sedentarios
e treinados suplementados ou ndo com l-arg em todos os testes de velocidade e em (B): Tempo méaximo
(minutos) alcangado durante os testes de esfor¢go em esteira elétrica, entre os grupos sedentérios e treinados
suplementados ou n&o com l-arg. Valores analisados por Anova Two Way para medidas repetidas, post hoc
Sidak, representados por média + EPM. SED: CTR AGUA (n=8) CTR L-ARG (n=8) SM AGUA (n=8) SM L-ARG
(n=8) TRE: CTR AGUA (n=8) CTR L-ARG (n=8) SM AGUA (n=8) SM L-ARG (n=8). Significancia: * P<0,05
**P=0,009. ***P=0,008 ****P<0,0001. Fonte: Gabriela S. Reginato, 2021.
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5.3 CARACTERIZACAO DA OBESIDADE

O tratamento subcutaneo com MSG realizado do 1° ao 5° dia de vida dos
filhotes machos de ratos induziu o desenvolvimento da obesidade neuroendocrina
na fase adulta observado no grupo SM. Os animais dos grupos com SM
apresentaram maior indice de Lee que os animais CTR, porém o treinamento
associado a suplementacdo com l-arg foi capaz de reduzir o indice de Lee dos
animais SM quando comparado ao grupo SM sedentario suplementado com I-arg
(SM TRE L-ARG= 30+0,3 vs. SM SED L-ARG= 31+0,2) (Figura 3A). Os animais dos
grupos com SM também apresentaram aumento do tecido adiposo perigonadal e
retroperitoneal quando comparado aos animais CTR. Porém, o TF associado ou nao
a suplementacdo com l-arg foi capaz de reduzir o tecido adiposo perigonadal e
retroperitoneal dos animais SM gquando comparados aos animais SM sedentarios
suplementados ou ndo com l-arg (PERI: SM TRE AGUA= 4,8+0,3 vs. SM SED
AGUA= 6,1+0,3; SM TRE L-ARG= 3,1#0,2 vs. SM SED L-ARG= 5,3+0,2; RETRO:
SM TRE AGUA= 3,50,2 vs. SM SED AGUA= 4,2+0,3; SM TRE L-ARG= 2,7+0,1 vs.
SM SED L-ARG= 3,7%0,2;). Além disso, o TF associado a suplementag¢do com |-arg
foi capaz de diminuir o tecido adiposo retroperitoneal dos animais SM quando
comparado ao animal SM somente treinado (SM TRE AGUA= 3,5+0,2 vs. SM TRE

L-ARG= 2,740,1) (Figura 3B, 3C).



>

'S
T

w
o
1

indice de Lee (cm/g)
- )
o o
1 1

Tecido Adiposo Perigonadal (g) m

@

(2]
]

£
1

w
1

N
1

-
1

Tecido adiposo Retroperitoneal (g)
o
L

63

mm CTRSED
mm CTRTRE
mEm SM SED
mEm SMTRE

Figura 3. Caracterizacdo da obesidade induzida por administracdo de glutamato monossédico em ratos Wistar.
Em (A) indice de Lee, (B-C) Peso do tecido adiposo perigonadal e retroperitoneal, apés 8 semanas de treinamento
fisico ou sedentarismo associado ou ndo com suplementacdo de | -arg.SED: CTR AGUA (n=21) CTR L-ARG
(n=20) SM AGUA (n=23) SM L-ARG (n=23) TRE: CTR AGUA (n=20) CTR L-ARG (n=20) SM AGUA (n=21) SM L-
ARG (n=23). Valores analisados por Anova Three Way, post hoc Sidak e representados por média + EPM.
Significancia: * P<0,05 **P=0,009. ***P=0,008 ****P<0,0001. Fonte: Gabriela S. Reginato, 2021.
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5.4 PARAMETROS METABOLICOS — GLICEMIA

Apos 8 semanas de treinamento em esteira ou sedentarismo associado ou
nao a suplementacdo com l-arg, animais dos grupos CTR e SM nao apresentaram
diferenca estatistica nos niveis glicémicos basais (Figura 4B). No entanto, apés a
injecdo de insulina, houve diminuicdo da glicemia em favor do tempo, sem diferenca
entre os grupos CTR e SM (Figura 4A, p<0,05, Anova Two Way para medidas
repetidas). O grupo SM SED L-ARG apresentou menor KITT quando comparado ao
seu respectivo grupo CTR e ao grupo SM SED AGUA (SM SED L-ARG= 1,7+0,1 vs.

CTR SED L-ARG= 2,7+0,1; SM SED L-ARG= 1,7+0,1 vs. SM SED AGUA= 2,7+0,2)

(Figura 4C).
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Figura 4. Teste de Tolerancia a Insulina, apds apés 8 semanas de treinamento fisico ou sedentarismo
associado ou ndo & suplementacdo com l-arg. (A) Glicemia ap6s injecao de insulina. Valores analisados por
Anova Two Way para medidas repetidas, post hoc Sidak. (B) Glicemia Basal. (C) kITT. SED: CTR AGUA (n=7)
CTR L-ARG (n=7) SM AGUA (n=8) SM L-ARG (n=7) TRE: CTR AGUA (n=7) CTR L-ARG (n=7) SM AGUA
(n=7) SM L-ARG (n=8). Valores analisados por Anova Three Way, post hoc Sidak e representados por média +
EPM. Significancia: * P<0,05 **P=0,009. ***P=0,008 ****P<0,0001. Fonte: Gabriela S. Reginato, 2021.
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5.5 Acibos GRAXOS LIVRES PLASMATICOS
Apéds 8 semanas de treinamento associado ou ndo & suplementacdo com |-
arg, ratos do grupo SM SED AGUA apresentaram maior concentracdo de AG
plasmaticos quando comparado ao seu respectivo grupo CTR (CTR SED AGUA=
23+3 vs. SM SED AGUA= 40+5) e o TF foi capaz de diminuir essas concentra¢des
nos animais SM treinados tratados com agua (SM SED AGUA= 40+5 vs. MSG TRE
AGUA= 20+4) (Figura 5). p<0,05, Anova Three Way. Os valores estio expressos
como média + EPM. SED: CTR AGUA (n=5) CTR L-ARG (n=5) SM AGUA (n=7) SM

L-ARG (n=6) TRE: CTR AGUA (n=6) CTR L-ARG (n=6) SM AGUA (n=6) SM L-ARG

(n=6).
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Figura 5. Valores médios (EPM) da concentragéo plasmatica de AGL (umoles. dL1), apés 8 semanas
de treinamento em esteira ou sedentarismo e suplementacdo ou ndo com l-arg de ratos CTR e SM.
SED: CTR AGUA (n=5) CTR L-ARG (n=5) SM AGUA (n=7) SM L-ARG (n=6) TRE: CTR AGUA (n=6)
CTR L-ARG (n=6) SM AGUA (n=6) SM L-ARG (n=6). Valores analisados por Anova Three Way, post
hoc Sidak e representados por média + EPM. Significancia: * P<0,05 **P=0,009. **P=0,008
****P<(0,0001. Fonte: Gabriela S. Reginato, 2021.
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5.6 ESTEATOSE HEPATICA

As seccles de figado, apdés 8 semanas de treinamento em esteira associado
ou ndo & suplementacdo com l|-arg, demonstraram que ratos do grupo CTR possuem
caracteristicas histologicas normais (Figura 6A, 6B, 6C, 6D e 6l). Ja seccdes de
figado de animais do grupo SM apresentaram esteatose hepdtica, sendo que, 0
tratamento com l-arg e o treinamento foram capazes de diminuir a esteatose dos
animais SM. Além disso, a associa¢do da suplementacdo com l-arg e o treinamento
reduziu ainda mais a esteatose dos animais do grupo SM (SM SED AGUA= 320+23
vs. SM SED L-ARG= 122+23; SM SED AGUA= 320423 vs. SM TRE AGUA= 95+12;

SM SED L-ARG= 122+23 vs. SM TRE L-ARG= 61+12) (Figura 6E, 6F, 6G, 6H e 6l).
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Figura 6. Fotomicrografias de tecidos hepéticos de ratos CTR e com SM figado obtidas apdés 8 semanas
de treinamento em esteira, sedentarismo e suplementagdo ou ndo com l-arg. Histologia Normal: (A)
Grupo CTR SED AGUA,; (B) Grupo CTR SED L-ARG; (C) Grupo CTR TRE AGUA; (D) Grupo CTR TRE L-
ARG. Histologia com Esteatose Hepatica: (E) Grupo SM SED AGUA; (F) Grupo SM SED L-ARG; (G)
Grupo SM TRE AGUA; (H) Grupo SM TRE L-ARG. A gordura esta sendo indicada pelas setas (sspp).
Coloracdo HE. Barra de escala: 100um. (I) Valores médios do total de gordura na superficie do tecido
hepatico de animais treinados em esteira ou sedentarios, suplementados ou ndo com l-arg. Valores
analisados por Anova Three Way, post hoc Sidak e representados por média + EPM. SED: CTR AGUA
(n=5) CTR L-ARG (n=5) SM AGUA (n=5) SM L-ARG (n=5) TRE: CTR AGUA (n=5) CTR L-ARG (n=5) SM
AGUA (n=5) SM L-ARG (n=5). Significancia: *P<0,05 **P=0,009. ***P=0,008 ****P<0,0001. Fonte: Gabriela
S. Reginato, 2021.
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5.7 PARAMETROS CARDIOVASCULARES — PAM E FC

Apoés 8 semanas de treinamento em esteira e suplementacdo com |-arg ou
nao, aos 121 dias de vida, os ratos foram submetidos ao protocolo experimental de
cateterizacéo e ap0s 24h foi realizado o registro dos parametros cardiovasculares.

A avaliacdo da PAM mostrou-se aumentada nos animais do grupo SM
sedentario ndo suplementado quando comparado ao seu respectivo grupo CTR e ao
grupo SM sedentario suplementado e SM treinado ndo suplementado (SM SED
AGUA= 123+3 vs. CTR SED AGUA= 110+2; SM SED AGUA= 123+3 vs. SM SED L-
ARG= 111+2; SM SED AGUA= 123+3 vs. SM TRE AGUA= 109+2) (Figura 7A). A
FC apresentou alteracbes nos grupos SM SED AGUA (417+14; p<0,05) quando
comparada ao grupo CTR SED AGUA (353+6; p<0,05) e ao grupo SM SED L-ARG
(328+4; p<0,05) e foi evidenciada bradicardia de repouso nos animais do grupo SM
TRE AGUA quando comparado ao grupo SM SED AGUA (TRE= 344+8 vs. SED=

417+14; p<0,05) (Figura 7B).
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Figura 7: Parametros cardiovasculares basais e freqiiéncia cardiaca de ratos sedentarios e treinados em esteira
tratados ou ndo com l-arg. Em (A) PAM basal (mmHg) e em (B) FC basal (BPM). Valores analisados por Anova
Three Way, post hoc Sidak e representados por média + EPM. SED: CTR AGUA (n=7) CTR L-ARG (n=7) SM
AGUA (n=7) SM L-ARG (n=7) TRE: CTR AGUA (n=7) CTR L-ARG (n=7) SM AGUA (n=7) SM L-ARG (n=7).
Significancia: *P<0,05 **P=0,009. ***P=0,008 ****P<0,0001. Fonte: Gabriela S. Reginato, 2021.
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5.8 ANALISE ESPECTRAL DA VARIABILIDADE DA PAS E IP

A analise espectral da PAS como a variancia, LF e do componente VLF ndo
mostraram diferenca entre os grupos analisados (Figura 8A, B e C).

A variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) no IP ndo apresentou alteracdes
nos componentes simpaticos normalizados (LFnu); nos componentes
parassimpaticos normalizados (HFnu) (Figura 8D e 8E) e na relacdo simpato/vagal
(LF/HF) (Figura 8F). Para os dados de variancia ha diferenca estatistica entre os
grupos CTR SED AGUA (44+5) e SM TRE AGUA (33+4) quando comparado com 0

grupo SM SED AGUA (10+2) (Figura 8G).
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Analise Espectral da Variabilidade do IP
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Figura 8: Andlise espectral da PAS e do IP de ratos sedentéarios e treinados em esteira tratados ou ndo com |-
arg. PAS (A) LF representa componente simpético autonémico. (B) VLF representa a influéncia do sistema
humoral. (C) Variancia da PAS. IP (D) LF (nu) representa componente simpatico autondmico (E) HF (nu)
representa componente parassimpético autondmico (F) LF/HF balango simpatovagal. (G) variancia do IP.
Valores analisados por Anova Three Way, post hoc Sidak e representados por médias + EPM. SED: CTR AGUA
(n=7) CTR L-ARG (n=7) SM AGUA (n=7) SM L-ARG (n=7) TRE: CTR AGUA (n=7) CTR L-ARG (n=7) SM AGUA
(n=7) SM L-ARG (n=7). Significancia: * P<0,05 **P=0,009. ***P=0,008 ****P<0,0001. Fonte: Gabriela S.
Reginato, 2021.
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5.9 ANALISE DO BARORREFLEXO ESPONTANEO

Para andlise do barorreflexo espontaneo, foram avaliados os seguintes
componentes: sequéncias up; sequéncias down; BEI e ganho total.

A andlise do BEI ndo mostrou diferenca estatistica entre os grupos, assim
como ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos nas sequéncias do ganho
down (Figura 9C e 9D). Nas andlises do ganho up e total do barorreflexo, o grupo
CTR SED AGUA apresentou-se maior em relagéo ao grupo SM SED AGUA, (CTR
SED AGUA= 3,6+0,4 vs. SM SED AGUA= 2+0,2, Figura 9B), e no ganho total (CTR

SED AGUA-= 3,1+0,3 vs. SM SED AGUA= 2+0,2, Figura 9A).
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Figura 9: Sensibilidade do baroreflexo espontaneo de ratos sedentarios e treinados em esteira com tratamento ou
ndo com l-arg. Em (A) Ganho Up, (B) Ganho down, (C) Ganho total e (D) Efetividade barorreflexa (ms/mmHg).
Valores analisados por Anova Three Way, post hoc Sidak e representados por médias + EPM. SED: CTR AGUA
(n=7) CTR L-ARG (n=8) SM AGUA (n=8) SM L-ARG (n=8) TRE: CTR AGUA (n=8) CTR L-ARG (n=8) SM AGUA
(n=7) SM L-ARG (n=8). Significancia: * P<0,05 **P=0,009. ***P=0,008 ****P<0,0001. Fonte: Gabriela S. Reginato,
2021.
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5.10 CoNCENTRACAO DE NITRITO NO CORACAO, AORTA TORACICA E ABDOMINAL, RIM
E TECIDO ADIPOSO

A dosagem indireta de NO? demonstrou que, na aorta toracica dos grupos SM
SED L-ARG, SM TRE AGUA e SM TRE L-ARG houve aumento quando comparado
aos animais dos grupos CTR SED L-ARG, SM SED AGUA e CTR TRE L-ARG,
respectivamente, (SM SED L-ARG= 0,9+0,06 vs. CTR SED L-ARG= 0,6+0,1; SM
SED L-ARG= 0,9+0,06 vs. SM SED AGUA= 0,6+0,05; SM TRE AGUA= 0,8+0,07 vs.
SM SED AGUA= 0,6+0,05; SM TRE L-ARG= 0,9+0,06 vs. CTR TRE L-ARG=
0,5+0,05, Figura 10A). Na aorta abdominal apenas o grupo SM TRE L-ARG
apresentou maiores concentragdes de nitrito do que o grupo CTR TRE L-ARG (CTR
TRE L-ARG=0,5£0,03 vs. SM TRE L-ARG=0,8+0,07, Figura 10B).

As concentragdes de nitrito no coragdo demonstraram estar aumentada nos
grupos CTR SED L-ARG, CTR TRE AGUA e SM TRE L-ARG quando comparado
aos grupos CTR SED AGUA, SM TRE AGUA (CTR SED L-ARG= 7,1+0,3 vs. CTR
SED AGUA= 2,1%0,2; CTR TRE AGUA= 6,3+0,1 vs. CTR SED AGUA= 2,1+0,2; CTR
TRE AGUA= 6,30,1 vs. SM TRE AGUA= 3,7+0,8; SM TRE L-ARG= 6,5+0,2 vs. SM
TRE AGUA= 3,7+0,8, Figura 10C).

As concentracdes de nitrito no rim foram maiores nos grupos SM sedentarios
tratados com agua e l-arg quando comparado aos seus respectivos grupos CTR (SM
SED AGUA= 8,1+0,3 vs CTR SED AGUA= 5,60,3; SM SED L-ARG= 8+0,5 vs. CTR
SED L-ARG= 6,3+0,2, Figura 10D).

As concentrac¢fes de nitrito no tecido adiposo perigonadal estdo aumentadas
nos grupos CTR SED L-ARG e SM SED AGUA quando comparado ao grupo CTR
SED AGUA (CTR SED L-ARG= 5,5+0,4 vs. CTR SED AGUA= 1,8+0,2; SM SED
AGUA= 4,5+1,1 vs. CTR SED AGUA= 1,8+0,2, Figura 10E). As concentracbes de

nitrito no tecido adiposo retroperitoneal foram maiores no grupo CTR SED L-ARG
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quando comparado aos grupos CTR SED AGUA, CTR TRE L-ARG e SM SED L-
ARG assim como no grupo CTR TRE AGUA quando comparado aos grupos CTR
SED AGUA e SM TRE AGUA (CTR SED L-ARG= 12+0,4 vs. CTR SED AGUA=
1,8+0,1; CTR SED L-ARG= 12+0,4 vs. CTR TRE L-ARG= 7,3#0,9; CTR SED L-
ARG= 12+0,4 vs. SM SED L-ARG= 3,9+0,9; CTR TRE AGUA= 9,6+0,5 vs. CTR SED
AGUA= 1,8+0,1; CTR TRE AGUA= 9,6+0,5 vs. SM TRE AGUA= 3,8+0,7, Figura

10F).
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CTR SED
CTR TRE
SM SED
SM TRE

Figura 10: Efeitos do treinamento em esteira, sedentarismo e suplementagdo com |-arg ou ndo nas concentracdes
de NO2. em diferentes tecidos. Em (A): Aorta toracica em (B): Aorta abdominal, em (C) Coracéo, em (D) Rim em
(E): Tecido adiposo perigonadal. (F) Tecido adiposo retroperitoneal. Valores analisados por Anova Three Way, post
hoc Sidak e representados por médias + EPM SED: CTR AGUA (n=7) CTR L-ARG (n=8) SM AGUA (n=7) SM L-
ARG (n=6) TRE: CTR AGUA (n=8) CTR L-ARG (n=8) SM AGUA (n=7) SM L-ARG (n=8). Significancia: * P<0,05
**p=0,009. *P=0,008 ****P<0,0001. Fonte: Gabriela S. Reginato, 2021.
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5.11 AVALIAGAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

A avaliacdo da capacidade oxidante e antioxidante foi realizada através dos
ensaios de ABTS (que avalia a capacidade antioxidante total através da
neutralizacdo do radical cation ABTS+), FRAP (que tem a capacidade de reduzir o
ion ferro), NBT (que avalia a producédo do anion superoxido) e T-BARS (que avalia a
peroxidacao lipidica pela concentracdo de tiobarbitdricos). Dessa forma, os dois
primeiros testes representam a capacidade antioxidante e os dois Ultimos a
capacidade pro-oxidante no plasma e nos 6rgaos: aorta toracica, aorta abdominal,
coracdao, figado, musculo séleo e gastrocnémio.

Aorta Toréacica: Na avaliacdo da aorta toracica pelo ensaio ABTS néao
apresentou diferenca estatistica entre os grupos analisados (Figura 11A). Pelo
ensaio de FRAP, houve diferenca entre os grupos SM SED AGUA e SM SED L-ARG
entre si, quando comparados aos seus respectivos grupos CTR e quando
comparados aos grupos SM TRE AGUA e SM TRE L-ARG, respectivamente (SM
SED AGUA= 9,9+0,9 vs. SM SED L-ARG=18+1,4; SM SED AGUA=9,9+0,9 vs. CTR
SED AGUA=29+1,6; SM SED L-ARG=18+1,4 vs. CTR SED L-ARG=29+2; SM SED
AGUA=9,9+0,9 vs. SM TRE AGUA=2442,5; SM SED L-ARG=18+1,4 vs. SM TRE L-
ARG=27%0,5) (Figura 11B). Pelo ensaio de T-BARS houve aumento da peroxidagéo
lipidica do SM SED AGUA quando comparado aos grupos SM SED L-ARG e SM
TRE AGUA e ao seu respectivo grupo CTR (SM SED AGUA=8+0,7 vs. SM SED L-
ARG=4+0,7, SM SED AGUA=8:0,7 vs. SM TRE AGUA=2,6+0,5 SM SED
AGUA=8+0,7 vs. CTR SED AGUA=4+1, Figura 11C). Ja pelo ensaio de NBT n&o

houve diferenca estatistica entre os grupos analisados (Figura 11D).
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Figura 11. Efeitos do treinamento em esteira e sedentarismo associado ou ndo a suplementacdo com |-
arg no estresse oxidativo da Aorta Toracica, de animais CTR e SM. Parametro antioxidante expresso pela
andlise de (A) ABTS e (B) FRAP e pro-oxidantes por ensaios de (C) T-BARS e (D) NBT. Valores
analisados por Anova Three Way, post hoc Sidak e representados por médias + EPM. SED: CTR AGUA
(n=7) CTR L-ARG (n=7) SM AGUA (n=7) SM L-ARG (n=7) TRE: CTR AGUA (n=6) CTR L-ARG (n=6) SM
AGUA (n=7) SM L-ARG (n=7). Significancia: * P<0,05 **P=0,009. ***P=0,008 ****P<0,0001. Fonte:
Gabriela S. Reginato, 2021.
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Aorta Abdominal: Na avaliacdo da aorta abdominal o ensaio ABTS mostrou-
se aumentado nos animais dos grupos SM treinados e suplementados ou ndo com I-
arg quando comparados aos seus respectivos grupos CTR (SM TRE AGUA=393+20
vs. CTR TRE AGUA=226+12; SM TRE L-ARG=372+32 vs. CTR TRE L-
ARG=267+15; SM SED L-ARG=348+28 vs. CTR SED L-ARG=258%13, Figura 12A).
N&o houve diferencas estatisticas entre os grupos analisados pelo ensaio de FRAP
(Figura 12B). Pelo ensaio de T-BARS houve diferenca estatistica entre 0s grupos
SM treinados tratados com agua e sedentarios suplementado com l-arg quando
comparado ao grupo SM treinado e suplementado com Il-arg (SM TRE
AGUA=3,6+0,5 vs. SM TRE L-ARG=1,3+0,2; SM SED L-ARG=3,6+0,6 vs. SM TRE
L-ARG=1,3%0,2, Figura 12C). Nos ensaios de NBT, o grupo SM sedentério tratado
com agua estava aumentado quando comparado ao seu respectivo grupo CTR e ao
grupo SM treinado tratado com éagua (SM SED AGUA=158+16 vs. CTR SED

AGUA=102+8; SM SED AGUA=158+16 vs. SM TRE AGUA=105+7, Figura 12D).
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Figura 12. Efeitos do treinamento em esteira e sedentarismo associado ou ndo a suplementagdo com l-arg no
estresse oxidativo na Aorta Abdominal, de animais CTR e SM. Parametro antioxidante expresso pela analise de
(A) ABTS e (B) FRAP e pré-oxidantes por ensaios de (C) T-BARS e (D) NBT. Valores analisados por Anova Three
Way, post hoc Sidak e representados por médias + EPM. SED: CTR AGUA (n=7) CTR L-ARG (n=7) SM AGUA
(n=7) SM L-ARG (n=7) TRE: CTR AGUA (n=6) CTR L-ARG (n=6) SM AGUA (n=7) SM L-ARG (n=7). Significancia:
* P<0,05 **P=0,009. **P=0,008 ****P<0,0001. Fonte: Gabriela S. Reginato, 2021.

Coracao: Na avaliacdo oxidativa do coracdo nao houve diferenca estatistica
entre 0s grupos analisados para os ensaios anti-oxidantes ABTS e FRAP (Figura
13A e 13B). Pelo ensaio pro-oxidante T-BARS, houve diferenca estatistica entre os
grupo SM SED L-ARG (4£0,2) quando comparado ao grupo CTR SED L-ARG

(6+0,6) (Figura 13C).
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Figura 13. Efeitos do treinamento em esteira e sedentarismo associado ou ndo a suplementacdo com I-
arg no estresse oxidativo no Coragdo, de animais CTR e SM. Parametros antioxidantes expressos por
andlises de (A) ABTS e (B) FRAP e pré-oxidante por (C) T-BARS. Valores analisados por Anova Three
Way, post hoc Sidak e representados por médias + EPM. SED: CTR AGUA (n=7) CTR L-ARG (n=7) SM
AGUA (n=7) SM L-ARG (n=7) TRE: CTR AGUA (n=6) CTR L-ARG (n=6) SM AGUA (n=7) SM L-ARG

(n=7). Significancia: * P<0,05 **P=0,009. ***P=0,008 ****P<0,0001. Fonte: Gabriela S. Reginato, 2021.
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Plasma: Na avaliagcdo oxidativa plasmatica ndo houve diferenca estatistica
entre 0s grupos analisados para os ensaios anti-oxidantes ABTS e FRAP (Figura
14A e 14B). Pelo ensaio pré-oxidante, o T-BARS demonstrou diferenca estatistica
para os grupos SM treinados tratados com agua e sedentarios suplementado com |-
arg quando comparado ao grupo SM treinado e suplementado com I-arg (SM TRE
AGUA=3+0,2 vs. SM TRE L-ARG=2,7+0,3; SM SED L-ARG=3+0,2 vs. SM TRE L-
ARG=2,7+0,3, Figura 14C). E pelo ensaio de NBT o grupo SM sedentario tratado
com agua estava aumentado quando comparado ao seu respectivo grupo CTR e ao
grupo SM treinado tratado com agua e ao grupo SM sedentério tratado com l-arg
(SM SED AGUA=169+11 vs. CTR SED AGUA=122+3,4; SM SED AGUA=169+11 vs.
SM TRE AGUA=112+5; SM SED AGUA=169+11 vs. SM SED L-ARG=10845, Figura

14D).
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Figura 14. Efeitos do treinamento em esteira e sedentarismo associado ou ndo a suplementagdo com l-arg no
estresse oxidativo plasmatico, de animais CTR e SM. Parametros antioxidantes expressos por analises de (A)
ABTS e (B) FRAP e pré-oxidantes por ensaios de (C) T-BARS e (D) NBT. Valores analisados por Anova Three
Way, post hoc Sidak e representados por médias + EPM SED: CTR AGUA (n=7) CTR L-ARG (n=7) SM AGUA
(n=7) SM L-ARG (n=7) TRE: CTR AGUA (n=6) CTR L-ARG (n=6) SM AGUA (n=7) SM L-ARG (n=7). Significancia:
* P<0,05 **P=0,009. ***P=0,008 ****P<0,0001. Fonte: Gabriela S. Reginato, 2021.
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Figado: Na avaliacdo oxidativa do figado pelos ensaios anti-oxidantes ABTS
houve uma diminuicdo da capacidade antioxidante no grupo SM TRE L-ARG (11319)
quando comparado ao grupo CTR TRE L-ARG (143%3,3, Figura 15A), sem
diferenca estatistica entre os grupos analisados pelo ensaio de FRAP (Figura 15B).
Pelo ensaio de T-BARS, houve diminuicdo da capacidade pro-oxidativa nos animais
do grupo SM SED L-ARG (1,2+0,1) quando comparado ao grupo CTR SED L-ARG
(1,6+0,1, Figura 15C). Pelo ensaio NBT ndo houve diferenca estatistica entre os

grupos analisados (Figura 15D)
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Figura 15. Efeitos do treinamento em esteira e sedentarismo associado ou ndo a suplementacdo com I-arg no estresse
oxidativo hepatico, de animais CTR e SM. Parametros antioxidantes expressos por analise de (A) ABTS e (B) FRAP e
pro-oxidantes por ensaios de (C) T-BARS e (D) NBT. Valores analisados por Anova Three Way, post hoc Sidak e
representados por médias + EPM. SED: CTR AGUA (n=7) CTR L-ARG (n=7) SM AGUA (n=7) SM L-ARG (n=7) TRE:
CTR AGUA (n=6) CTR L-ARG (n=6) SM AGUA (n=7) SM L-ARG (n=7). Significancia: * P<0,05 **P=0,009. **P=0,008
****P<(0,0001. Fonte: Gabriela S. Reginato, 2021.
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Muasculo Gastrocnémio: Na avaliagdo oxidativa do musculo gastrocnémio
pelo ensaio de ABTS nédo houve diferenca estatistica entre os grupos analisados
(Figura 16A) e pelo ensaio de FRAP houve aumento da capacidade antioxidante
nos grupos SM SED AGUA quando comparado ao grupo CTR SED AGUA e ao
grupo SM SED L-ARG (SM SED AGUA=27+2 vs. CTR SED AGUA=20+1,2; SM SED
AGUA=27+2 vs. SM SED L-ARG=21+0,7). Também houve aumento da capacidade
antioxidante no grupo SM TRE L-ARG quando comparado ao grupo CTR TRE L-
ARG e ao grupo SM SED L-ARG (SM TRE L-ARG=28%1,2 vs. CTR TRE L-
ARG=15%0,6; SM TRE L-ARG=28%1,2 vs. SM SED L-ARG=21+0,7, Figura 16B).
Pelo ensaio de T-BARS, observamos que a capacidade pré-oxidativa estava
diminuida nos animais do grupo SM TRE AGUA quando comparado ao grupo CTR
TRE AGUA e ao grupo SM SED AGUA (SM TRE AGUA=2+0,2 vs. CTR TRE
AGUA=3%0,3; SM TRE AGUA=2+0,2 vs. SM SED AGUA=3+0,3). Também houve
diminuicdo nos grupo CTR TRE L-ARG quando comparado ao grupo CTR TRE
AGUA (CTR TRE L-ARG=2#0,1 vs. CTR TRE AGUA=3+0,3, Figura 16C). Pelo
ensaio de NBT, a capacidade pro-oxidativa estava diminuida nos grupos SM TRE L-
ARG quando comparado ao seu respectivo grupo CTR (SM TRE L-ARG=26+2 vs.
CTR TRE L-ARG=38+3), no grupo SM TRE AGUA quando comparado ao grupo SM
SED AGUA (SM TRE AGUA=25+1,3 vs. SM SED AGUA=38+3), no grupo SM SED
L-ARG quando comparado ao seu respsctivo grupo CTR e quando comparado ao
grupo SM SED AGUA (SM SED L-ARG=25+0,8 vs. CTR SED L-ARG=37+1,4; SM

SED L-ARG=2520,8 vs. SM SED AGUA=38+3, Figura 16D).
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Figura 16. Efeitos do treinamento em esteira e sedentarismo associado ou ndo a suplementacdo com Il-arg no
estresse oxidativo do musculo gastrocnémio, de animais CTR e SM. Parametros antioxidantes expressos por
andlise de (A) ABTS e (B) FRAP e pré-oxidantes por ensaios de (C) T-BARS e (D) NBT. Valores analisados por
Anova Three Way, post hoc Sidak e representados por médias + EPM SED: CTR AGUA (n=7) CTR L-ARG (n=7)
SM AGUA (n=7) SM L-ARG (n=7) TRE: CTR AGUA (n=6) CTR L-ARG (n=6) SM AGUA (n=7) SM L-ARG (n=7).
Significancia: * P<0,05 **P=0,009. ***P=0,008 ****P<0,0001. Fonte: Gabriela S. Reginato, 2021.
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Muasculo Soleo: Na avaliacdo oxidativa do musculo séleo pelo ensaio de
ABTS, a capacidade antioxidante estava diminuida nos animais do grupo SM SED
AGUA e SM SED L-ARG quando comparado aos seus respectivos grupos CTR (SM
SED AGUA=80+12 vs. CTR SED AGUA=128+11; SM SED L-ARG=90#8 vs. CTR
SED L-ARG=146+9, Figura 17A). Nao houve diferenca estatistica entre os grupos
analisados pelo ensaio de FRAP (Figura 17B). Pelo ensaio de T-BARS, a
capacidade pré-oxidativa estava aumentada nos animais do grupo SM SED AGUA
quando comparado ao seu respectivo grupo CTR (SM SED AGUA=4%0,2 vs. CTR
SED AGUA=2+0,3), no grupo SM SED L-ARG quando comparado ao seu respectivo
grupo CTR e ao grupo SM TRE L-ARG (SM SED L-ARG=3+0,3 vs. CTR SED L-
ARG=2+0,1; SM SED L-ARG=3%0,3 vs. SM TRE L-ARG=1,510,2). Estava diminuida
no grupo SM TRE L-ARG quando comparada ao seu respectivo grupo CTR e
quando comparada ao grupo SM TRE AGUA (SM TRE L-ARG=1,5+0,2 vs. CTR
TRE L-ARG=2,6+0,4; SM TRE L-ARG=1,5+0,2 vs. SM TRE AGUA=3+0,2, Figura
17C). Pelo ensaio de NBT, a capacidade pro-oxidativa estava aumentada nos
grupos SM SED AGUA quando comparado ao seu respectivo grupo CTR, ao grupo
SM SED L-ARG e SM TRE AGUA (SM SED AGUA=32+1,6 vs. CTR SED
AGUA=17+1,4; SM SED AGUA=32+1,6 vs. SM SED L-ARG=23%1,4; SM SED
AGUA=32+1,6 vs. SM TRE AGUA=18+0,8). Também estava aumentada no grupo
SM SED L-ARG quando comparado ao seu respectivo grupo CTR e ao grupo SM
TRE L-ARG (SM SED L-ARG=23%1,4 vs. CTR SED L-ARG=15%#1; SM SED L-

ARG=23+1,4 vs. SM TRE L-ARG=15+1,2, Figura 17D).
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Figura 17. Efeitos do treinamento em esteira e sedentarismo associado ou ndo a suplementagdo com l-arg no
estresse oxidativo do musculo gastrocnémio, de animais CTR e SM. Parametros antioxidantes expressos por
andlises de (A) ABTS e (B) FRAP e pré-oxidantes por ensaios de (C) T-BARS e (D) NBT. Valores analisados por
Anova Three Way, post hoc Sidak e representados por médias + EPM. SED: CTR AGUA (n=7) CTR L-ARG (n=7)
SM AGUA (n=7) SM L-ARG (n=7) TRE: CTR AGUA (n=6) CTR L-ARG (n=6) SM AGUA (n=7) SM L-ARG (n=7).
Significancia: * P<0,05 **P=0,009. ***P=0,008 ****P<0,0001. Fonte: Gabriela S. Reginato, 2021.
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6.DISCUSSAO

No presente estudo, a inducdo da obesidade neuroenddcrina pela injecédo
neonatal de MSG foi eficaz para o desenvolvimento da SM. Os animais submetidos
a este protocolo apresentaram aumento do indice de Lee, da deposicdo de gordura
retroperitoneal e perigonadal, dos AGL circulantes, esteatose hepética, aumento da
PA e do estresse oxidativo tecidual e plasméatico, corroborando com estudos
anteriores feitos em ratos ou camundongos (HAN; LEAN, 2015; DA CUNHA et al.,
2017; LIMA; VIEIRA, 2017; HERNANDEZ BAUTISTA et al., 2019; LUCCHETT]I et al.,
2019).

Os principais resultados obtidos pela suplementacdo com l-arg associado ou nao
ao TF neste estudo foram: 1) ratos que receberam injecdo de glutamato
monossodico desenvolveram a SM na vida adulta. Apés o TF e associacdo do TF
com a suplementacdo com L-arg, houve reducdo da quantidade de ambos tecidos
adiposos nos ratos com SM, e também houve reducdo do indice de Lee desses
animais apos a suplementacdo com l-arg associada ao TF; 2) aumento de AGL
plasmaticos em ratos do grupo SM sedentério tratado com agua, tendo sido reduzido
pelo TF; 3) desenvolvimento da esteatose hepética em animais com SM, a qual foi
reduzida pela suplementacdo com l-arg associada ou nédo ao TF, e pelo TF isolado
nesse animais; 4) Os animais SM sedentarios adgua apresentaram hipertensdo em
relacdo ao seu grupo CTR e o tratamento com |-arg e o TF foi capaz de reduzir essa
PA. Em relacdo a FC, animais SM treinados apresentam bradicardia em relacdo aos
SM sedentéario agua e o tratamento com l-arg foi capaz de reduzir somente a FC de
animais SM sedentarios que foram suplementados; 5) Com relacdo a variabilidade
da FC, os animais SM sedentarios apresentaram diminuicdo da variancia, mas o

treinamento fisico e a suplementacdo com l-arg ndo mostraram melhoras
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significativas nesses parametros; 6) Nas dosagens de nitrito no coragdo: a
suplementacdo com l-arg associada ao TF promoveu aumento da concentracao no
grupo SM em relacédo ao grupo SM treinado ndo suplementado; 6) Na aorta toracica:
ratos SM sedentarios e treinados suplementados com l-arg e treinados nao
suplementados, apresentaram aumento de nitrito em relacdo aos grupos CTR e ao
grupo SM sedentario tratado com agua; 7) Na avaliacdo do estresse oxidativo nos
tecidos, foi observado aumento do estresse oxidativo no musculo soleo, musculo
gastrocnémio, aorta toracica e no plasma dos animais do grupo SM sedentério
tratado com agua e a suplementacdo com l-arg associada ou ndo ao TF e o TF
promoveram a reducdo dos marcadores pro-oxidantes analisados. Além disso,
considerando que existem poucos estudos que tenham avaliado os efeitos da
suplementacdo com l-arg em parametros cardiovasculares de animais com SM e
submetidos ou ndo a treinamento fisico, sendo na maioria estudos de revisao,
epidemioldgicos ou clinicos, o presente trabalho se mostra como inédito ao avaliar
todas essas associacoes.

No presente estudo observamos reducdo da gordura perigonadal e
retroperitoneal de animais com SM que foram treinados tratados ou ndo com l-arg,
mostrando que o TF associado ou ndo a suplementacdo com l-arg foi capaz de
reduzir o tecido adiposo perigonadal e retroperitoneal de animais obesos. Além
disso, o TF associado a suplementacdo com l-arg foi eficaz também na reducéo do
indice de Lee de animais com SM. A diminui¢&o dos tecidos adiposos perigonadal e
retroperitoneal pela suplementacdo com l-arg sinaliza um possivel aumento da
lipélise e demonstra que, de fato, o aumento do NO, pelo aumento do substrato para
sua producdo, pode ser importante na modulacdo do tecido adiposo branco

(DASHTABI et al., 2015; GAUDIOT et al., 1998).
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De modo geral, o exercicio fisico estimula a atividade do sistema nervoso
simpatico (SNS) e, particularmente, a liberacdo de catecolaminas pelas glandulas
adrenais, estimulando a oxidacdo de substratos como AG e glicose em adipdcitos,
no figado, musculo esquelético e no coracdo, onde sdo usados como substrato
energético durante o exercicio fisico (ROSSETTINI; LUZ; BARACHO, 2012; GOMES
et al., 2012; MEDEIROS et al., 2017). Corroborando nossos achados, Tan e
colaboradores (2012) mostraram que a administracdo oral de l-arg em animais
diabéticos e obesos a longo prazo, pode diminuir o acumulo de tecido adiposo,
assim como os niveis circulantes de glicose e AG néo esterificados e aumentar a
oxidacao da glicose nesses tecidos (TAN et al., 2012).

A SM também tem a capacidade de aumentar a atividade lipolitica, que aumenta
o influxo de AGL para o figado, consequentemente levando ao aumento de
triglicerideos, de LDL e de apolipoproteina B, contribuindo indiretamente para o
desenvolvimento de doengas arteriais coronarianas (LEITE; JAMAR; CARANTI,
2014). Os niveis plasmaticos de AGL estédo elevados em individuos e animais com
SM e diabéticos (SUITER et al., 2018).

Dados da literatura trazem que as concentracdes plasmaticas de AGL estao
elevadas na SM pois, na obesidade, o tecido adiposo aumentado gera estresse
liberando mais AGL, diminuindo a depuracao destes, causando simultaneamente RI
e ativando a via pré-inflamatéria do NF-kB, o que resulta na secrecdo de muitas
citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias e pro-aterogénicas, produzindo um estado
inflamatorio de baixo grau que pode contribuir para a aterosclerose acelerada e
esteatose hepatica. Aléem disso, uma vez elevado, os AGL inibem a acéo
antilipolitica da insulina, aumentando ainda mais a liberagcdo de AGL na circulacéo

(BODEN, 2011).
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Durante a pratica de exercicio fisico aerobio, os musculos esqueléticos utilizam
predominantemente AG para a sintese e obtencdo de ATP, gerando lipdlise que é
regulada pela lipase sensivel a hormonios, ativada por estimulacao beta-adrenérgica
e liberacdo de catecolaminas que ocorre durante o TF. Esse processo leva a
oxidacdo de glicose e AG, gerando nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) e
dinucledtido de flavina e adenina (FADH2) (SILVEIRA et al., 2011; RANALLO;
RHODES, 1998; MEDEIROS et al., 2017). Essas informacdes corroboram nossos
achados, pois houve aumento dos AGL plasméticos em animais com SM
sedentarios agua e o TF foi capaz de reduzir essas concentracdes sem modificacdes
nos grupos SM sedentarios e treinados que foram suplementados com l-arg.

A esteatose hepatica é considerada o principal componente hepéatico da SM. Em
nosso estudo, os animais do grupo SM sedentario apresentaram esteatose hepatica
e a suplementacdo com l-arg associada ao TF ou ndo e somente o TF foram
capazes de reduzir essa esteatose. Corroborando nossos resultados, camundongos
com SM e ratos obesos tratados com MSG, também apresentaram esteatose
(LUCCHETTI et al., 2019; da CUNHA et al., 2010). Dados de Alam e colaboradores
(2013) mostraram que a suplementacdo com l-arg reduz os danos ao figado ao
reduzir os produtos da glicacdo avancada pelo aumento do NO endotelial, limitando
a inflamacéo induzida pela obesidade e Rl nos hepatécitos, através da melhora dos
fluxos sanguineos hepatico e portal, bem como a microcirculacdo de ratos com SM
(ALAM et al., 2013).

Além disso, dados da literatura sugerem que o exercicio crbnico € uma
ferramenta importante na prevencao e no tratamento da esteatose hepatica, da Rl e
regulacéo das concentracdes de lipidios circulantes. Além do importante efeito sobre

0 hepatdcito no que tange ao aumento da oxidacao lipidica, promovendo reducao na
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concentracdo de TAG armazenada, 0 exercicio também propicia aumento na
sensibilidade a insulina, sintese e secrecédo do fator de crescimento semelhante a
insulina tipo 1 (IGF-1), que sdo potentes ativadores da regeneracdo hepatica e do
anabolismo (LIMA; VIEIRA, 2017; HU et al., 2013). Entretanto, ndo ha dados na
literatura sobre os efeitos da suplementacdo com l-arg associada ao TF na esteatose
hepatica de animais com SM. Dessa forma, nossos achados sdo os primeiros a
demonstrar os efeitos dessa associacdo na esteatose hepatica em ratos com SM.
No entanto, mais estudos se fazem necessarios para investigar quais 0s
mecanismos envolvidos nessa melhora da esteatose hepatica de ratos com SM.

O modelo MSG também é caracterizado por hiperinsulinemia e maior
secrecdo de insulina associada a hiperglicemia precoce. Todas as disfuncées neste
modelo sdo essenciais para fazer dos animais MSG um bom modelo para estudar as
doencas metabolicas e os disturbios associados a SM (MARTIN et al., 2016). Sabe-
se gue a resisténcia a insulina leva o organismo a aumentar a sintese de glicose
hepética através de substratos lipidicos. Este mecanismo leva a aumento dos AGL
que, no figado, aumentam a producéo de glicose e triglicerideos, associados a uma
diminuicdo do HDL (JUNQUEIRA et al., 2011).

Ja estd bem estabelecido na literatura que ratos MSG e com SM possuem
excesso de tecido adiposo, que sintetizam e ativam proteinas com acgbes
inflamatérias, influenciando na via de sinalizacao intracelular da insulina e causando
prejuizos na translocacdo do GLUT4 para a membrana plasmatica dos tecidos
periféricos (FERREIRA et al., 2011; MACHO et al., 2000). Porém, em nosso estudo,
nao houve diferenca estatistica na glicemia de jejum nos grupos analisados,

havendo apenas diminuicdo do KkITT dos animais do grupo SM sedentéario l-arg
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guando comparado ao seu respectivo grupo CTR e quando comparado ao grupo SM
sedentario agua.

Contudo, sabe-se que a suplementacdo com l-arg, esta associada & melhora
da sensibilidade a insulina, regulando a captacao de insulina endotelial vascular e
seu transporte transendotelial, através do NO derivado da eNOS, fundamental para
regular o metabolismo da glicose sistémica e entrega de insulina aos tecidos
periféricos (MICZKE et al., 2015; SANSBURY; HILL, 2014). Somado a isso, esta
bem estabelecido que a I-arg induz aumento na secrec¢do de insulina das células
beta pancreaticas. Por outro lado, a estimulacdo de insulina de longo prazo pode
levar a regulacdo negativa do receptor de insulina, bem como a degradacdo da
proteina substrato-1 do receptor de insulina (IRS-1) no musculo esquelético
(VALGAS DA SILVA et al., 2015). Assim, o aumento do kITT encontrado em animais
sedentarios suplementados com I|-arg por 8 semanas pode ser um efeito adverso
dessa suplementacdo de aminoacidos, associada ao tratamento com MSG.

Alguns investigadores apontam efeitos benéficos da suplementacdo com I- arg,
tal como, os proporcionados pela pratica de exercicio fisico, o qual é conhecido por
aumentar a producao de NO devido ao “shear stress” (PUGA; NOVAIS; ZANESCO,
2011). Entretanto, ainda ha poucos dados na literatura sobre os efeitos da
suplementacdo com Il-arg associada ao TF nos parametros cardiovasculares de
animais com SM.

Os valores basais de PA, mostraram-se aumentados nos animais do grupo SM
sedentario agua quando comparada ao seu grupo CTR e a suplementacédo com l-arg
e o TF foram capazes de diminuir a PA de animais SM sedentarios suplementados e
SM treinados. Corroborando com nossos achados dados da literatura e prévios do

nosso laboratério mostram que ratos e camundongos tratados com MSG
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apresentam aumento dos valores de PAM (LOPES, 2021; LUCCHETTI et al., 2019;
da CUNHA et al., 2017; KARLEN-AMARANTE et al., 2012; KONRAD et al., 2012; da
SILVA MATTOS et al., 2012).

Os mecanismos propostos para explicar a hipertensdo nesse modelo de SM
sugerem a participacdo do NO. Estudos mostram que a diminuicdo da eNOS esta
ligada intimamente com o desenvolvimento de hipertenséo, induzida pela obesidade
e na SM (RAJAPAKSE; HEAD; KAYE, 2016), bem como é relatado um aumento da
INOS no tecido adiposo branco contribuindo para a RI, dislipidemias e aumento do
risco cardiovascular (KAPUR et al.,, 2000). Trabalhos realizados em nosso
laboratério mostraram que ratos tratados com MSG apresentaram aumento no
componente simpatico da modulacédo autonémica evidenciada pela analise espectral
da VFC e uma atividade nervosa simpética renal aumentada em relacdo aos
controles (Da CUNHA et al., 2011, 2014, 2017; Da SILVA MATTOS et al., 2012),
além de SBR alterada (KARLEN-AMARANTE et al., 2012).

Como em nossos resultados ndo houve diferenca entre os componentes
simpético e parassimpatico cardiacos desses animais, nossa hipGtese é de que esse
aumento de FC dos animais SM sedentarios sem suplementacdo, pode estar
relacionada com outras alteracdes e, em conjunto, resultarem na hipertensdo. Dados
de nosso grupo mostraram que a inflamacdo, através do aumento da COX2
cardiaca, assim como da expressao da iINOS, poderiam explicar essas alteracdes
(Da CUNHA et al.,, 2010; 2017). Dentre outras possiveis alteracbes, podem-se
destacar a hiperinsulinemia, a hiperleptinemia, o aumento da ativacdo do SRAA e 0
aumento dos AGL. Além disso, a obesidade também pode causar modificacdes
estruturais nos rins, inflamacao sistémica e estresse oxidativo que contribuem para a

hipertensdo (KURUKULASURIYA et al., 2011).
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Além disso, apos a suplementacdo com l-arg houve reducdo da PA de
animais SM sedentarios suplementados e SM treinados sem suplementacdo. A
utilizacdo de l-arg como suplemento alimentar vem crescendo nas diferentes
populacdes devido ao fato desse aminoacido ser importante precursor da sintese de
NO em sistemas organicos (SIASOS et al., 2007). Nossos dados sdo similares aos
dados de, Alam e colaboradores (2013) que mostraram diminuicdo da PA de ratos
com SM que foram tratados com l-arg (ALAM et al., 2013). Dados da litetatura
mostram que os beneficios advindos da suplementacdo com l-arg relacionam-se
com a restauracdo da funcdo endotelial, pois 0 NO regula a atividade de células
musculares lisas vasculares (BRANDAO; MARTINS-PINGE, 2007; HAMBRECHT et
al., 2000). Portanto, esse gas participa da manutencao do tdnus vascular, facilitando
a vasodilatacdo e melhorando o aporte sanguineo e a efetividade vascular levando,
a diminuicdo da PA (EPSTEIN; MONCADA; HIGGS, 1993).

Corroborando nossos achados, dados da literatura mostram que o TF é capaz
de reduzir a PA de humanos e animais hipertensos (ZAAR; REIS; SBARDELOTTO,
2014; MEDINA et al., 2010; AMARAL; ZORN; MICHELINI, 2000). Um dos
mecanismos pelos quais o exercicio fisico promove esses efeitos esta associado ao
aumento do fluxo sanguineo sobre a parede dos vasos, resultando em aumento na
producdo de NO e de sua biodisponibilidade para o musculo liso vascular (SILVA,;
ZANESCO, 2010; MAIA; NAVARRO, 2017).

Os resultados basais de FC de ratos SM sedentarios apresentaram diferenca
estatistica em relacdo aos dos ratos CTR, e esses dados diferem de estudos prévios
de nosso laboratério (da CUNHA et al., 2017; da CUNHA et al., 2010; da CUNHA el
al., 2014; LUCCHETTI et al., 2019). No entanto, uma diferenca que pode explicar

essa diferenca € o fato dos nossos animais serem mais velhos (121 dias) que os
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ratos dos estudos anteriores (90 dias). Em nosso estudo também observamos que
0s animais SM treinados e tratados com agua apresentaram bradicardia de repouso.
Esses dados sédo similares aos observados previamente em estudos que
evidenciaram bradicardia em ratos saudaveis submetidos a natacdo (RAQUEL et al.,
2018; SANT’ANA et al., 2011; MEDEIROS et al., 2004; RAQUEL et al., 2016).

Alguns autores sugerem que o aumento do ténus vagal ao coracédo, a diminuicao
do tbnus simpatico e a alteracdo da sensibilidade de células marcapasso a
neurotransmissores sao aspectos relevantes para a génese e manutencao da
bradicardia apds exercicio, sendo considerado um importante marcador fisiologico
da eficacia do treinamento fisico para a saude cardiovascular (DE ABREU et al.,
2009; MARTINS-PINGE, 2011). No entanto, existem componentes ndo autonémicos
gue influenciam a reducdo da FC em repouso, como a diminuicdo da FC intrinseca
(BAHRAINY et al., 2016).

Em nosso estudo, apds a suplementacédo com l-arg, a FC foi reduzida também.
Um estudo similar realizado em ratos normotensos suplementados com l-arg
demonstrou que a suplementacdo com l-arg foi capaz de causar bradicardia apés
quatro semanas de tratamento (RAQUEL et al., 2018). Uma hip6tese para essa
bradicardia de repouso nos animais sedentarios tratados com l-arg seria pelo fato de
gue a suplementacdo estaria aumentando as concentracbes de NO pela maior
atividade da nNOS em centros pressoéricos, como o0 nucleo paraventricular do
hipotalamo, diminuindo a acdo simpatica sobre o coracdo (RAQUEL et al., 2018).
Assim, os dados do presente estudo demonstram que a suplementacdo com l-arg
pode ser tdo benéfica gaunto o exercicio fisico em produzir bradicardia de repouso.

A VFC é uma medida ndo invasiva que avalia a modulacdo do SNA em

situacdes diversas como, exercicio fisico e em condi¢cdes patologicas. Mudancas em
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seus padrdes funcionam como um indicador de saude: um individuo saudavel
geralmente apresenta maior VFC, de modo que a reducdo da VFC pode funcionar
como indicador de varias doencas, como insuficiéncia cardiaca, obesidade e SM
(VANDERLEI et al., 2009). Nossos resultados demonstram menor variancia do IP
nos animais do grupo SM sedentario agua quando comparado ao seu grupo CTR,
sugerindo que a SM compromete a capacidade de resposta do SNA e pode indicar
comprometimento da saude cardiovascular.

A literatura tem mostrado que ha variaveis que podem interferir na VFC, como
idade, género e obesidade. Sabe-se que o processo de envelhecimento traz consigo
muitas alteracdes nos sistemas organicos, inclusive no sistema cardiovascular, como
a ocorréncia de prejuizos na resposta cronotropica e vasodilatadora a estimulagéo
simpatica. Assim, ha diminuicdo da resposta de FC aos estimulos neurais, com
consequente reducdo do cronotropismo e do inotropismo cardiaco (ANTUNES,
2012). Segundo Carter e colaboradores (2003), ha reducdo do controle
parassimpatico de acordo com o avancar da idade, levando consequentemente a
reducdo da VFC (CARTER; BANISTER; BLABER, 2003). Essa reducédo ¢é atribuida a
uma deplecdo do tbnus vagal e aumento da atividade simpética (LOPES et al.,
2007). O desenvolvimento de doencas como diabetes e obesidade, que séo fatores
presentes na SM, tem sido associado ao prejuizo da modulacdo autondmica
cardiaca, ocorrendo principalmente reducdo da VFC e aumento da modulacdo
auton6mica simpatica (RIBEIRO et al.,, 2016). Considerando esses fatores, uma
possivel explicacdo seria que a SM e a idade dos animais do grupo SM sedentario
agua podem ter causado essa diminuicao da variancia do IP.

O barorreflexo € um dos mais importantes mecanismos para o controle da

pressdo arterial, o qual atua ajustando a frequéncia cardiaca e o tbnus simpatico
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vascular momento-a-momento. Notou-se em nossos resultados uma diminuicdo no
ganho barorreflexo up e total em animais do grupo do grupo SM sedentario agua
quando comparado ao grupo CTR sedentario agua. Esses achados indicam que os
animais do grupo CTR sedentario agua possuem melhor eficacia para respostas
bradicardicas (ganho up) aos aumentos de PA do que os animais do grupo SM
treinado I-arg e SM sedentario agua.

Corroborando nossos achados, Konrad e colaboradores (2012) demonstraram
gue ratos tratados com MSG, apresentam alteracdes barorreflexas como diminuicédo
do reflexo bradicardico que esta associado, com os efeitos vagais sobre o coracao,
menor responsividade do nodo sinusal para a modulacdo parassimpatica e VFC
diminuida (KONRAD et al., 2012). Por outro lado, a elevacdo dos acidos graxos
plasmaticos reduz a sensibilidade do barorreflexo diminuindo a atividade
parassimpatica, por meio do aumento das concentracdes plasmaticas de
catecolaminas (PAOLISSO et al., 2000; LOPES; EGAN, 2006). Portanto, € possivel
que, por essas razdes, o TF associado a suplementacdo com l-arg ndo foram
capazes de reverter as altera¢des barorreflexas em animais do grupo com SM.

Em geral, doencas enddcrino-metabdlicas e do sistema cardiovascular estdo
relacionadas com déficits na producao ou biodisponibilidade de NO, e o uso de I-arg
tem ajudado no controle de varias doencas crbnicas ndo transmissiveis como:
obesidade, DM2, RI, HA e aterosclerose (LAGE; BRITO, 2012; RAJAPAKSE et al.,
2019; HU et al., 2017).

Nas analises das dosagens de nitrito nos Orgdos, a aorta abdominal
apresentou diferenca somente na associacdo da suplementacdo com l-arg e TF
entre os grupos SM e CTR, estando aumentada no grupo SM, assim como a aorta

toracica apresentou diferenca nos grupos SM que foram suplementados com l-arg e



102

treinados quando comparado ao grupo CTR e ao grupo SM sedentario tratato com
agua, estando aumentada nos grupo SM tratados com l-arg e treinados. Dados do
nosso laboratério mostraram que ratos e camundongos tratados com MSG possuem
diminuicdo da producédo do NO adrtico (da CUNHA et al., 2014; LUCCHETTI et al.,
2019).

Lobato e colaboradores (2011) mostraram que ratos tratados com MSG
possuem diminuicdo do relaxamento do endotélio dependente do NO e da producéo
de eNOS. Porém, ao dosarem as concentracdes de proteina eNOS, a expressdo da
proteina aumentou, indicando que a diminuicdo do relaxamento do endotélio
dependente de NO em ratos tratados com MSG néo é devida a expressao diminuida
de eNOS, mas esta relacionada a capacidade reduzida da enzima eNOS de produzir
NO (LOBATO et al., 2011).

Dados da literatura mostram que o exercicio fisico e a suplementacdo com |-
arg promoveram aumento na expressao da eNOS em células endoteliais da aorta de
ratos normotensos e obesos (RAQUEL et al., 2018; YANG et al., 2002; BRUM et al.,
2004). Esses achados corroboram nossos dados que mostraram que a
suplementacdo com l-arg associada ou nédo ao treinamento e somente o TF foram
capazes de aumentar o NO da aorta toracica e da aorta abdominal de animais do
grupo SM.

As concentragfes de nitrito também estdo aumentadas em tecidos periféricos
e no tecido adiposo dos animais dos grupos SM treinado I-arg e CTR treinados agua
e sedentarios suplementados com l-arg (coracdo), SM sedentario agua e SM
sedentario l-arg (rim), CTR treinado agua e sedentarios suplementados com l-arg
(gordura retroperitoneal) e SM sedentario agua e CTR sedentario I-arg (gordura

perigonadal). A literatura tem relatado que o TF € uma terapia nao-farmacologica
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eficaz no controle da producdo de NO pela via INOS e na protecdo da funcéo
endotelial em camundongos submetidos a dieta com alta ingestdo de acucar (SILVA
et al.,, 2016). Todavia, sabe-se que a suplementacdo com Il-arg aumenta a
biodisponibilidade de NO, assim como o exercicio fisico (VALGAS DA SILVA et al.,
2015).

A suplementacdo com l-arg também demonstrou reduzir o estresse oxidativo
induzido pelo exercicio de intensidade moderada e aumentar a tolerancia ao
exercicio de alta intensidade (SHAN et al., 2013). J4 estd bem estabelecido na
literatura que a SM esta associada a uma resposta inflamatoria crénica caracterizada
pela producédo anormal de citocinas e ativacéo de vias de sinalizacdo inflamatérias,
com aumento da expressao de iINOS em diferentes tecidos (da CUNHA et al., 2010;
LUCCHETTI et al., 2019; LOPES, 2021).

Dados prévios do nosso laboratério mostraram aumento na expressao da
iINOS no tecido cardiaco de ratos tratados com MSG (da CUNHA et al., 2017).
Nosso estudo ndo mostrou essa diferenca e, quando fornecemos substrato e
associamos ao TF, ha aumento de nitrito. Porém, ndo podemos afirmar qual seria a
isoforma envolvida nesse aumento, pois ndo realizamos imuno-histoquimica no
tecido. Entretanto, o aumento do NO no tecido cardiaco de animais SM treinados e
suplementados com l-arg pode estar ligado a ativacdo da proteina quinase ativada
por AMP (AMPK), regulador chave do balanco energético celular (ARAUJO et al.,
2017). Estudos com ratos CTR mostraram que, ap0s quatro semanas de natacao,
houve aumento de NO cardiaco, devido ao aumento da eNOS, pois a atividade fisica
regular leva a aumentos na expressao do gene de eNOS e, posteriormente, da

proteina eNOS (MCALLISTER; LAUGHLIN, 2006).
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Sabe-se que o rim € o 6rgdo primario responsavel pela manutencédo da
concentracdo plasmatica de I-arg (AOKI et al., 1976) e que em condicbes normais,
ou patoldgicas (hipertenséo ou insuficiéncia cardiaca), as informacdes aferentes dos
rins podem regular a ativacéo neural e hormonal, contribuindo para o balanco da PA
e fluidos corporais (PATEL et al., 2016; KOPP, 2015). Nesse sentido, no presente
estudo, é possivel que os maiores niveis de NO observados nos rins de animais
tratados com l-arg tenha contribuido para mudancas locais no ténus vascular renal,
pois sabe-se que a estimulacdo do nervo aferente renal (NAR) aumenta a atividade
nervosa simpatica, PA e a atividade de neur6nios do nucleo paraventricular (PVN)
(PATEL et al., 2016; RAQUEL et al., 2018).

Desta forma, ndo podemos negligenciar a hipétese que, o NO dos rins de
animais suplementados com |-arg poderia estar atuando como neuromodulador local
de atividades do NAR. Portanto, é possivel que o aumento das concentracdes de
nitrito na gordura perigonadal e tecido renal dos animais dos grupos SM sedentarios
suplementados com l-arg ou ndo seria devido hd uma producdo exacerbada de
iINOS induzida pela SM, além do aumento da biodisponibilidade de NO pela
suplementacdo com l-arg. No entanto, se faz necessario estudos posteriores para
esclarecer essa questao.

O modelo de SM utilizado no presente estudo apresenta aumento da
producdo do anion superoxido e da peroxidacdo lipidica plasmatica, no tecido
muscular e adrtico e diminuicdo da capacidade antioxidante. O TF e a
suplementacdo com l-arg foram capazes de reverter esses parametros. Esses
resultados mostram um desequilibrio entre a producdo de ERO e antioxidantes. As
ERO sao produzidas naturalmente pela producédo de energia mitocondrial, mas

também por enzimas como NADPH oxidase e xantina oxidase, bem como interagdes
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com outros oxidantes, mas se a producdo dessas ERO exceder a capacidade
antioxidante da célula, o estresse oxidativo pode ocorrer, resultando em peroxidacéo
lipidica (CHAN; CHAN, 2019; XU et al., 2017; DINIZ et al., 2005; LOPES, 2021;
FRANCA et al., 2013). Assim, € importante considerar estratégias que aumentem a
capacidade de defesa antioxidante do organismo, uma vez que a mesma parte néao
s6 da desintoxicacdo dos radicais livres, mas também estdo intimamente
relacionadas a modulacdo dos processos fisiopatologicos presentes na SM
(FRANCISQUETI et al., 2017).

Uma das estratégias para aumentar a defesa antioxidante € a prética de
exercicio fisico. Corroborando nossos achados, dados da literatura mostraram que o
TF aumenta as concentracfes dos antioxidantes, promove aumento da secrecao de
citocinas anti-inflamatérias e regula os niveis de TNF-a. Durante o exercicio, os
musculos liberam miosinas, que estdo envolvidas no crescimento, reparo e nas
respostas anti-inflamatérias dos tecidos, aumentando IL-10 e diminuindo TNF-q,
anion superoxido, malondialdeido e F2-isoprostanos no plasma e no tecido muscular
de ratos obesos induzido por dieta hiperlipidica (EFFTING et al., 2019; LI et al.,
2015).

Além disso, o TF por si s6 ou associado a suplementacao com Il-arg promove
aumento da biodisponibilidade de NO no musculo gastrocnémio e na aorta de
animais obesos, gerando regulacdo positiva de ambas as enzimas antioxidantes,
Cu/Zn-superéxido dismutase (Cu/Zn SOD) e manganés-SOD (Mn-SOD),
aumentando a protecao contra os efeitos deletérios das ERO nas células do musculo

esquelético ou tecido adrtico (DE MORAES et al., 2008; KIM et al., 2016).
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7.CONCLUSAO

Nossos resultados demonstram que a administragdo neonatal de MSG
induziu alteragbes metabdlicas, oxidativas e cardiovasculares em ratos,
caracterizando este como um modelo adequado para o estudo da SM, e a
suplementacdo com l|-arg associada ao TF ou ndo e, o TF por si s6 foram capazes
de reverter esses parametros. Sugerimos entdo que a suplementacao com l-arg e o
TF juntos podem ser uma boa estratégia para combater a SM em individuos que
possuam pelo menos uma das doencas associadas a essa sindrome. Estudos

clinicos precisam ser realizados e confirmados para esse fim.
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PESOS Média |Erro Média |Erro
Semanas CTR SED AGUA Padrio | Semanas| CTR TRE AGUA Padriio
1 284 143 140 183 145 154 166 1736 19,3 1 287 251 258 230 265 283 287 260 2624 6,4
2 312 208 200 253 209 219 213 2306 150 2 284 287 287 290 289 303 313 291 293,0 35|
3 340 234 224 278 234 246 230 2551 15,7] 3 298 303 311 288 301 328 324 315 308,5 4.8
4 359 265 239 313 262 274 267 2827 15,2] 4 319 329 320 314 315 343 348 332 327,3 4.4
5 366 286 266 327 283 298 301 3046 124 s 340 341 324 321 328 359 354 346 3391 49|
6 3N 299 283 349 300 31 314 3181 11,7] 6 351 342 344 334 341 370 373 357 351,5 5,0
7 380 314 296 369 324 326 336 335,0 13l 7 373 351 349 353 343 382 380 366 362,8 50
8 384 320 308 373 375 380 385 360,7 12,2] 8 395 364 363 358 365 396 396 395 379,0 6,3
Semanas CTR SED L-ARG Semanas| CTR TRE L-ARG
1 224 239 238 250 235 236 211 209 230,3 51 1 247 294 251 292 266 261 236 265 2640 7.2
2 254 259 261 271 262 268 244 248 2584 33 2 258 272 254 270 284 289 270 281 27123 43
3 266 282 284 298 300 289 264 271 2818 4.9 3 286 336 284 293 328 37 294 301 3049 7,0]
4 284 301 295 320 323 321 286 294 303,0 5,7 4 293 335 292 284 330 337 31 319 3126 7.4
5 31 339 327 336 335 328 307 313 3245 4.4 5 318 356 306 299 349 359 337 348 3340 82|
6 315 360 335 349 351 343 331 33 3394 5,0] 6 324 368 313 313 353 361 347 353 3415 7.7
7 354 74 346 367 367 358 342 352 3875 39 7 336 380 318 324 366 5 5 370 355,5 9,1
8 358 409 370 367 370 366 357 364 3701 5,8 8 337 380 319 325 368 405 391 390 364 4 11,7]
PESOS Média Erro Média |Erro
Semanas SM SED AGUA Padrio| Semanas| SM TRE AGUA Padrio|
1 172 212 178 157 203 193 202 188,1 75 1 218 198 257 175 206 193 191 294 2165 14,0
2 194 225 176 168 268 232 219 2117 13,2] 2 242 219 276 193 227 221 210 N7 2381 14,2]
3 212 234 207 183 278 250 238 2289 118 3 266 233 293 205 243 232 201 321 2493 14,8
4 229 244 221 193 281 261 224 2361 10,9] 4 287 248 304 223 258 253 209 334 2645 147]
5 250 239 236 206 284 280 225 2457 10,7] 5 317 268 312 237 280 278 215 342 2811 14,9]
6 257 247 253 210 294 290 244 2564 109 6 334 279 317 246 293 299 233 361 295,3 15,
7 275 273 263 218 303 303 269 2720 10,8 T 347 287 347 254 299 312 248 381 309,4 16,6
8 290 284 273 221 309 309 295 283,0 14 8 375 306 386 262 312 329 260 399 326,1 18,1
Semanas SM SED L-ARG Semanas| SM TRE L-ARG
1 270 218 168 175 197 208 206 203 205,6' 11,0} 1 203 260 201 180 240 193 225 200 2128 9.4
2 286 235 186 193 210 228 228 220 2233 10,9] 2 222 277 208 248 203 200 228 202 2233 9,5|
3 297 266 203 205 224 252 249 242 2423 12| 3 215 294 215 255 207 205 212 230 2291 109
4 258 280 218 223 227 253 262 247 2450 77 4 225 298 212 215 206 263 223 216 2323 1,2]
g 322 283 233 237 238 274 217 257 2655 109] s 228 309 262 221 215 212 221 239 2384 11§
6 314 302 245 246 244 291 289 267 2749 9,8 6 349 214 276 226 234 223 228 230 2475 15,9
7 332 318 257 254 254 302 303 276 2870 10,9] 7 326 307 289 230 257 232 234 240 2644 13,4
8 369 321 258 262 259 310 313 286 2973 137 8 326 311 294 231 269 243 244 252 2713 12,4
;. . . . .
2. Desempenho Fisico dos Animais no Treinamento em esteira
Teste de Esforco (Velocidade)
Média |Erro Média |Erro
Teste de Esforgo CTR SED AGUA Padrio | Teste de Esforgo CTR TRE AGUA Padrio
1 17 8 8 8 1 1 8 14 10,6 12 1 20 17 17 17 17 20 14 20 17,8 038
2 8 8 8 8 1 11 8 g 88 0,5 2 23 23 23 20 20 26 20 23| 223 0,8
3 8 8 8 8 8 8 8 8| 8 0 3 26 26 26 26 23 29 29 29 2638 0.8
Teste de Esforgo CTR SED L-ARG Teste de Esforgo CTR TRE L-ARG
1 8 8 1 11 14 1 14 14 11,4 09| 1 20 14 17 17 17 17 20 23 18,1 1,0]
2 8 8 8 1 8 1 8 8| 88 05| 2 26 20 26 20 2 20 29 26 241 13
3 8 8 8 8 8 8 8 8| 8 0 3 29 26 29 26 29 26 32 29 283 0,8
Média |Erro Média |Erro
Teste de Esforgo SM SED AGUA Padrio | Teste de Esforgo SM TRE AGUA Padrio
1 8 17 14 8 11 8 8 14 11 13 1 20 23 20 17 20 20 20 20 20,0 0.6
P 8 8 8 8 8 8 8 8| 8 of 2 23 26 23 23 23 23 23 23] 234 04
3 8 8 8 8 8 8 8 8| 8 of 3 26 32 2 2 29 26 29 26| 275 0.8
Teste de Esforgo SM SED L-ARG Teste de Esforgo SM TRE L-ARG
1 14 17 11 8 8 17 14 8| 121 1,4] 1 20 23 23 20 23 20 20 20 211 0,5]
2 1 8 8 8 8 8 8 8| 84 04 2 26 26 29 26 2 23 23 29| 260 0,8
3 8 8 1 8 8 8 8 8| 84 0,4 3 29 32 32 29 29 26 26 32 29,4 09|
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Teste de Esforco (Tempo)

Média |Erro Média |Erro
Teste de Esforgo CTR SED AGUA Padrio | Teste de  Esforgo CTR TRE AGUA Padrio
1 15 3 3 3 6 6 3 9 6 1.5 1 12 12 12 15 9 15 15 12 128 0,8
2 3 3 3 3 6 6 3 3 375 0,5 2 18 15 15 21 15 18 18 18 17,3 0,8
3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 0| 3 21 21 18 24 24 24 21 21 218 0,8
Teste de Esforgo CTR SED L-ARG Teste de Esforgo CTR TRE L-ARG
1 6 6 12 12 9 6 9 9 86 0,9 1 12 12 12 12 15 12 18 12 131 0.8
2 3 6 3 3 3 6 3 3 38 0,5 2 21 15 21 15 24 18 21 18 19,1 11
3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 0 3 24 21 24 21 27 21 24 21 29 0.8
Média |Erro Média (Erro
Teste de Esforgo SM SED AGUA Padrio | Teste de  Esforgo SM TRE AGUA Padrio
1 3 12 9 3 9 3 3 9 64 1,3 1 15 15 12 15 15 15 15 18 15,0 0,5
2 3 3 3 3 3 3 3 3 3 0 2 18 18 18 18 18 18 18 21 18,4 0.4
3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 0 3 21 21 21 24 21 24 21 27 25 0,8
Teste de Esforgo SM SED L-ARG Teste de Esforgo SM TRE L-ARG
1 6 3 3 12 9 3 12 9 71 1,4 1 18 15 12 12 18 15 15 15 15,0 0,8
2 3 3 3 3 3 3 3 6 34 0,4 2 24 21 15 18 21 18 18 24 19,9 1,1
3 6 3 3 3 3 3 3 3 34 0,4 3 27 24 18 21 24 21 21 27 29 11

3. Caracterizacdo da Obesidade

indice de Lee (cm/g)

CTR SED AGUACTR SED L-ARG CTR TRE AGUA|CTR TRE L-ARG ' SM SED AGUA|SM SED L-ARG|SM TRE AGUA|SM TRE L-ARG
29,27 28,87 30,27 2925 | 3285 34,25 31,74 32,88
29,55 28,87 28,3 2925 | 3167 31,44 32,53 32,26
29,95 29,69 28 2925 | 3219 30,59 33,06 32,84
28,33 28,64 28,53 2907 | 3248 31,53 33,08 29,67

29,3 28,15 29,13 2961 | 3394 32,18 32,48 32,26
29,41 28,87 29,17 2925 | 32,44 31,58 33,68 30,39
29,35 30,49 23,3 2865 | 31 31,37 32,49 31,02
29,07 29,75 29,46 2964 | 32,98 31,37 32,97 2926

292 29,61 28,5 2943 | 3094 30,16 29,69 29,18
29,28 29,85 28,2 2792 | 3168 32,14 29,85 28 61
28,66 29,3 29,53 2913 | 30,39 31,52 29,11 292
29,15 28,35 29,02 2947 | 313 31,75 30,29 31,1
28,75 28,14 30,32 2815 | 3012 30,3 30,17 29,86
29,29 27,97 29,95 2838 | 31,79 30,24 30,01 29,84
28,32 29,12 28,73 2974 | 3126 30,72 30,26 29,49
28,76 2928 29,17 2979 | 31,41 30,17 30,07 29,25
29,96 30,47 29,52 2857 | 3073 29,11 28,36 29,82
30,14 29,17 29,67 3003 | 2999 32,24 30,11 28,25
28,78 29,03 29,97 2846 | 30,55 31,91 30,62 29,05
29,54 30,7 28,9 2827 | 318 29,2 28,34 29,49
29,11 ' 30,05 30,35 29,43 31,35

1,08 | 3224 32,4 32,81 29,01

30,19 28,45
MEDIA 29,2 29,2 292 29,1 G 31,2 31,0 30,1
ERRO PADRAO 0,1 02 02 0,1 1 0.2 0.2 03 03




Gordura Perigonadal i
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CTRSED AGUA |CTRSED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA | SM SED L-ARG ' SM TRE AGUA [SM TRE L-ARG
195 2.7 3.21 1.03 6.2 S 7.35 2,55
0,84 3,18 1.76 2 7.81 6,13 T7.75 367
147 2.4 142 161 6,37 5,75 | 4,13 3
1,26 2,02 187 1,73 4,48 513 4,45 3.7
1,78 1 2,27 1,77 5.28 6,52 4,43 3.42
2.76 197 2,33 1.0 5.4 4,86 6,51 3.67
193 2,44 13 2.1 343 4,53 5,95 2,92
4,03 343 191 31 5.41 4,54 f 5,74 4,78
0,43 3,18 1,93 2,06 4.4 3.93 | 3.21 1.7
1,73 112 2,96 2,07 76 4,35 | 3.67 2,33
183 1 2.6 2,53 6,77 5,93 4,05 2.9
1,73 135 1,85 16 6.1 6,08 3.97 2
1.7 0,74 2,98 164 4.3 6,15 3.42 3,35
193 0,84 2,69 212 5,96 4.1 4,63 2,06
2,94 2,12 2,37 2.4 5,86 7.45 5.29 3.81
| 4,51 139 2,25 7.54 5,75 _ 3.73 2,36
4,46 347 3.03 4,44 7.18 4,72 | 3.05 4,42
2,05 3.3 163 3,88 SA7 4,88 4,78 2,04
3.94 2.51 4,04 3.88 5.4 6,07 | 4,82 36
3,22 3.03 2.7 3.67 7.61 4,13 4,32 3.07
3.07 3.97 163 5.51 6,12 3.9 3.47
3.52 6.5 4,43 5.76 3.87
6,44 2,48
718 | 2,92
MEDIA 23 23 24 23 61 53 4.3 31
ERRO PADRAD 0,2 02 0,2 0.2 0,3 0.2 0.3 0,2
Gordura Retroperitoneal
CTRSED AGUA |CTRSED L-ARG|CTRTREAGUA |CTRTREL-ARG [SM SED AGUA 'SM SED L-ARG [SM TREAGUA |SM TRE L-ARG
1.3 2,03 2,18 0.3 2.61 [ 5.23 5.21 2.3
2,24 2,68 123 1639 3,32 4,32 4.2 36
| 116 2,12 112 0,94 6,38 5.21 3.69 1,78
1,08 1,36 2.22 147 2,65 4,46 5.2 3.4
} 187 0.9 163 163 2,44 4,87 2,65 24
194 165 2.84 1.29 3.38 3 4,47 36
1.07 187 2.1 2,67 2,68 3.51 3.47 2,52
0.81 3.75 155 2.82 5,45 345 3.82 3.14
1.21 157 1,23 182 2.2 4,14 3.51 2,05
122 1.28 144 11 4,53 3,53 3.35 2,33
144 1,29 1,71 2497 4,47 3.3 3.38 1.97
1,03 195 0,89 0,93 5.3 3,72 3.84 2.3
133 0,58 2,04 2,23 4,52 4,54 2,44 2,74
| 1,08 0,69 148 1.3 7.26 4,92 2,02 2,63
} 2.29 154 2,18 1,76 4,91 4,7 4,15 3.2
‘ 213 257 2,24 2,73 4,89 3.3 3.28 3,38
144 2.26 196 21 4,04 3,93 2,72 3,38
267 313 1,76 2,73 3.83 1.74 212 3,02
2,21 2.0 313 2.3 4,77 243 3.83 2,23
i 2,44 1.74 2,25 2,89 4,21 4,08 3.45 2,58
} 267 182 2,04 1.09 3,95 2,18 2,98 2,57
| 1.08 4,28 347 3.63 3.72
| 4.1 2.1 31 2.23
\ 5.64 3
|MEDIA 16 18 13 13 4.2 37 35 27
| ERRO PADRAD 01 0,2 0,1 0.2 0,3 0.2 0.2 0,1



4. Parametros Metabdlicos - Glicemia
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Teste de Tolerancia a Insulina (ITT) MEDIA ERRO MEDIA | ERRO
TEMPO CTR SED AGUA PADRAO| TEMPO CTR SED L-ARG PADRAO|
0 125 132 123 133 134 131 160 1340 46 0 131 1583 141 143 187 132 131 1481 76
10 116 121 120 112 129 112 144 122,0 43 10 109 138 129 173 150 114 119 1331 85
20 76 101 93 77 95 73 95 87,1 43 20 69 102 103 97 108 103 84 95,1 52
30 64 80 59 62 60 70 70 66,4 238 30 61 64 31 75 81 84 63 727 37
40 53 75 55 50 49 64 50 540 2,0 40 49 60 63 71 64 102 55 627 32
TEMPO CTR TRE AGUA TEMPO CTR TRE L-ARG
0 151 145 123 124 139 144 158 1406 50 0 114 155 131 149 144 140 140 139,0 51
10 129 127 108 130 132 128 133 126,7 32 10 106 137 123 129 127 121 160 129,0 63
20 85 17 96 76 91 72 92 899 56 20 82 94 106 89 87 93 134 979 6,7
30 66 78 77 69 73 62 76 716 23 30 72 66 a7 75 74 86 115 821 6,2
40 55 64 64 55 73 58 68 62,0 23 40 71 64 62 68 58 63 38 67,7 37
Teste de Tolerancia a Insulina (ITT) MEDIA | ERRO MEDIA | ERRO
TEMPO SM SED AGUA PADRAO| TEMPO SM SED L-ARG PADRAO
0 141 137 138 116 115 149 158 144 1453 28 0 127 134 119 143 141 156 157 1396 53
10 130 124 142 103 109 137 136 122 1254 49 10 100 124 98 "7 116 17 139 1159 53
20 113 95 105 33 78 a7 84 87 915 42 20 75 79 81 93 91 85 100 834 49
30 92 61 100 76 85 76 80 85 794 46 30 68 S0 52 70 B84 79 34 696 53
40 B84 54 91 61 56 54 69 96 706 81 40 51 43 L) 53 72 68 82 59.0 s7
TEMPO SM TRE AGUA TEMPO SM TRE L-ARG
0 129 150 130 259 142 130 149 1301 47 0 14 128 132 122 122 135 161 146 1325 53
10 120 130 115 230 123 124 131 1247 23 10 110 121 120 M m 119 133 125 1188 28
20 95 98 90 144 S0 110 69 994 88 20 91 106 94 95 79 99 93 34 926 30
30 B84 82 79 109 90 84 62 843 53 30 85 81 66 82 63 78 75 72 753 28
40 78 78 67 85 81 78 48 70,7 48 40 68 683 54 80 81 85 65 69 68,1 31
Constante de decaimento da Glicose (kITT)
CTR SED AGUA|CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA [CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA |SM SED L-ARG [SM TRE AGUA [SM TRE L-ARG
2522 2522 2.81 1.332 2.118 1.516 1.415 1.511
1,668 2,965 2,461 2,637 2,937 1,384 1.711 2,227
2.796 2.161 1,79 2.253 3,635 2.084 1.751 2.749
2,636 2.929 2,677 2,092 2.66 1,66 3,265 1.13
3.364 2,843 1,997 2,513 218 1.511 2104 1472
1.721 2.603 2,524 2.036 2.928 1,701 1.66 2.053
3.479 5,376* 2.204 1.946 2,562 1,758 3.119 2.363
7.423* 1,937
MEDIA 26 27 24 21 27 1T 21 1,9
ERRO PADRAO 0.3 0.1 0.1 0.2 0.2 0.1 0,3 0.2
5. Acidos Graxos Plasmaticos
Acidos Graxos Plasmaticos
CTR SED AGUA|CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA|CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA |SM SED L-ARG |SM TRE AGUA |SM TRE L-ARG
32,95 2537 17,73 20,91 30,28 20,14 11,87 2544
25,89 19,62 24,05 26,74 66.13 41,94 11.06 41,96
26,89 3542 18.78 13.91 31,98 35,66 36 20,27
21,66 30,64 14,34 21,37 4233 3547 20,11 33.04
11,09 15,55 16.13 2248 22 48 27,66 16,23 24,03
16.97 3354 40,84 4475 26,05 24 5
46.61
MEDIA 23.7 253 18 232 401 342 20,2 282
ERRO PADRAO 36 36 14 27 53 37 39 32




6. Esteatose Hepatica

Esteatose Hepatica
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CTR SED AGUA|CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA |SM SED L-ARG [SM TRE AGUA |SM TRE L-ARG
0 0 0 0 238,32 170,23 68,09 68,09
0 0 0 0 306,42 68.09 102,14 102,14
0 0 0 0 374 51 170,23 68,09 34,05
0 0 0 0 340,46 68,09 136,19 34,05
0 0 0 0 340,46 136,19 102,14 68,09
MEDIA 0 0 0 0 3200 122.6 95,3 61,3
ERRO PADRAO 0 0 0 0 231 231 12,7 12,7
7.Parametros Cardiovasculares — PAM e FC
Pressio Arterial Média (mmHg)
CTR SED AGUA [CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA |SM SED L-ARG [SM TRE AGUA |SM TRE L-ARG
103 112 117 109 128 120 110 105
106 11 107 102 120 110 118 109
110 114 120 101 131 117 110 109
118 108 104 105 133 106 97 94
113 107 111 106 118 110 114 111
112 105 108 107 110 112 109 107
112 110 99 118 120 106 104 110
MEDIA 110,6 109,6 1094 106,9 1229 11,6 108,9 106,4
ERRO PADRAO 1,8 1,2 28 21 3.1 20 26 22
Frequéncia Cardiaca (BPM)
CTR SED AGUA |CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA |SM SED L-ARG |SM TRE AGUA |SM TRE L-ARG
331 398 312 3N 413 313 359 374
350 330 336 299 471 327 339 317
352 350 337 338 404 330 369 320
374 373 326 322 469 322 329 393
353 330 333 367 390 346 306 360
376 330 377 334 377 338 347 318
334 368 315 322 395 324 364 285
MEDIA 3529 3541 3337 3276 4170 3286 3447 3381
ERRO PADRAO 6,6 10,0 8,1 8,2 14,3 41 8.4 14,5




8. Analise Espectral da Variabilidade da PAS e IP

Pressao Arterial Sistoélica
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LF (mmHg?)
CTR SED AGUA |CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTRTRE L-ARG [SM SED AGUA [SM SED L-ARG [SM TRE AGUA |SM TRE L-ARG
39 33 5 1,9 2.1 27 38 1.4
23 51 3 1.1 33 12 43 43
14 27 1,8 18 15 32 37 18
37 37 25 1,9 17 22 17 17
21 34 36 3 33 16 12 31
1,9 15 22 26 43 26 24 15
29 24 3 2 27 12 26 27
MEDIA 26 3,2 3,0 20 27 21 28 24
ERRO PADRAO 04 04 0.4 0,2 04 0,3 04 04
VLF (mmHg?)
CTR SED AGUA |CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA |SM SED L-ARG |SM TRE AGUA |SM TRE L-ARG
3.2 3 2 42 14 1 21 39
1,3 2 32 15 28 26 31 23
21 35 1 1,3 26 41 2 27
24 29 15 2 11 17 2 37
4 43 24 26 23 28 15 15
17 32 24 15 2 27 13 1,8
32 24 1,8 36 1.8 36 34 238
MEDIA 26 3,0 20 24 20 26 22 27
ERRO PADRAO 0,4 0,3 0,3 0,4 0,2 0.4 0,3 0,3
Variancia (mmHg?)
CTR SED AGUA |CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA |SM SED L-ARG |[SM TRE AGUA |SM TRE L-ARG
18 1 9 6 6 3 8 7
4* 12 8 4 9 5 13 8
6 9 4 4 10 11 10 5
19 10 6 6 12 4 6 1
15 11 14 6 8 7 5 14
9 6 20 8 12 3 9 6
8 12 6 8 4 10 17 d
MEDIA 12,5 10,1 96 6,0 8,7 6,1 97 83
ERRO PADRAO 23 0,8 21 0,6 1.1 12 1,6 1,2




Intervalo De Pulso

128

LF (NU)
CTR SED AGUA |CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA |SM SED L-ARG |SM TRE AGUA [SM TRE L-ARG
31 27 11 35 27 37 20 30
24 37 24 13 35 40 26 45
24 31 14 25 37 32 43 37
35 54 30 11 38 29 16 32
34 49 38 23 27 36 11 42
47 24 40 20 24 25 23 14
16 26 25 38 17 19 31 22
MEDIA 30,1 354 26,0 23,6 293 31,1 243 317
ERRO PADRAO 3.8 45 42 39 29 28 40 41
HF (NU)
CTR SED AGUA |CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA |SM SED L-ARG |SM TRE AGUA [SM TRE L-ARG
69 73 89 65 73 63 80 70
76 63 76 87 65 60 74 55
76 69 86 75 63 68 57 63
65 46 70 89 62 71 84 68
66 51 62 77 73 64 89 58
53 76 60 80 76 75 77 86
84 74 75 62 83 81 69 78
MEDIA 69,9 64,6 74,0 76,4 70,7 68,9 75,7 68,3
ERRO PADRAO 38 45 42 39 29 238 40 41
LF/HF (ms?)
CTR SED AGUA |CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA |SM SED L-ARG |SM TRE AGUA |SM TRE L-ARG
05 02 04 0.2 0,4 0,6 0,3 0,4
0,3 06 0,3 02 05 07 0.4 09
0,3 05 0,2 03 06 05 0,7 07
0,6 0,2 05 0,1 0,6 04 0,2 05
05 0.3 07 0,3 0,4 0,6 0,1 0,8
0,4 0,2 0,7 0,1 0,3 0,4 0,3 05
0,2 04 0,3 0.6 0,2 0,2 05 0,3
MEDIA 0,4 0,3 04 0,3 04 05 04 06
ERRO PADRAO 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Variancia
CTR SED AGUA |CTR SED L-ARG [CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA [SM SED L-ARG |SM TRE AGUA |SM TRE L-ARG
39 30 19 31 15 24 25 13
46 23 16 14 4 35 43 35
53 22 14 29 10 12 29 15
30 54 25 25 8 16 34 10
66 23 39 51 12 20 32 26
25 63 60 43 5 55 17 17
483 32 32 21 15 36 53 11
MEDIA 439 35,3 29,3 30,6 9.9 28,3 33,3 18,1
ERRO PADRAO 53 6,2 6,1 43 17 5,6 45 35




9. Analise Do Barorreflexo Espontaneo

Ganho Barorreflexo Total
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CTR SED AGUA |CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA [SM SED L-ARG [SM TRE AGUA |SM TRE L-ARG
34 15 15 39 2 27 2 21
41 1,7 21 25 13 32 1.8 1.8
37 27 18 238 2.7 1,8 1,9 2,7
1,9 21 5 7 4 4 1,2 15 2 36
23 35 2 35 12 21 27 24
29 28 26 38 25 42 1,9 28
35 25 34 5 14 24 3,2 2 39
MEDIA 31 24 22 32 1,90 27 21 28
ERRO PADRAO 0,3 0,3 0,2 0,3 0,25 04 0.1 0,3
Ganho Barorreflexo UP
CTR SED AGUA |CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA |SM SED L-ARG |SM TRE AGUA |SM TRE L-ARG
31 37 25 34 21 21 2 1,1
39 18 24 27 14 38 1.8 2
28 1.8 1,6 26 1,8 24 1,9 1.8
25 23 19 5 23 1,2 1 35
3 26 3 44 22 21 31 27
55 41 27 46 1,2 43 2 29
47 3,3 3,2 3,6 25 3,3 2 42
MEDIA 36 28 25 38 1,9 27 20 26
ERRO PADRAO 0.4 0,3 0,2 0,4 0,2 0.4 0,2 0.4
Ganho Barorreflexo Down
CTR SED AGUA |CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |[CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA [SM SED L-ARG |SM TRE AGUA |SM TRE L-ARG
4 21 14 24 1,6 31 2 1.1
26 1,6 1.7 1,9 12 44 2 1,3
18 E 17 ¢ 2 3 26 1 1,8 26
23 1,8 16 28 22 1,8 1.1 17
1,9 15 1,9 46 22 22 1.8 22
36 36 25 33 27 24 28 26
41 3,3 3,6 1,8 22 31 2 3,3
MEDIA 29 22 21 28 21 26 19 21
ERRO PADRAO 0.4 0,3 0,3 0,4 0,2 0.4 0,2 0,3
Efetividade Barorreflexa Total
CTR SED AGUA |CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG [SM SED AGUA |SM SED L-ARG |SM TRE AGUA |SM TRE L-ARG
03 03 04 0.2 02 02 06 03
02 0.4 0.4 0.4 0,1 03 0.2 05
03 02 02 02 04 05 04 05
05 01 04 0.2 0,2 04 02 01
05 0,5 04 0,3 01 02 05 04
04 0,1 03 03 02 04 07 0,3
04 0,2 03 04 05 06 0,3 04
MEDIA 0,37 0,26 0,34 0,29 0,20 0,33 0,37 0,40
ERRO PADRAO 0,04 0,06 0,03 0,03 0,04 0,05 0,07 0,04
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10. Concentracdo de Nitrito no Coracdo, Aorta Toracica e Abdominal, Rim e
Tecido Adiposo
NO - Aorta Toracica (NO*- uM)
CTR SED AGUA CTR SED L-ARG CTR TRE AGUA|CTR TRE L-ARGSM SED AGUA|SM SED L-ARG|SM TRE AGUA|SM TRE L-ARG
0,77 0,43 0,41 0,72 0,54 0,87 0,76 1,01
0,57 0,40 0,70 0,40 0,67 1,00 0,57 0,94
0,80 0,72 0,61 0,49 0,67 1,08 0,67 0,76
0,93 0,67 0,62 0,56 0,33 0,87 0,76 1,01
0,41 0,80 0,65 0,38 0,60 0,70 1,03 1,15
064 0,73 0,51 0,64 0,46 0,81 0,92 0,68
0,64 0,64 0,67 1,15 1,09 0,81
MEDIA 0,7 0.6 0.6 05 06 0.9 08 0.9
ERRO PADRAQ 0,1 0,1 0,04 0,05 0,05 0,06 0,07 0,06
NO - Aorta Abdominal (NO*- uM)
CTR SED AGUACTR SED L-ARG CTR TRE AGUA|CTR TRE L-ARG SM SED AGUA|SM SED L-ARG|SM TRE AGUA|SM TRE L-ARG
0,82 0,78 0,43 0,53 0,49 0,67 0,79 07
0,71 0,53 0,72 06 0,44 0,51 0,63 0,83
0,61 0,57 0,51 0,54 0,41 0,48 0,52 0,82
0,58 0,41 0,48 0,44 05 0,74 0,76 1,15
0,65 0,47 0,88 0,51 54 0,65 0,96 0,83
0,37 05 0,53 0,44 0,51 0,78 0,47 05
0,48 0,58 0,5 0,89 0.5 0,78
MEDIA 06 0,5 06 05 05 07 07 08
ERRO PADRAQ 0,06 0,04 0,07 0,03 0,02 0,06 0,07 0,07
Oxido Nitrico - Coragio
CTR SED AGUACTR SED L-ARG CTR TRE AGUAJCTR TRE L-ARG [SM SED AGUA]SM SED L-ARG[SM TRE AGUA[SM TRE L-ARG
3,26 7,72 6,43 8,94 1,73 2,08 6,81 6,97
1,84 6,49 6,43 8,31 1,58 1,94 5,25 6,34
1,63 8,24 6,53 10,92 1,82 2,01 8,84 6,62
2,03 5,97 6,10 6,61 1,45 5,94 2,28 6,84
2,38 7,60 6,56 7,54 217 6,11 1,78 5,69
2,34 5,97 5,66 6,20 6,80 8,77 1,78 6,62
1,61 7,26 5,85 6,81 6,34 5,85 6,23
1,94 7,84 6,70 6,62 2,35
MEDIA 21 7,1 6,3 79 36 48 37 6,5
ERRO PADRAO 0.2 0,3 0,1 06 0,9 1,0 08 0,2
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RIM
CTR SED AGUACTR SED L-ARGCTR TRE AGUA|CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA|SM SED L-ARG|SM TRE AGUA|SM TRE L-ARG
5,36 5,49 7,04 5,99 7,87 7,38 8,01 9,35
536 8,78 5,76 577 762 10,02 6,22 818
464 717 5,67 6,30 7,54 8,45 5,90 817
6,96 5,84 577 6,22 8,40 7.41 7,04 7,76
4,49 8,10 6,30 7,38 6,92 7,03 7.28 6,90
5,22 6,47 6,22 9,19 8,65 7,42 6,51 7,43
6,53 592 719 8,82 8,57 712 8,02
8,21 5,66 7,34 8,29 9,08 8,71 9,47
MEDIA 56 6,3 6,4 72 81 8,0 7.2 82
ERRO PADRAO 0,3 0,2 0,2 0,5 0,3 0,5 0,3 0,3
Oxido Nitrico - Gordura Perigonadal
CTR SED AGUACTR SED L-ARG CTR TRE AGUA|CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA|SM SED L-ARG|SM TRE AGUA|SM TRE L-ARG
1,43 3,62 7,96 6,12 1,72 2,98 1,78 7.27
1,21 4,00 6,33 5,08 1,64 2,43 1,93 2,89
2,63 6,73 6,12 521 1,48 2,47 1,62 6,01
2,14 5,28 5,08 411 5,24 7,58 495 6,69
1,89 5,06 521 3,49 7,07 562 4,01 7,41
2,09 6,70 7,07 5,42 718 6,34 7,05 7,40
1,41 6,64 412 573 7,22 7.21 3,00
561 487 575 2,26
MEDIA 1,8 55 58 5,1 45 46 41 5,4
ERRO PADRAO 0,2 0,4 0,4 0,3 1.1 0,9 0,9 0,8
Gordura Retroperitoneal
CTR SED AGUACTR SED L-ARG CTR TRE AGUA|CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA|SM SED L-ARG|SM TRE AGUA|SM TRE L-ARG
1,35 11,08 9,89 1,56 2,12 2,43 1,68 1,29
1,87 11,73 8,96 9,89 1,83 2,26 1,99 7,04
1,97 14,26 7,82 8,96 2,09 3,69 1,85 7,06
1,91 13,94 7,94 7.82 5,67 1,60 5,81 592
1,99 11,82 11,26 7,56 5,78 7,23 4,80 6,64
1,68 11,00 10,63 7,70 6,19 5,24 423 2,14
1,72 12,41 11,13 6,51 511 5,97 457
2,12 11,52 9,08 8,77 2,45
MEDIA 1,8 12,2 96 73 41 39 38 46
ERRO PADRAO 0,1 0,4 0,5 0,9 0,8 0,9 0.7 0,8




11.Avaliacdo do Estresse Oxidativo
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Coragio - ABTS

CTR SED AGUACTR SED L-ARG CTR TRE AGUA|CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA|SM SED L-ARG[SM TRE AGUA[SM TRE L-ARG
8,93 6,63 7.94 8,02 9,91 11,22 11,37 6,48
7,41 8,71 8,50 12,09 8,99 9,55 10,47 517
6,73 6,70 7.16 5,22 9,61 12,78 9,29 455
7,03 10,59 7.03 8,43 8,95 9,24 5,44 9,74
6,27 10,30 7.76 9,66 7.57 7.79 717 13,05
8,49 9,65 7.1 10,02 7,60 9,57
3,60 10,24 7,65 9,04
MEDIA 7.3 8,2 7.8 88 87 10,1 84 82
ERRO PADRAO 0,5 0.9 03 0.9 0,4 06 0,3 11
FRAP
CTR SED AGUA/CTR SED L-ARG [CTR TRE AGUA [CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA |SM SED L-ARG [SM TRE AGUA [SM TRE L-ARG
4,31 3,52 3,53 3,26 3,63 3,35 4,00 1,44
3,31 3.41 375 3,13 3,69 3,06 3,06 2,39
3,55 3,55 3,41 3,58 369 2,87 2,87 2,15
3,87 317 3,87 3,95 4,00 2,38 2,61 3,58
2,80 3,09 2,96 2,35 2,32 2,41 2,97 3,39
3,67 239 291 3,22 2,96 2,73
4,07 2,36 3,01 253
MEDIA 36 33 35 31 35 29 31 26
ERRO PADRAO 0.3 0.1 0.1 0.3 0.2 0,1 0.2 0.3
T-BARS
CTR SED AGUACTR SED L-ARG CTR TRE AGUA|CTR TRE L-ARG [SM SED AGUA|SM SED L-ARG|SM TRE AGUA[SM TRE L-ARG
454 5,69 5,63 574 5,74 467 5,87 5,37
6,59 446 5,94 463 5,65 3,55 519 5,53
575 5,33 6,34 5,86 5,29 3,98 4,63 5,08
7,06 7,80 6,57 534 413 3,63 517 7,38
5,31 6,35 5,31 513 5,99 414 5,41 430
6,14 4,05 3,61 469 4,95 6,28
3,89 5,38 4,43 463
MEDIA 59 5.9 8,1 5.1 49 43 52 56
ERRO PADRAO 04 06 0,1 0.3 04 0,2 0,3 0,4




Aorta Toracica - ABTS
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CTR SED AGUA |CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA |SM SED L-ARG |SM TRE AGUA |SM TRE L-ARG
65,28 4373 52,77 2587 59,12 50,9 87,53 35,88
54,61 38,87 48,78 34,33 56,49 33,11 62,75 40,35
48,82 4857 55,14 40 72,32 4925 59,58 27,76
59,63 58,98 50,53 55,12 4227 48,37 54,1 52,41
4172 53,26 48,26 62,53 48,58 4385 41,2 44,95
54,77 70,56 31,37 46,38
41,67 80,72 53,87 45,31
MEDIA 54,0 487 51,1 435 53,6 53,8 55,8 419
ERRO PADRAO 4.1 35 13 6,7 40 6,2 6,7 3.0
FRAP
CTR SED AGUA |CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA |SM SED L-ARG |SM TRE AGUA |SM TRE L-ARG
32,12 26,49 30,79 18,9 10,48 14,64 22,01 26,1
29 30,53 25,41 19,82 7,12 20,73 20,64 27,5
29,77 35,82 30,87 24,81 12,59 19,49 27,86 27,78
31,51 31,31 30,03 29,45 13,26 12,14 27,12 28,87
23,01 23,91 28,75 23,21 9,48 21,34 15,28 28,11
23,19 8,25 21,6 32,11
8,03 18,09
MEDIA 29,1 29,6 28,2 23,2 9,9 18,3 242 27,7
ERRO PADRAO 16 2.1 13 19 09 14 25 05
T-BARS
CTR SED AGUA|CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA |SM SED L-ARG |SM TRE AGUA|SM TRE L-ARG
535 217 521 396 6,82 189 388 222
546 1.14 1,87 258 7.58 544 3.74 1.88
6,04 0,77 2,88 66 6.75 522 2,15 368
1.13 2,88 345 6.29 104 537 0.98 231
0,95 217 346 456 8.08 1,62 343 248
47 212 3.08 1.53
MEDIA 38 1.8 36 44 79 38 256 25
ERRO PADRAO 1.1 04 05 0.8 0.7 0.7 05 03
NBT
CTR SED AGUA|CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTRTRE L-ARG |SM SED AGUA |SM SED L-ARG |SM TRE AGUA|SM TRE L-ARG
68.95 26.98 44 06 51,67 4064 64.41 56,32 4222
456 31,71 50,54 2637 56,81 34,15 30,01 3239
30,51 61,25 30,77 29.69 41,34 61,86 51.94 39,63
294 271,94 3227 4282 58.1 3282 38,08 44 96
38.62 34 1455 3358 64.45 2325 40,92 46,59
40,97 36,64 38.39 27.07 64,55 3433 30,54 47,07
MEDIA 423 364 35.1 352 543 4138 413 421
ERRO PADRAO 59 52 5.1 41 44 7.0 44 23
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CTR SED AGUA |CTR SED L-ARG [CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA |SM SED L-ARG [SM TRE AGUA |SM TRE L-ARG
336,88 253,85 187 331,21 338,61 378,38 461,37 320,45
194 4 311,35 214 55 293,36 3528 461,77 383,67 3197
287,11 254 64 231,79 263,41 387,98 258,22 358,29 46273
2976 277,82 216,67 24215 323,94 317,72 374,59 272,75
23279 278,63 22782 246,65 303,42 26222 472,33 507,95
232 47 218 279,67 228,74 323,71 393,06 368,18 3803
2461 216,27 385,92 364,91 331,04 34317
MEDIA 261,1 2587 226,3 267,6 3452 348,0 3928 3724
ERRO PADRAO 18,3 12,9 125 15,6 12,2 278 20,2 31,9
FRAP
CTR SED AGUA |CTR SED L-ARG |CTR TREAGUA |CTR TRE L-ARG [SM SED AGUA [SM SED L-ARG |[SM TRE AGUA |SM TRE L-ARG
115,02 59,18 62,17 97,26 83,87 38,02 65,57 36,45
93,04 73,32 50,08 106,74 87,11 43 83,61 42,92
89,08 82,41 42 51 125,97 88,62 3717 8459 44 31
55,29 24 83 61,77 79,26 77,09 36,43 77,45 80,92
38,47 299 60,99 80,33 87,53 41,03 93,23 122,84
38,15 81,9 52,55 77,08 76,25 88,88 39,6 79,59
61,66 96,13 87,26 3497 100,53
MEDIA 701 58.6 55,0 94 4 852 53,1 68,4 725
ERRO PADRAO 111 10,5 3,3 7.9 2,6 91 8.7 124
[ [ T-BARS
CTR SED AGUA |CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA |SM SED L-ARG |SM TRE AGUA |SM TRE L-ARG
4,61 5,63 3,66 1,18 3,85 5,59 2,65 2.04
1,24 1,66 1,46 2,36 2,7 452 3,64 0,57
372 1,52 2,92 113 17 3,29 23 1,75
4 3,86 2,35 3,11 2,55 3,47 5,53 1,72
1,12 217 1,48 3,85 23 4,58 273 0.4
1,04 432 3,13 3.8 1,93 491 1,31
1,55 1,65
MEDIA 26 3,2 25 23 28 3,6 3,6 13
ERRO PADRAO 07 07 0.4 0,5 0,3 0,6 0,5 0,2
NBT
CTR SED AGUA |CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG [SM SED AGUA |SM SED L-ARG |SM TRE AGUA |SM TRE L-ARG
122,09 53,1 100,72 833 176,54 117,97 117,32 122,62
106 85,93 106,55 89,54 214,6 124,34 123,27 114,89
92 56 80,98 1212 53,61 126,61 136,77 94 48 76,52
61,4 109,79 138,15 120,73 107,97 123,3 116,95 100,72
100,18 94 94 85,43 76,04 173,58 92,99 70,34 87,31
124,72 151,05 77,88 195,05 101,28 91,17 77,71
107,26 112,14 119,26 1248 174,21
MEDIA 102,0 849 17,2 835 1581 116,6 105,5 1077
ERRO PADRAO 8,0 93 10,0 9.0 16,0 5.6 7.7 12,9
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CTR SED AGUA |CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA |SM SED L-ARG |SM TRE AGUA |SM TRE L-ARG

1040,27 1160,8 1020,51 1055,32 957,27 1028,62 102404 1181,99
97245 1171,63 883,62 1200,73 927 61 1060,41 944 72 916,89
89513 957,38 817,73 1108,52 880,73 944 381 1113,21 114152
1060,87 108257 930,74 1077,36 982,36 101924 1111,25 1193 43
1021,78 1202 47 964,38 991 1026,45 1031,68 1130,03 993 68
1006,95 115257 1017,29 909,96 997,19 1071,61 853,73 1020,01
102419 1137,46 916,35 917,36 744 46
MEDIA 10031 1123,6 9390 1057 1 9619 1010,4 1013,5 1027 4
ERRO PADRAO 20,8 31,0 323 40,7 213 220 416 61,3
FRAP
CTR SED AGUA |CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA |SM SED L-ARG |SM TRE AGUA |SM TRE L-ARG
189,89 237,88 181,28 110,08 94 25 130,66 86,12 71,59
99 63 229,06 166,37 243 39 96,54 114,71 113,25 91,11
88,96 115,48 91,61 166,61 106,44 120,35 173,26 198,11
112,34 139,11 94 04 164,14 90,13 132,23 171,08 178,15
163,85 108,86 1278 135,64 129,45 188,93 187,89 102,19
155,84 182,79 1016 90,83 116 207,29 87,12 162,88
132,74 174,59 157,73 81,02
MEDIA 1348 169,7 1271 151,8 105,5 1490 1395 1264
ERRO PADRAO 13,9 19,5 15,8 220 6,1 15,9 16,3 19,5
T-BARS
CTR SED AGUA |CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA |SM SED L-ARG |SM TRE AGUA [SM TRE L-ARG
273 3,27 3,39 31 273 284 278 276
3,72 27 292 215 2,87 26 297 317
33 3,23 3,79 3,29 295 3,34 212 312
2,85 3,24 3,18 342 32 3,74 35 285
299 3,09 2,65 1,95 447 3,56 277 1,03
317 312 401 3,35 3,08 313 343 2,01
347 297 3,25 218 2,87 38
MEDIA 3.2 31 33 29 32 31 29 20
ERRO PADRAO 01 0.1 0,2 0,3 0,2 0,2 0,2 03
NBT
CTR SED AGUA |CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA |SM SED L-ARG |SM TRE AGUA |SM TRE L-ARG
126,89 162,47 127,17 108,38 133,91 93,77 104,97 108,39
1333 135,92 129, 45 108,8 177 103,74 131,18 90,94
121,07 111,41 158,67 118,29 133,91 131,15 114,91 103,51
108,55 102,35 124 84 133,95 154,97 121,13 9977 87,32
124 52 124 42 148,26 153 206,79 113,52 119,72 109,07
121,43 132,84 14919 114,89 170,93 94 39 9329 105,26
132,85 205,61 101,7 122,25 101,22
MEDIA 1226 1289 139,6 1229 169,0 108,5 112,3 100,8
ERRO PADRAO 3.4 73 58 71 11,4 53 5,1 3,2
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CTR SED AGUA |CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA |SM SED L-ARG |[SM TRE AGUA |SM TRE L-ARG
112,71 154,31 156,72 152,98 124,83 114,75 124,37 87,45
159,43 150,04 148,33 150,57 148,62 117,94 91,29 116,22
147,73 109,76 145,19 135,46 160,24 132,07 115,72 91,02
148,33 113,01 147,26 141,06 153,89 107,64 142,79 155,45
146,41 121,74 142,32 149,57 119,49 130,16 106,20 107,80
146,59 144,76 92,95 151,34 133,59
148,24 133,06 147,55 101,48
MEDIA 1429 1298 1477 1459 1429 118,4 1256 1133
ERRO PADRAO 79 9.4 2.0 3,3 57 5.6 8.6 9,2
FRAP
CTR SED AGUA |CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA |SM SED L-ARG |SM TRE AGUA |SM TRE L-ARG
104,29 9576 117,61 141,11 116,42 99,93 78,71 61,47
119,98 89,17 126,35 141,72 64,36 111,14 107,79 58,32
115,40 142,30 109,74 67,69 107,09 142,69 95,40 70,09
131,68 136,45 131,81 81,61 138,80 119,26 122,58 126,54
106,57 86,34 140,38 91,86 96,11 115,14 69,07 53,96
144,78 88,13 179,26 98,69 92,21 94,62
96,81 90,12 118,03 106,81
MEDIA 115,6 110,0 1284 102,0 1141 111,0 97,7 817
ERRO PADRAO 49 12,1 55 12,9 13,8 6,5 75 10,5
T-BARS
CTR SED AGUA |CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA |SM SED L-ARG [SM TRE AGUA [SM TRE L-ARG
1,82 1,36 1,37 1,54 1,47 1,29 1,10 1,28
1,39 1,36 1,39 1,32 1,51 1,02 1,32 1,50
1,27 1,84 1,51 1,43 1,36 1,14 1,45 1,65
1,34 2,01 1,71 1,46 1,30 1,00 1,32 1,48
1,53 1,47 1,46 1,52 0,98 1,20 1,05 1,26
1,14 0,98 1,52 0,97 1,15 1,27
1,05 1,49 0,70 1,44
MEDIA 15 16 1.4 1,4 1,3 1,2 1,2 14
ERRO PADRAO 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
NBT
CTR SED AGUA |CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA |SM SED L-ARG |SM TRE AGUA |SM TRE L-ARG
27,81 32,93 4270 4229 25,93 29,14 39,52 33,67
38,81 33,08 46,73 30,05 24 58 26,70 32,99 30,78
37,08 30,42 37,61 35,17 37,14 33,69 29,89 29,03
36,88 41,62 40,98 31,72 3457 27,14 36,23 33,14
32,61 46,59 39,68 30,99 30,64 41,93 2778 27,08
38,43 33,21 3371 32,14 35,57 3213
34,27 4517 31,22 28,89
MEDIA 346 36,9 41,02 33,91 315 337 333 30,7
ERRO PADRAO 2.0 31 1,36 1,83 1,8 27 15 0,9
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CTR SED AGUA |CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA [SM SED L-ARG |SM TRE AGUA [SM TRE L-ARG
336,88 25385 187 331,21 183,8 22987 214,69 237,89
1944 311,35 214,55 29336 255,95 278,95 23357 115,57
287 11 254 64 231,79 263,41 192,18 377,23 280,19 210,93
2976 277,82 216,67 24215 273,41 2757 216,26 185,61
23279 278,63 22782 246,65 257,33 281,34 264,65 195,44
232 47 218 279,67 22874 278,59 283,23 264,38 28715
2461 216,27 27454 32272 189,57 2537
MEDIA 261,1 2587 226,3 2676 2451 2927 2376 2123
ERRO PADRAO 18,3 12,9 125 15,6 15,1 17,4 12,5 20,9
FRAP
CTR SED AGUA |CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA |SM SED L-ARG |SM TRE AGUA |SM TRE L-ARG
25,93 2514 18,67 16,30 2491 20,90 24 48 28,04
18,83 13,70 21,05 15,22 27,22 19,06 2254 26,21
19,69 20,63 14,03 16,21 35,02 18,91 31,96 3234
18,54 21,53 21,99 15,37 27,60 23,07 2273 30,82
17,66 18,72 16,68 12,51 26,94 2373 21,29 26,94
21,28 20,00 16,85 15,34 31,44 21,56 16,97 28,92
19,99 19,39 21,62 25,25 2311
MEDIA 20,3 20,0 18,2 15,2 275 21,3 23,6 28,1
ERRO PADRAO 1,2 1,3 1,2 0,6 1.9 07 1.7 1,2
T-BARS
CTR SED AGUA |CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA [SM SED L-ARG |[SM TRE AGUA |SM TRE L-ARG
1,98 1,33 3,18 1,95 3,36 224 1,02 0,83
232 267 3,11 2,41 252 2,07 0,87 1,99
247 2:12 291 2,15 225 210 2,09 1,42
2,89 2,64 2,61 1,91 274 2,26 1,77 1,50
274 2,86 230 1,51 421 2,39 208 248
1,48 172 434 1,53 2,39 2,06 248 2,01
0,68 2,85 2,91 235 237
MEDIA 23 2,0 3.1 19 29 23 1,8 18
ERRO PADRAO 0,2 0,3 0,3 0.1 0,3 0,1 0,2 0,2
NBT
CTR SED AGUA |CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA [SM SED L-ARG |SM TRE AGUA [SM TRE L-ARG
36,09 31,92 316 46,37 54,13 23,65 28,83 275
26,3 42 67 2527 4854 332 278 2381 2363
38,1 37,96 36,73 31,93 2996 2545 18,98 15,95
2578 41,41 341 3241 379 2349 20,98 2911
35,01 3478 258 34,87 40,11 236 29,06 30,42
31,36 352 295 38,12 4054 27,05 29,38 2774
28,39 37,51 32,09 28,45 28,45 30,26
MEDIA 316 374 305 387 383 256 256 264
ERRO PADRAO 1,9 14 19 29 3.1 0,8 1,6 1,9
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CTR SED AGUA |CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA [SM SED L-ARG |SM TRE AGUA |SM TRE L-ARG
12574 111,50 132,41 128,43 47 71 4859 101,37 90,60
170,27 116,31 120,06 115,68 124 51 95,06 89,27 76,59
141,63 151,23 123,79 130,33 124 11 93,67 86,69 102,16
131,11 16417 125,58 121,52 72,04 8224 112,32 96,21
87,38 149 91 129,23 12517 40,36 96,26 144 95 135,35
113,38 164,26 139,35 113,56 67,89 118,62 75,93 115,76
168,31 86,58 95,04 88,50 119,87
MEDIA 128,3 1465 1284 1225 805 899 999 105,2
ERRO PADRAO 11,3 8.8 28 28 12,7 8,0 8,7 75
FRAP
CTR SED AGUA |CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA [SM SED L-ARG |SM TRE AGUA |SM TRE L-ARG
83,89 81,34 8434 72,71 80,52 86,51 83,18 67,73
97,09 88,33 91,37 88,99 103,7 8372 9555 77,16
98,94 90,72 8442 833 76,12 109,39 108,52 68,87
119,92 98,76 95,78 91,84 105,02 80,09 75,06 97,89
116,64 68,43 98,08 93,85 89,35 86,2 88,57 8455
76,9 77,89 99,96 51,31 76,64 103,13 9584 84,91
90,75 86,59 88,15 757 127 .41
MEDIA 977 842 923 80,3 883 91,0 889 869
ERRO PADRAO 6,0 44 28 6,6 45 41 45 7.8
T-BARS
CTR SED AGUA |CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG [SM SED AGUA [SM SED L-ARG |SM TRE AGUA |SM TRE L-ARG
225 1,91 214 2,84 431 3,71 35 1,26
2,86 2,49 247 1,83 349 2,95 3,69 1,88
2,81 211 325 3,02 3,66 347 344 1,03
1,58 19 2,66 43 443 1,97 3,36 0,97
1,96 21 297 1,63 3,55 248 279 1,44
1,16 2,09 1,78 2,01 3,88 3,37 272 1,79
3,94 2,07
MEDIA 21 21 25 26 39 31 33 15
ERRO PADRAO 0,3 0,1 0,2 0,4 0,2 0,3 0,2 0,2
NBT
CTR SED AGUA |CTR SED L-ARG |CTR TRE AGUA |CTR TRE L-ARG |SM SED AGUA |SM SED L-ARG |SM TRE AGUA |SM TRE L-ARG
23,93 12,11 20,37 19,87 32,42 26,54 14,31 15,56
20,93 18,64 17,39 2376 313 2403 14,44 12,87
14,88 16,6 171 21,06 26,85 19,01 13,09 10,36
17,01 17,78 21,78 18,03 30,63 284 18,09 15,97
18,46 12,47 18,14 18,44 40,58 2225 20,29 20,69
14,99 11,36 16,94 215 30,84 20,99 15,44 15,48
14 16,62 30,18 18,53 11,67 17,09
MEDIA 17,7 151 18,6 204 318 228 15,3 15,4
ERRO PADRAO 14 1.1 0,8 0,9 1,6 14 1.1 1,2
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ANEXO B
Protocolo experimental de treinamento fisico de corrida em esteira elétrica adaptada
para ratos.
TIME COURSE
WKY | SHR
1° Teste de Esforco Mdximo
Semanas/Dias | Duragdo Aquecimento Endurance Endurance Recuperagao
Semana 1 min min vel 50% max (min) | 60% max (min)| min vel
1 17 5 0,4 7 - 5 0,4
2 20 5 0,4 10 5 0,4
3 25 5 0,4 15 5 0,4
4 30 5 0,4 20 5 0,4
5 30 5 0,4 15 5 5 0,4
Semana 2
6 35 5 0,4 15 10 5 0,4
7 40 5 0,4 20 10 <) 0,4
8 40 5 0,4 20 10 5 0,4
9 45 5 0,4 25 10 5 0,4
10 50 5 0,4 25 15 5 0,4
Semana 3
11 40 5 0,4 20 10 5 0,4
12 45 ] 0,4 20 15 5 0,4
13 50 5 0,4 25 15 5 0,4
14 55 5 0,4 25 20 5 0,4
15 60 5 0,4 20 30 5 0,4
Semana 4
16 45 5 0,4 20 15 5 0,4
17 60 5 0,4 15 35 5 0,4
18 60 S 0,4 10 40 5 0,4
19 60 5 0,4 10 40 5 0,4
2° Teste de Esfor¢o Mdximo
Semana 5
21 30 5 0,5 5 10 0,5
22 45 5 0,5 30 10 0,5
23 50 5 0,5 35 10 0,5
24 55 5 0,5 40 10 0,5
25 60 5 0,5 45 10 0,5
Semana 6
26 45 5 0,5 35 5 0,5
27 60 5 0,5 45 5 0,5
28 60 5 0,5 45 5 0,5
29 60 5 0,5 40 10 5 0,5
30 60 5 0,5 40 10 5 0,5
Semana 7
31 45 5 0,5 25 10 5 0,5
32 60 5 0,5 40 10 5 0,5
33 60 5 0,5 40 10 5 0,5
34 60 5 0,5 35 15 5 0,5
35 60 5 0,5 30 20 5 0,5
Semana 8
36 45 5 . 0,5 20 15 5 0,5
37 60 5 0,5 30 20 5 0,5
38 60 5 0,5 30 20 5 0,5
39 60 5 0,5 25 25 5 0,5



