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AMARANTE, Marlusa Karlen. Efeitos do treinamento fisico sobre a funcao
cardiovascular em ratos acordados com obesidade induzida por glutamato
monossodico: modulacao pelo sistema nervoso autbnomo. 2011. 68. Dissertacao
(Mestrado em Patologia Experimental) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2011.

RESUMO

Dados do nosso laboratério demonstraram que ratos Wistar tratados com glutamato
monossodico (MSG) durante o periodo neonatal apresentam hipertensao arterial na
idade adulta, sendo que os parametros cardiovasculares foram coletados de forma
direta em animais acordados. Atualmente € conhecido que o treinamento fisico de
baixa intensidade induz bradicardia de repouso e decréscimo na pressao arterial em
animais e seres humanos hipertensos. Varios estudos indicam que esses efeitos
cardiovasculares estdo relacionados as alteragbes induzidas pelo exercicio no
sistema nervoso autbnomo, especialmente no componente simpatico. Assim, o
objetivo deste estudo foi caracterizar os parametros basais de pressao arterial média
(PAM) e frequéncia cardiaca (FC) e a participagédo do sistema nervoso autbnomo na
fungéo cardiovascular de ratos acordados com obesidade induzida por MSG, bem
como a influéncia do treinamento fisico pela natagcdo nessas variaveis. A obesidade
foi induzida pela administracao intradérmica de 4 mg/g de peso corporal de MSG nos
5 primeiros dias de vida de ratos Wistar. O mesmo procedimento foi realizado com
salina equimolar ao MSG para os ratos controle (CTR). Aos 60 dias de vida, os
animais foram divididos em grupo sedentario e treinado. O treinamento constou de
20 sessdes (4 semanas) de uma hora de natacdo diaria, durante cinco dias por
semana. Aos 90 dias de vida, os animais sedentarios e treinados (TRN) foram
anestesiados para implante de cateter na artéria e veia femoral. Apos 24 horas, em
estado acordado, foi realizado o registro da PAM e FC por 30 minutos, seguido do
protocolo experimental injetando as drogas através da canula da veia femoral. Ratos
MSG sedentarios apresentaram hipertenséao arterial (PAM = 122 + 4 mmHg, n=6) em
comparagdo com os animais controle (PAM = 109 3 mmHg, n=7). Nossos
resultados mostraram que na FC basal os animais controle treinados apresentaram
bradicardia de repouso. O bloqueio com atropina ndo modificou o efeito de
taquicardia em nenhum dos grupos estudados, no entanto, a pressao arterial foi
maior nos animais treinados. Nossos dados mostraram que nos animais obesos, a
queda da FC apds o duplo bloqueio com atropina e propranolol foi maior comparada
ao controle (CTR= -39,4+8 bpm; MSG= -86,3+10 bpm). Apds o bloqueio ganglionar
com hexameténio (25 mg/mL) nos grupos sedentarios e treinados, observamos que
0s animais do grupo MSG sedentario apresentaram tendéncia maior a queda da
PAM apos o bloqueio (CTR= -44+3 mmHg; MSG= -48+2 mmHg). Para o teste da
sensibilidade barorreflexa, foi utilizada fenilefrina (0,25-16ug/mL) e nitroprussiato de
sédio (0,25-16ug/mL) nos grupos estudados. A bradicardia reflexa ao aumento da
pressdo arterial pela fenilefrina apresentou-se aumentada nos animais obesos,
assim como nos animais treinados. Nao houve diferengas na taquicardia reflexa
apo6s nitroprussiato. Na analise espectral podemos observar que os animais obesos
MSG apresentam uma maior ativagéo do sistema nervoso simpatico, representado
pelo componente LF da VFC. O aumento da VFC observado nos animais MSG
treinados é devido a um aumento do componente HF, o que demonstra o efeito



benéfico do treinamento aerdbico. Esses resultados demonstram que os animais
obesos MSG apresentam hipertensao, a qual foi atenuada pelo treinamento fisico.
Nossos dados sugerem o envolvimento do sistema nervoso autbnomo nas
anormalidades cardiovasculares induzidas pela obesidade MSG e que o treinamento
fisico pode restabelecer parte desses parametros aos niveis de normalidade.

Palavras-chave: Obesidade. Treinamento fisico. Natagdo. Sistema nervoso
auténomo.



AMARANTE, Marlusa Karlen. Effects of physical training on cardiovascular
function in conscious rats with obesity induced by monosodium glutamate:
modulation by the autonomic nervous system. 2011. 68 p. Dissertation (Master in
Experimental Pathology) — State University of Londrina, Londrina, 2011.

ABSTRACT

Data from our laboratory demonstrated that rats treated with monosodium glutamate
(MSG) during the neonatal period have high blood pressure in adulthood, and the
cardiovascular parameters were collected directly in awake animals. Currently it is known
that exercise training of low intensity induces resting bradycardia and a decrease in
blood pressure in hypertensive animals and humans. Several studies indicate that these
effects are related to cardiovascular changes induced by exercise in the autonomic
nervous system, especially in the sympathetic component. Thus, the purpose of this
study was to characterize the parameters of baseline mean arterial pressure (MAP) and
heart rate (HR) and autonomic nervous system involvement in cardiovascular function in
conscious rats with obesity induced by msg and the influence of physical training by
swimming in these variables. Obesity was induced by intradermal administration of 4 mg
/ g body weight of MSG during the first 5-days-old of wistar rats. The same procedure
was performed with equimolar saline to MSG for the control rats (CTR). At 60 days, the
animals were divided into the sedentary and trained. The training consisted of 20
sessions (four weeks) of one hour of swimming daily, five days a week. At 90 days old,
the sedentary and trained animals (TRN) were anesthetized for placing a catheter in the
femoral artery and vein. After 24 hours in the waking state, MAP and HR were recorded
for 30 minutes, followed by the experimental protocol by injecting drugs through the
femoral vein cannula. MSG sedentary had hypertension (MAP = 122 £ 4 mmhg, n = 6)
compared with control animals (MAP = 109 + 3 mmhg, n = 7). Our results showed no
significant differences between the basal heart rate in each of the groups. The blockade
with atropine did not modify the effect of tachycardia in all groups studied, however,
blood pressure was higher in the trained animals. Our data showed that in obese
animals, the decrease in HR after the double blockade with atropine and propranolol was
higher compared with control (CTR = -394 + 8 bpm; MSG = -86.3 + 10 bpm). The
ganglionic block was performed with hexamethonium (25 mg / ml) in trained and
untrained groups. We observed that the animals of sedentary group MSG had greater
tendency to fall in MAP after blockade (CTR = -44 £ 3 mmHg; MSG= -48 £ 2 mmHg). To
test the baroreflex sensitivity, we used phenylephrine (0.25-16ug / ml) and sodium
nitroprusside (0.25-16ug / ml) in both groups. The reflex bradycardia to increased blood
pressure by phenylephrine presented increased in obese animals, as well as in trained
animals. There were no differences in reflex tachycardia after nitroprusside. In spectral
analysis we can see that the MSG obese animals have a greater activation of the
sympathetic nervous system, represented by the LF component of VFC. The increase in
VFC observed in trained MSG animals is due to an increase in the HF component, which
demonstrates the beneficial effect of aerobic training. These results demonstrate that
MSG obese animals have hypertension, which was attenuated by physical training. Our
data suggest the involvement of the autonomic nervous system in cardiovascular
abnormalities induced by obesity MSG and that exercise training can restore some of
these parameters to normal levels.

Keywords: Obesity. Physical training. Swimming. Autonomic nervous system.



Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 —

Figura 4 —

Figura 5 —

Figura 6 —

Figura 7 —

Figura 8 —

Figura 9 —

LISTA DE FIGURAS

Ordem das doses e concentragdes utilizada no protocolo de
avaliacao da sensibilidade barorreflexa ............ccccovvveiiiiiiiiiiieees
Evolugdo temporal do peso corporal dos ratos dos grupos
controle e MSG, sedentarios e treinados .........cooueveeeeeeeieeiiieeeeeieee,
Efeitos da obesidade hipotalamica sobre a pressao arterial
média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)...........coovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnn.
Efeitos do bloqueio farmacolégico com sulfato de atropina nas
variagdes sobre a PAM e FC dos grupos experimentais......................
Efeitos do bloqueio farmacolégico com atropina e propranolol
nas variagdes sobre a PAM e FC dos grupos experimentais...............
Efeitos do bloqueio da neurotransmissao ganglionar com
hexametonium nas variagcdes sobre a PAM e FC dos grupos
EXPEIMENTAIS ... iiiiii e e e e
Avaliacdo dos efeitos da injecdo em boélus nas diferentes
concentragdes de fenilefrina nas variagcdes sobre a PAM e FC
dOS grupos experimentais ..........oveviiiuiii i
Avaliacdo dos efeitos da injecdo em bdlus nas diferentes
concentragdes de nitroprussiato de sédio sobre as variagdes na
PAM e FC dos grupos experimentaiS...........ccoveeeeeeiviiineeeeeeeeeeeeiiiinnnn
Avaliacédo dos parametros espectrais basais da pressao arterial

SISO ICA e

Figura 10 — Avaliacdo dos parametros espectrais de intervalo de pulso.................



Tabela 1 -

Tabela 2 -
Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 —
Tabela 7 -

LISTA DE TABELAS

Efeitos da administragcdo de MSG neonatal na caracterizagéo da
obedidade em ratos adultos sedentarios e treinados .................oooee.
Parametros basais de PAM e FC dos grupos experimentais ................
Paréametros basais de PAM e FC e as alteracdes observadas
pelo bloqueio simpato vagal .........ccoooe e
Parametros basais de PAM e FC e as alteracbes observadas
pelo bloqueio ganglionar................oiii i
Parametros basais de PAM e FC antes do protocolo de
avaliagéo da sensibilidade barorreflexa.....................ccc
Parametros espectrais da presséo arterial sistélica ..............ccc.............

Parametros espectrais basais do intervalo de pulso ...........c.ccoeevveeees



CNA
COX-2
CTR
DCV
FC
FENIL
HDL
HF
LDL
LF
MSG
NPS
OMS
PA
PAM
Pl
PVN
RVLM
SM
SNA
SNC
SNP
SNS
TRN
VFC
VLF
WHO

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

comprimento naso-anal
cicloxigenase 2

controle

doengas cardiovasculares
frequéncia cardiaca

fenilefrina

high density lipoprotein

high frequency

low density lipoprotein

low frequency

glutamato monossaddico
nitroprussiato de sodio
organizagdo mundial de saude
pressao arterial

pressao arterial média

intervalo de pulso

nucleo paraventricular do hipotalamo
bulbo ventrolateral rostral
sindrome metabdlica

sistema nervoso autbnomo
sistema nervoso central

sistema nervoso parassimpatico
sistema nervoso simpatico
treinado

variabilidade da frequéncia cardiaca
very low frequency

World Health Organization



21
2.2

31
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.7.1
3.7.2

3.7.3
3.74
3.8
3.9
3.10
3.1

4.1

4.2

4.3

4.4
4.5

SUMARIO

INTRODUGAO ...t 16
OBUETIVOS ... s 24
Objetivo geral...............cooiiiiiii e 24
Objetivos eSPecCifiCoS .........oooiiiiiiiiii 24
MATERIAIS E METODOS .........c.cooiiieieiieieieieeeeeeeceeee e, 26
ANIMAAIS ... e 26
Indugao da obesidade ... 27
PeSO COrPOral.... ..o e 27
Treinamento fiSiCO ..o 28
Canulagao da artéria e veia femorais.....................ccoeeeiiiiii e, 28
Registro da pressao arterial e frequéncia cardiaca.................................. 29
Protocolos experimentais .................cooiiiii i 30
Registro basal da pressao arterial e frequéncia cardiaca........................ 30

Avaliagao do tonus simpato-vagal e da frequéncia intrinseca de

1 T T o= T o 7= L1 o XSSP 30
Bloqueio da neurotransmissao ganglionar..................cccccccoviiiiiiii e, 31
Avaliacao da sensibilidade barorreflexa................cccccooiiiiiiiiiii 31
Analise doindice de lee ..............ooooiiiiiiiiiiii 32
Analise espectral da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) ........... 33
DIrOgQas .......ooiiiiieii e e e aaaa 34
Analise estatistica.......................... 35
RESULTADOS ...ttt e e e e e e e s e e e e e nneeeeeeenneees 36
Caracterizagao da obesidade MSG ..................ccoooiiiiiiiccc e, 36

Caracterizagao dos valores basais de pressao arterial e
frequénciacardiaca...................ccc 39
Avaliagao do tonus simpato-vagal e da frequéncia cardiaca

iNtrinseca de MAarCapPasSSO .............ooiiiiiiiii it e 41
Avaliagao do bloqueio da neurotransmissao ganglionar ........................ 45

Avaliacao da sensibilidade barorreflexa..........................cccciii 47



4.6

Analise espectral da pressao arterial sistélica e intervalo de

PUISO ...ttt ettt e e e e e e e e e et aa e e e e e e e eenennnas 51
DIS CUS S A ..o 56
CON CLUS A ..o 61



16

1 INTRODUGAO

A obesidade € considerada uma doenca universal de prevaléncia
crescente e de carater epidemiolégico para a sociedade. O excesso de gordura
corpoérea pode ser desencadeado por erros no metabolismo que alteram a ingestéao
e distribuicdo dos nutrientes e determinam balango energético positivo, que ocorre
quando o valor calérico ingerido é superior ao gasto (WHO - World Health
Organization, 1997). A obesidade é o resultado de um conjunto de condi¢des, que
incluem fatores genéticos, fisicos, sociais e comportamentais (RIEBE et al., 2002).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) estima que 10% da populagéo
mundial de individuos adultos esta obesa, e em alguns paises do ocidente a
porcentagem de obesos é ainda maior (25%) (OGDEN et al., 2006). No Brasil, de
acordo com dados da Pesquisa Nacional sobre Saude e Nutricdo (PNSN), o excesso
de peso esta presente em 27 milhdes de individuos. Desses, 6,8 milhdes sao
classificados como obesos. Esta ndo é uma doenca restrita aos adultos, ja que pelo
menos 20 milhdes de criangas até os cinco anos de idade estdo com sobrepeso
(Organizacao Pan-Americana de Saude, 2003).

Apesar da obesidade ser o maior fator de risco para o desenvolvimento
de doengas cardiovasculares (DCV), os mecanismos pelos quais a obesidade
contribui para estas doengas nao estdo completamente esclarecidos. A obesidade
também esta relacionada a sindrome metabdlica (SM), um transtorno clinico
complexo que consiste de obesidade abdominal, resisténcia a insulina, intolerancia a
glicose, hipertensao e hipertrigliceridemia e/ou redugédo dos niveis de colesterol —
HDL, estando associada com a alta incidéncia de DCV (GRUNDY et al., 2004,

WEISS et al., 2004).
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Ha& apenas um século atras as doencas infecciosas eram as maiores
causas de mortalidade, enquanto hoje as doencgas crénicas sdo as grandes causas
de morte no mundo. As DCV causaram 17 milhdes de morte em 2002,
principalmente decorrentes de isquemias e infartos. A prevaléncia global de todas as
doencgas crbnicas esta aumentando, com a maioria delas ocorrendo em paises em
desenvolvimento e projetadas para aumentar nas préximas décadas (RANA et al.,
2007).

Em animais de experimentacdo tem sido descrito um modelo que
mimetiza, pelo menos em parte, a situagdo clinica de sindrome metabdlica rotulada
como obesidade neuroenddcrina. Assim, em ratos, essa obesidade pode ser
conseguida por meio da administracdo subcutédnea de glutamato monossodico
(MSG), um aminoacido neuroexcitatério lesivo ao sistema nervoso central (SNC)
(KIZER et al., 1978).

O efeito da administragdo de MSG no periodo neonatal tem sido
extensivamente estudado (PERELLO et al., 2003; DOLNIKOFF et al., 2001; MACHO
et al., 2000; BALBO et al., 2000; OLNEY, 1969). Como resultado deste tratamento
um numero de anormalidades enddcrinas e comportamentais como disturbios no
crescimento, hipogonadismo e obesidade tém sido reportadas (MARTINS et al.,
2004; PERELLO et al., 2003; DE CARVALHO PAPA et al., 2002; HIRATA et al.,
1997).

A administracdo de MSG durante o periodo neonatal provoca destruigéo
de corpos celulares de neurbnios localizados no SNC devido ao fato da barreira
hematoencefalica estar imatura. A lesdo ocorre principalmente em neurdnios
localizados no nucleo arqueado do hipotdlamo. Esta destruicdo neuronal afeta uma

area intimamente envolvida na regulagdo de diferentes fungdes, como balango
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energético e funcionamento do eixo hipotalamo - hipofise, induzindo a uma situagao
de desnervacao funcional dentro do eixo hipotalamo — hipéfise e do eixo hipotalamo
- tecido adiposo (DAWSON et al., 1997). As extensivas lesbes no SNC e os
consequentes déficits potenciais tém sido usados por diferentes autores para
explicar as respostas neuroendocrinas alteradas encontradas neste modelo de
obesidade (PERELLO et al., 2003).

Ratos tratados no periodo neonatal com MSG podem desenvolver uma
sindrome caracterizada por perda neuronal, disturbios neuroendoécrinos e
anormalidades comportamentais, atraso no crescimento do esqueleto, hipofagia e
obesidade (ZHANG et al., 1994). A destruicdo neuronal causada pelo MSG chega a
90% do nucleo arqueado do hipotalamo e parte da area postrema (OLNEY, 1969).

Embora as consequéncias metabdlicas, bioquimicas e mesmo
moleculares da administracdo de MSG em ratos Wistar durante o periodo neonatal
ja tenham sido estudados, pouco se sabe sobre os efeitos deste modelo de
obesidade neuroenddcrina sobre o sistema cardiovascular, especialmente no que se
refere ao controle da circulagdo sistémica e da funcéo cardiaca. Trabalho recente
realizado com ratos tratados neonatalmente com MSG (VOLTERA et al., 2008),
mostrou que esse modelo de obesidade apresenta hipertensdo e taquicardia,
todavia as medidas eram realizadas em animais anestesiados, que conhecidamente
podem ter seus niveis pressoricos alterados, em decorréncia do uso da anestesia.
Dados do nosso laboratério demonstraram que ratos Wistar tratados com MSG
durante o periodo neonatal apresentam hipertenséo arterial na idade adulta, sendo
que os parametros cardiovasculares foram coletados de forma direta em animais

acordados (CUNHA et al., 2010).
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O sistema nervoso autonémico (SNA) € um importante mecanismo de
controle da fungdo cardiovascular, pressao arterial e do metabolismo. O SNA,
através das divisbes simpatica e parassimpatica, modula diversas fun¢bes do
sistema cardiovascular (TAYLOR, 1994). Os barorreceptores arteriais sao sensiveis
as deformacdes da parede vascular e controlam a presséo arterial instantadnea ou de
curto prazo. A sensibilidade do reflexo barorreceptor parece estar atenuada em
diversos modelos de hipertensao, alterando a faixa de disparos dos barorreceptores
para niveis de pressdo arterial mais altos, os quais reduzem sua capacidade de
responder as mudancgas na presséao arterial (DE ANGELIS et al., 2004).

Varios estudos tém demonstrado que um desequilibrio no SNA, sobretudo
no sistema nervoso simpatico (SNS), representa um importante mecanismo tanto
para o desenvolvimento da obesidade quanto de disturbios associados como a
hipertensdo (SCHERRER et al.,, 1994; KUNIYOSHI et al., 2003). O aumento da
atividade simpatica € uma caracteristica comum a obesidade em humanos e em
modelos animais. Esse aumento pode levar a hipertensdo via vasoconstricao
periférica e aumento da reabsorcéo tubular renal de s6dio (RAHMOUNI et al., 2005).

Esse aumento da atividade simpatica no individuo obeso esta relacionado
com outras modificacbes sistémicas que resultam em hipertensdo. Existem
situagcdes que de forma isolada ou interagindo com o sistema nervoso simpatico
contribuem para a manutengdo da pressdo elevada no individuo obeso. Dentre
essas alteracdes, podem-se destacar a hiperinsulinemia, a hiperleptinemia e o
aumento dos acidos graxos (MATHIEU et al., 2009; MORRIS, 2008; LOPES, 2007;
RAHMOUNI et al., 2005; ANEJA et al., 2004).

Inumeros estudos demonstram os efeitos benéficos da atividade fisica

moderada no SNA. Tais efeitos sdo demonstrados tanto em situacdes fisiologicas
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(DE ANGELIS et al, 2004; MEDEIROS et al., 2004) quanto em situacbes
patolégicas (SHEPHARD et al., 1999; CHANDLER et al., 1998).

A protegdo promovida pela atividade fisica regular em patologias
cardiovasculares esta bem estabelecida (RUSSEL et al., 1989; TIPTON et al.,1991;
SHEPHARD & BALADY, 1999). O exercicio fisico regular e adequado apresenta
papel importante na manutencéo da saude (BLAIR et al., 2001; KELLEY et al., 2001;
KOHL et al., 2001). Por outro lado, exercicios de carater exaustivos ou de alta
intensidade podem causar diversos tipos de lesdo aumentando a produgcdo de
radicais livres e levando a danos em diversos 6rgaos (PEDERSEN & HOFFMAN-
GOETZ 2000).

A reducéao na FC de repouso estéa relacionada diretamente ao aumento do
tbnus vagal e redugéo no tonus simpatico, que influi em redugdes na FC intrinseca
de marcapasso. Outro mecanismo de alteracdo importante € o aumento do controle
barorreflexo da FC, que por si também promove bradicardia de repouso (DE
ANGELIS et al., 2004).

De forma geral, o exercicio fisico caracteriza-se por uma atividade que
aumenta significativamente a demanda energética, fazendo com que haja alteragdes
agudas e cronicas tanto no metabolismo celular quanto no controle neuroendocrino
(FORJAZ et al., 1998). De fato, os beneficios cardiovasculares e autonédmicos apos
o exercicio fisico agudo e crbénico tém levado muitos pesquisadores a sugerir o
treinamento fisico como uma conduta ndo-farmacolégica importante no tratamento
de diferentes patologias como o diabetes mellitus, a hipertensao arterial e a
insuficiéncia cardiaca (LA ROVERE et al., 2002).

Atualmente é conhecido que o treinamento fisico de baixa intensidade

induz bradicardia de repouso e decréscimo na presséo arterial em animais e seres
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humanos hipertensos (PESCATELO et al., 2004). Varios estudos indicaram que
esses efeitos cardiovasculares estdo relacionados as alteragbes induzidas pelo
exercicio no SNA, especialmente no componente simpatico (MITCHELL & VICTOR,
1996). Além disso, o aumento na atividade nervosa simpatica barorreflexa parece
estar atenuado apds treinamento fisico, tanto em animais como em humanos
(DICARLO & BISHOP, 1988, DICARLO & BISHOP, 1990; MACK et al., 1991;
RAVEN & PAWELCZYK, 1993; NEGRAO et al., 1993; CHEN & DICARLO, 1996;
MCLLVEEN et al.,, 2001; WAKI et al., 2003). Dados do nosso laboratério
evidenciaram que apds um protocolo de treinamento fisico com natagéo, que além
de bradicardia de repouso, mostrou uma atenuagdo da ativagdo do simpatico,
caracterizado por uma menor resposta pressérica ao nivel do RVLM pela
administracao local de L-glutamato (MARTINS-PINGE et al., 2005).

A analise espectral para o estudo da variabilidade da frequéncia cardiaca
(VFC) é um instrumento ndo invasivo valioso utilizado como marcador quantitativo
da atividade autonémica. Com a disponibilidade de gravadores electrocardiograficos
multi-canal de alta frequéncia, a VFC tem potencial para fornecer conhecimentos
adicionais para condigdes fisiologicas e patologicas, e para reforcar a estratificagao
de risco cardiovascular (MALLIANI & MONTANO, 2002).

A andlise espectral € uma ferramenta que decompbe os sinais
cardiovasculares em frequéncia de componentes e quantifica a poténcia de cada um
desses componentes. Trés componentes principais sdo caracterizados em um
registro de curto periodo, como gravagdes de 2 a 5 minutos: frequéncia muito baixa
(VLF: 0.01-0.20 Hz), baixa (LF: 0.20-0.75 Hz) ou alta frequéncia (HF: 0.75-2.50 Hz).
A distribuicdo da poténcia e da frequéncia central de LF e HF n&o é fixa, podendo

variar em relagdo as alteragcbes na modulagdo autondmica cardiaca. A explicagao
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fisiologica do componente VLF ndo esta muito bem definida, e a existéncia de um
processo fisioldgico especifico atribuivel a alteragbes cardiacas deste periodo ainda
€ questionada. Assim VLF avaliada a partir de um registro de curto periodo é uma
medida duvidosa e deve ser evitada ao interpretar os espectros (Task Force of the
European Society of Cardiology the North American Society of Pacing
Electrophysiology, 1996; KAMATH & FALLEN, 1993).

A medida dos componentes VLF, LF e HF normalmente sdo dadas em
valores absolutos de poténcia, porém, LF e HF podem ser medidos em unidades
normalizadas, que representam o valor relativo de cada componente em relagao ao
total, descontando-se o componente VLF (Task Force of the European Society of
Cardiology the North American Society of Pacing Electrophysiology,1996).

A atividade vagal € a principal contribuinte para o componente HF, como
visto em observacgdes clinicas e experimentais de manobras autonémicas como a
estimulacédo elétrica vagal, bloqueio dos receptores muscarinicos e vagotomia.
Porém, existem estudos controversos em relacdo ao componente LF. Alguns
estudos sugerem que LF, quando expresso em unidades normalizadas, € um
marcador quantitativo para modulagbes simpaticas, em outros estudos LF é visto
como refletindo tanto atividade simpatica quanto vagal. Esta discrepéncia se deve ao
fato de que em algumas condigbes, associadas com excitagdo simpatica, uma
diminuigdo na poténcia absoluta do componente LF é observada.
Consequentemente, a relacéo LF/HF é considerada por alguns pesquisadores como
retrato do equilibrio simpato-vagal ou reflexo das modulagbes simpaticas
(MONTANO et al., 1994; MALLIANI et al., 1991). Disturbios no controle autonédmico

da VFC, incluindo diminuicdo do ténus vagal, com ou sem aumento no ténus
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simpatico, tém sido evidenciados na obesidade (QUILLOT et al., 2001; GAO et al.,
1996).

Dessa forma, a hipotese deste trabalho foi verificar a participacédo do SNA
nas alteragbes cardiovasculares e autondmicas na obesidade MSG e se o
treinamento fisico restaura as alteragbes encontradas nos animais obesos do

modelo MSG.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar a participagdo do sistema nervoso autdbnomo na fungao
cardiovascular de ratos acordados com obesidade induzida por MSG, bem como

a influéncia do treinamento fisico pela natagao.

2.2 Objetivos especificos

» Realizar a caracterizacdo da obesidade no modelo MSG e

comparar entre os grupos sedentarios e treinados.

»  Caracterizar os parametros basais de pressao arterial média
(PAM) e frequéncia cardiaca (FC) em ratos obesos MSG néo

anestesiados, sedentarios e treinados;

»  Caracterizar o balanco simpato-vagal, de ratos acordados com
obesidade MSG sedentarios e treinados, e comparar com 0s animais

controle;

»  Caracterizar o ténus autonémico, pelo bloqueio ganglionar com
hexametdnio, de ratos acordados com obesidade MSG sedentarios e

treinados, e comparar com 0s animais controle;
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> Analisar a sensibilidade barorreflexa nos animais obesos MSG,

sedentarios e treinados, comparando com o0s animais controle.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Fisiologia
Cardiovascular, do Departamento de Ciéncias Fisioldégicas (CIF) do Centro de
Ciéncias Biologicas (CCB) da Universidade Estadual de Londrina (UEL) e todos os
experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da

Universidade (CEEA, processo n° 06938).

3.1 Animais

Para esta pesquisa foram utilizados ratos Wistar, obtidos a partir de
cruzamentos realizados no biotério setorial do departamento de Ciéncias
Fisiol6gicas. Aos 21 dias de vida, esses animais foram desmamados e mantidos em
gaiolas coletivas (maximo de cinco animais) a temperatura constante de 21 + 2 °C,

com ciclo claro/escuro de 12 horas. Agua e ragéo foram fornecidas “ad libitum”.

Aos 60 dias os animais foram subdivididos em 4 grupos:

» Controle sedentario (CTR) — animais que receberam salina

equimolar ao glutamato monossaédico.
» Obeso sedentario (MSG) — animais que receberam MSG.

» Controle treinado (CTR TRN) — animais que receberam salina

equimolar e realizaram treinamento fisico.



27

» Obeso Treinado (MSG TRN) — animais que receberam MSG e

realizaram treinamento fisico.

O trabalho foi desenvolvido de acordo com a sequUéncia dos

procedimentos descrita a seguir:

3.2 Indugédo da obesidade

Ratos Wistar receberam durante os cinco (5) primeiros dias de vida
injecbes diarias intradérmicas, na regido cervical, de glutamato monossodico na
dose de 4 mg/g de peso do animal. Para simular o mesmo estresse quimico e de
manipulag&o, aplicou-se solugdo salina equimolar nos animais do grupo controle,

durante os cinco (5) primeiros dias de vida.

A obesidade foi avaliada aos 90 dias de vida pelo calculo do indice de
Lee [peso corporal (g) ' / comprimento nasoanal (cm) x (100)] e peso das gorduras

retroperitonial e perigonadal.

3.3 Peso corporal

Os ratos controle e obesos foram avaliados diariamente para
determinacdo do peso corporal. Essa avaliagdo ocorreu do 21° até os 90° dia de
vida dos animais. Os dados coletados foram utilizados para elaboracao de curvas de

ganho de peso.
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3.4 Treinamento fisico

Aos 60 dias, ratos que receberam MSG ou salina no periodo neonatal
foram divididos em dois (2) grupos destinados ao treinamento fisico. O protocolo de
treinamento constou de 20 sessbes (4 semanas) de uma hora de natacao diaria,
durante cinco dias por semana, de acordo com MARTINS-PINGE e colaboradores
(2005).

Na primeira semana de adaptacdo ao treinamento, houve aumento
gradual do periodo de natacgéo iniciando com 15 minutos no primeiro dia, seguido de
30 minutos no segundo dia, 45 no terceiro dia e 60 minutos a partir do quarto dia.
Durante o periodo de treinamento, os grupos sedentarios tiveram seus pesos
avaliados paralelamente aos animais submetidos ao treinamento fisico.

Os animais realizaram o treinamento fisico por natagdo em um tanque de
vidro (100 X 60 X 50 cm) contendo agua aquecida a 31+ 1° C a uma profundidade
de 40 cm (de agua). Apds cada sessdo de natagdo diaria, os animais foram
colocados em caixas para secagem e aquecimento. Depois de secos, retornavam ao

biotério em suas caixas-moradia.

3.5 Canulacao da artéria e veia femorais

Aos 90 dias de vida, os animais CTR e MSG foram submetidos a cirurgia
sob anestesia de tribromoetanol (2,5%) por via intraperitoneal para implantagéo de
canulas na artéria e veia femoral com o objetivo de monitorizagédo direta da presséo

arterial e infusdo de drogas do protocolo experimental respectivamente.
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As cénulas foram constituidas por segmento de polietileno PE-10 (4 cm)
soldado a um segmento de polietileno PE-50 (15 cm), previamente preenchidas com
solugao salina 0,9 % e anticoagulante (15 U/mL de heparina em soluc¢do salina) e

ocluidos.

Uma incisdo de 1,0 cm foi realizada na fossa iliaca direita do animal e a
artéria femoral foi dissecada. Uma linha de costura foi utilizada para isolar a regido
distal da artéria femoral e uma pinga hemostatica foi nela colocada, obstruindo
temporariamente o fluxo arterial. Em seguida, um pequeno corte foi feito na artéria
femoral e a canula introduzida e cuidadosamente fixada na artéria. O mesmo
procedimento foi realizado para a veia femoral. Apds esse procedimento, as canulas
foram exteriorizadas na regido dorsal do animal através de um trocater por via

subcutaénea e fixadas a pele por sutura cirurgica.

Os animais foram mantidos em caixas individuais durante todo o periodo

pds-operatdrio até a realizagdo dos experimentos.

3.6 Registro da pressao arterial e frequéncia cardiaca

Apbs 24 horas da canulagdo, os animais foram submetidos ao registro
direto da pressao arterial e frequéncia cardiaca, seguido do protocolo experimental.

A canula arterial do animal foi acoplada a um transdutor de pressao
(MLT0380, ADInstruments) conectado a um sistema de aquisicdo de dados
computadorizado (Powerlab, 4/20T, ADInstruments), obtendo-se assim a presséo
pulsatil (PA), pressado arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC). Durante o
periodo de registro, os animais foram mantidos dentro de caixas individuais com livre

movimentacdo e ambiente silencioso. Experimentos pilotos ja evidenciaram que os
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procedimentos utilizados neste protocolo ndo causam reac¢des dolorosas ou outro

tipo de comportamento que interfira no registro cardiovascular.

3.7 Protocolos experimentais

3.7.1 Registro basal da pressao arterial e frequéncia cardiaca

No dia do experimento o animal foi mantido em uma gaiola com livre
movimentacdo e os registros basais foram obtidos por pelo menos 30 minutos.
Durante esse periodo e até o fim do experimento o ambiente foi silencioso e
desprovido de estimulos estressantes. Apds o registro basal da presséao arterial (30
min), os animais obesos e controles, tanto sedentarios quanto treinados foram

submetidos aos protocolos experimentais descritos a seguir.

3.7.2 Avaliagao do ténus simpato-vagal e da frequéncia intrinseca de

marcapasso

Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar os tbnus vagal e
simpatico nos grupos MSG e CTR, sedentarios e treinados. Foi utilizado sulfato de
atropina (1 mg/mL) e propranolol (3 mg/mL) a fim de bloquear, respectivamente, os
receptores muscarinicos e - adrenérgicos. Antes dos experimentos a FC e PAM
basal foram registradas por cerca de 30 min, e a seguir através da canula da veia
femoral fez-se injecéo de sulfato de atropina. A FC foi acompanhada por 15 min a

fim de obter um indice do controle vagal na determinagéo da FC basal. A seguir, foi
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injetado propranolol e a FC foi acompanhada por 15 minutos, a fim de obter ao final

a frequéncia intrinseca de marcapasso.

3.7.3 Bloqueio da neurotransmisséao ganglionar

Em outros grupos de animais, ap6s o registro basal da PAM e FC por 30
minutos, os animais dos grupos MSG e CTR, sedentarios e treinados foram
submetidos a uma inje¢cdo endovenosa do bloqueador ganglionar hexameténio (25
mg/kg), e o registro foi mantido até que os parémetros cardiovasculares retornassem

ao valores basais.

3.7.4 Avaliagao da sensibilidade barorreflexa

Em outros grupos, apos o registro basal da PAM e FC por 30 minutos, os
animais foram submetidos a uma injecao de drogas vasoativas.

Foi utilizada a fenilefrina, um potente estimulador a1-adrenérgico, para
provocar aumento da PA, o qual induz bradicardia reflexa. Foi também utilizado o
nitroprussiato de sddio, um potente vasodilatador, para provocar queda da PA, a
qual é seguida por uma resposta taquicardica reflexa.

A sensibilidade dos barorreceptores foi testada de acordo com Farah et al
(1999), através da injecdo em bdlus de fenilefrina e nitroprussiato em concentragdes
crescentes e alternadas, num volume constante de 0,1 mL. Iniciou-se pela injecéo

de fenilefrina (0,25 pg/mL) e, apds o retorno dos parametros cardiovasculares, a
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injecdo de nitroprussiato de sdédio (0,25 pg/mL). As concentragdes subseqientes
utilizadas foram 1, 4 e 16 pg/mL.

O pico maximo ou minimo da PAM foi comparado aos valores do periodo
basal. Da mesma forma, a variagcdo maxima da FC foi comparada, imediatamente
antes da infusdo de drogas. As respostas dos valores de pico para a PAM e FC

foram analisadas conforme a concentragdo, como mostrado na figura 1.

FENIL NPS FENIL NPS FENIL NPS FENIL NPS

BASAL
0,25ug/Kg | 0,25ug/Kg | 1ug/Kg | 1ug/Kg | 4ug/Kg | 4ug/Kg | 16pg/Kg | 16pg/Kg

Figura 1. Ordem de drogas utilizada no protocolo de avaliagdo do barorreflexo das
doses alternadas de fenilefrina (FENIL) e nitroprussiato de s6dio (NPS) com suas
concentracdes crescentes.

3.8 Analise do indice de Lee e peso da gordura

Apos o término do protocolo experimental, os animais foram
eutanasiados com sobredose de anestésico intravenoso (pentobarbital sodico). O
comprimento nasoanal foi anotado, juntamente com o peso de cada animal.

O calculo do indice de Lee é dado pela férmula: [peso corporal (g) "/
comprimento nasoanal (cm) x (100)].

Em seguida os animais foram laparotomizados, sendo os 6rgaos
coracgao, rins e glandulas adrenais retirados e pesadas a fim de comparacéo entre

os grupos. O mesmo procedimento foi realizado com as gorduras perigonadal e

retroperitoneal para posterior comparacéo.
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3.9 Analise espectral da variabilidade

O registro basal de pelo menos 10 minutos de gravagdes da pressao
arterial sistolica (PAS) e FC de todos os grupos foram submetidos a analise da VFC.
As gravacodes foram processadas utilizando-se o software informatico, que se aplica
um algoritmo para detectar a inflexdo dos pontos ciclo-a-ciclo de uma onda
periddica, determinando os valores de cada batimento das pressdes sistolicas e
diastélicas. Os intervalos de pulso (IP) de séries temporais também foram gerados
para medir o intervalo de tempo entre as leituras adjacentes da presséao diastoélica. A
variabilidade global do IP foi avaliada com base na variancia das séries temporais. A
variabilidade do IP no dominio frequéncia foi avaliada pela analise espectral, de
acordo com RUBINI et al (1993).

De um periodo de registro basal de no minimo 10 minutos, as séries
temporais de IP e PAS foram divididas em segmentos contiguos de 300 batimentos,
sobrepostos pela metade. Apdés o calculo do valor médio e varidncia para cada
segmento, os mesmos foram submetidos a uma analise espectral baseada em um
modelo autoregressivo anteriormente descrito (Task Force of the European Society
of Cardiology the North American Society of Pacing Electrophysiology, 1996;
MALLIANI et al.,1991).

Em resumo, um modelamento dos componentes oscilatorios presentes
em segmentos estacionarios das séries temporais batimento a batimento da PAS e
IP foram calculados baseados no recurso de Levinson-Durbin com a ordem do
modelo escolhida de acordo com o critério de Akaike (MALLIANI et al.,1991). Este
procedimento permite uma quantificagédo automatica do centro de frequéncia e forga

de cada componente oscilatério presente na série temporal. A forgca dos
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componentes LF e HF da variabilidade da FC é também expressa em unidades
normalizadas obtidas por calculo da porcentagem da variabilidade de LF e HF com
respeito a forga total subtraindo-se a forca do componente VLF.

O procedimento de normalizagéo tem a finalidade de minimizar o efeito
das mudancgas da variancia total nos valores absolutos de LF e HF. A proporcéo
entre LF e HF foi calculada para obter o indice de balangco da modulagéo
autonémica para determinar a variabilidade cardiaca (Task Force of the European
Society of Cardiology the North American Society of Pacing Electrophysiology, 1996;

MALLIANI et al., 1991).

3.10 Drogas

Drogas utilizadas: cloreto de sodio P.A. (Casa Americana de
produtos para laboratério — CAAL); fenilefrina (P6126 - Sigma CO, St. Louis, MO,
USA), glutamato monossodico (Sigma CO, St. Louis, MO, USA); heparina sédica
(Laboratérios Roche, Brasil), hexametdnio (Sigma CO, St. Louis, MO, USA), sulfato
de atropina (Sigma CO, St. Louis, MO, USA), nitroprussiato de sédio (S0501 - Sigma
CO, St. Louis, MO, USA), propranolol (Sigma CO, St. Louis, MO, USA),

tribromoetanol (Sigma CO, St. Louis, MO, USA).
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3.11 Analise estatistica

A analise estatistica dos resultados foi realizada utilizando-se o
programa estatistico “INSTAT” (GraphPad, San Diego, CA). Os resultados foram
expressos como média + erro padrao da média (EPM). As diferencas entre os
grupos controles e obesos, foram analisadas pela analise de Variancia (ANOVA)
seguida do Teste de Comparacbes Multiplas de Tukey-Kramer ou test {-Student,

considerando as diferengas significantes para um valor de p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizagcao da obesidade MSG

A partir dos 21 dias de vida, foi realizado o acompanhamento diario dos
pesos corporais de todos os animais experimentais até os 90 dias de vida. A analise
mostrou que os animais obesos tém um menor peso corporal comparado com 0s
animais controle. No entanto, o ganho de peso corporal nao foi influenciado pelo
treinamento fisico em ambos os grupos (figura 2).

O tratamento com MSG durante os cinco primeiros dias de vida induziu a
obesidade em ratos adultos, como indicado pelo aumento do indice de Lee nos
grupos MSG quando comparados aos ratos controle (tabela 1) e também por
apresentarem um maior acumulo de gordura retroperitoneal e perigonadal
comparado ao controle (tabela 1). Ainda, ratos MSG mostraram um peso corporal e
comprimento naso-anal (CNA) menor que os ratos controle. Essas observagdes
constituem as caracteristicas do modelo MSG, no entanto, o treinamento fisico n&o
modificou esses parametros (tabela 1).

O peso do coragdo, glandulas adrenais e rins dos animais MSG foram

menores que aqueles dos animais CTR (tabela1).
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Figura 2 - Evolugdo temporal do peso corporal dos ratos dos grupos CTR e MSG,

sedentarios e treinados a partir dos 21 dias.

*p<0,05 para comparagcédo do grupo MSG sedentadrio com o grupo controle

sedentario.
# p<0,05 para comparagao entre os grupos treinados.

Cada ponto no grafico representa a média + EPM do peso corporal para todos os

grupos.
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Tabela 1 - Efeitos da obesidade induzida por MSG e do treinamento fisico sobre
varios parametros corporais.

CTR MSG CTRTRN MSG TRN

(n=14) (n=13) (n=13) (n=13)
Peso (g) 351+ 396 280+7,73* 346+ 7,51 278 + 3,67 "
CNA (cm) 23+ 0,13 21+0,20* 23 +0,25 21+0,15"%
indice de Lee 30,7+0,20 31,9+0,20* 30,1+ 0,30 31,5+0,20"
Gordura 357+0,20 566+036* 209+015* 3,40+0,22°"
Perigonadal (g)
Gordura 470+0,36 678+023* 308+023* 570+0,30"
Retroperitoneal (g)
Coragao (g) 1,09+0,06 0,78+0,03* 1,05 + 0,04 0,83 + 0,03 *
Rins (g) 2,84+0,06 2,01+0,10* 2,69 + 0,08 1,93 + 0,08 *
Adrenais (mg) 62,66 +2,78 40,75+2,76* 54,08+ 3,46 49,38 + 3,48

CTR - controle, MSG — obeso, TRN — treinado, CNA — comprimento naso-anal.
Valores de p < 0,05 para comparagdes: com o grupo CTR sedentario (*); entre os
grupos MSG (°), comparagao entre os grupos TRN (¥).
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4.2 Caracterizagao dos valores basais de pressao arterial e frequéncia cardiaca

Os valores de referéncia para a PAM e FC para cada grupo foram obtidos
como o valor médio do periodo de registro basal de 30 minutos para cada animal e
mostrados na tabela 2. Os dados mostraram que os animais MSG sao hipertensos
quando comparados com o grupo controle sedentario. A figura 3 mostra que o
treinamento aerdbico promoveu bradicardia de repouso no grupo controle submetido
ao treinamento quando comparado ao controle sedentario. Ja no grupo MSG, o

treinamento aerdbico atenuou os valores da PAM.

Tabela 2 — Efeitos do treinamento fisico na PAM (mmHg) e FC (bpm) em ratos
acordados do grupo controle e obeso.

SEDENTARIO TREINADO
CTR MSG CTR TRN MSG TRN
(n=7) (n=6) (n=7) (n=7)
BASAL
PAM 110+£1,93 123 +2,67* 110+ 1,49 112 +2,85°
FC 367+ 7,49 389+ 10,34 339 + 5,00* 360 + 11,58

CTR — controle sedentario, MSG — obeso sedentario, CTR TRN — controle treinado,
MSG TRN — obeso sedentario.
* p<0,05, para comparag¢des com o grupo CTR sedentario.

° p<0,01, para comparac¢des entre os grupos MSG.
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Figura 3 — Efeitos da obesidade hipotaléamica sobre a PAM (A) e FC (B) em ratos
acordados submetidos ou ndo ao treinamento fisico aerdbico.
* p<0,05, para comparagdes com o grupo controle sedentario.

° p<0,001, para comparagdes entre os grupos obesos.
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4.3 Avaliagcdo do tonus simpato-vagal e da frequéncia cardiaca intrinseca de

marcapasso

A fim de avaliar o ténus simpato-vagal e a FC intrinseca de marcapasso
nos grupos sedentarios e treinados, realizou-se o bloqueio farmacoldgico da
atividade vagal e simpatica (atropina e propranolol, respectivamente) na fase
subsequente ao registro dos parametros basais de 30 minutos de PAM e FC. As
analises dos efeitos das diferentes drogas nas fung¢des cardiovasculares de PA e FC
foram realizadas ao longo do registro. A relagdo dos valores maximos (picos de agéao
da droga) da PA e FC apo6s a administracdo dos respectivos bloqueadores estao
representadas na tabela 3.

Para o calculo da variacédo dos valores de PAM (A PAM) foi utilizado a
média da PAM durante o registro basal comparado com o valor apdés a
administracdo de drogas. Apds a administracdo de sulfato de atropina no grupo
sedentario, 0 aumento maximo da PAM foi de 7 + 2 mmHg para o grupo controle e 7
+ 3 mmHg para o grupo obeso. Dessa forma a administragdo de sulfato de atropina
nos grupos sedentarios nao foi diferente. Ja 0 mesmo procedimento realizado nos
grupos treinados, o aumento maximo da PAM para o grupo controle foi de 21 + 5
mmHg e no obeso de 11 + 5 mmmHg. Para as variagdes da FC entre os grupos nao
houve diferenca significante.

Sob a administragdo de propranolol, o pico minimo da FC no grupo
controle sedentario foi de - 39 + 8 bpm, e no obeso sedentario de — 86 + 10 bpm.
N&o houve diferenga entre o grupo treinado e em relagdo ao sedentario.

Apb6s a administracdo de sulfato de atropina e propranolol foi possivel
verificar a FC intrinseca de marcapasso nos quatros grupos experimentais. Nao

houve diferengas significantes entre os grupos estudados.
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Tabela 3 — Efeitos da atropina e propranolol sobre a PAM (mmHg) e FC (bpm) em

ratos acordados submetidos ou ndo ao treinamento fisico.

SEDENTARIO TREINADO
CTR MSG CTRTRN MSG TRN
(n=7) (n=6) (n=7) (n=7)
BASAL
PAM 109+ 2,94 122 +4,30* 110+ 2,36 106 + 4,06°
FC 360+11,21 348 + 13,9 343 +4,51* 358 + 19,97
ATROPINA
A PAM 712,44 7+2,94 21 + 4,65* 11 +5,05
AFC 88 £ 8,09 87 +7,60 77 £7,32 85+12,07
ATROPINA (valor real)
PAM 113+ 2,53 128 +6,62* 130+ 4,87* 117 +£4,90
FC 435+ 11,60 449 + 21,11 421+ 8,14 448 + 21,92
Antes PROPRANOLOL
PAM 112,9+2,32 127 +7,67* 113 + 4,05 108 + 4,23
FC 416+ 11,12 472 + 13,88 398 £11,88 427 £ 18,20
PROPRANOLOL
A PAM 8,1+1,74 11+2,36 18 + 3,03* 12 +3,18
A FC -39,4 £ 8,18 -86,3 +£10,31* -42,9+7,53 -75,3+13,08
ATROPINA e
PROPRANOLOL
PAM 119,3+1,85 137 +6,31* 131 +2,87* 118 + 6,71
FC INTRINSECA
FC 383 +14,91 386 + 7,88 355 +5,44 352 + 14,68

CTR — controle sedentario, MSG — obeso sedentario, CTR TRN — controle treinado,
MSG TRN — obeso sedentario.
* p<0,05, para comparagdes com o grupo controle sedentario.

° p<0, 001, para comparagdes entre os grupos obesos.
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Figura 4 — Efeitos do bloqueio farmacolégico com sulfato de atropina nas variacdes
sobre a PAM (A) e FC (B) em ratos acordados submetidos ou ndo ao treinamento
fisico aerdbico.

* p<0,05, para comparagdes com o grupo controle sedentario.
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Figura 5 — Efeitos do bloqueio farmacoldégico com atropina e propranolol nas
variagdes sobre a presséo arterial média (PAM) (A) e frequéncia cardiaca (FC) (B)
em ratos acordados submetidos ou n&o ao treinamento fisico aerdbico.

* p<0,05, para comparag¢des com o grupo controle sedentario.
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4.4 Avaliagoes do bloqueio da neurotransmissao ganglionar

Os parémetros cardiovasculares basais dos grupos envolvidos foram
registrados por 30 minutos. As alteracbes cardiovasculares na PAM e FC
observadas apdés a administracdo intravenosa do bloqueador ganglionar
hexametbnio nos grupos sedentarios e treinados sao mostradas na tabela 4.

Nos grupos sedentarios e treinados, a administracdo intravenosa do
bloqueador ganglionar hexameténio ndo apresentou diferencas significantes entre os
grupos no que diz respeito a variagdo da PAM e FC, como se pode observar na

figura 6.

Tabela 4 — Efeitos do bloqueio ganglionar sobre a PAM (mmHg) e FC (bpm) em
ratos acordados, submetidos ou ndo ao treinamento fisico aerdbico.

SEDENTARIO TREINADO
CTR MSG CTRTRN MSG TRN
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
BASAL
PAM 112 +2,82 126 + 3,52* 108 + 1,13 118 + 2,24°
FC 374 8,24 396 + 18,60 328+4,47*  363+11,71
HEXAMETONIO
A PAM -44 + 3,66 -48 + 2,55 -47 1,39 -45+5,12
AFC 27 8,56 24 12,79 14 + 7,50 33+7,98

CTR — controle sedentario, MSG — obeso sedentario, CTR TRN — controle treinado,
MSG TRN — obeso sedentario.
* p<0,05, para comparag¢des com o grupo controle sedentario.

op<0,01, para comparagdes entre 0s grupos obesos.
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Figura 6 — Efeitos do bloqueio da neurotransmissdo ganglionar com hexametoénio
(25 mg/Kg) nas varia¢des sobre a PAM (A) e FC (B) em ratos acordados submetidos
ou nao ao treinamento fisico aerdbico.
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4.5 Avaliagao da sensibilidade barorreflexa

A sensibilidade barorreflexa foi realizada segundo Farah et al(1999). Apds
o registro basal da PAM e FC por 30 minutos, injecbes em bdlus alternadas de
fenilefrina (0,25 -16,0 pg/kg) e nitroprussiato de sédio (0,25 -16,0 ug/kg) foram
utilizadas e as alteragbes foram analisadas imediatamente apds cada dose. Os
dados obtidos estdo representados nas figuras 7 e 8.

As respostas de bradicardia reflexa devido aos aumentos de pressao pela
fenilefrina mostraram que os animais obesos MSG possuem uma maior atividade
barorreflexa com aumento do componente parassimpatico (figura 7). Por outro lado,
as respostas de taquicardia derivadas da queda da pressédo arterial pelo
nitroprussiato mostraram que os animais obesos nao diferem dos animais controle
(figura 8).

O treinamento fisico induziu um aumento da sensibilidade barorreflexa
aos aumentos de pressdo, aumentando a bradicardia em quase todas as
concentragdes de fenilefrina, no entanto, a taquicardia reflexa, devido a injecdo de
nitroprussiato, ndo foi alterada pelo treinamento, ou foi atenuada quando se
administrou a menor dose (0,25 pg/Kg). Os animais obesos treinados tiveram uma
atenuacao da bradicardia quando comparados com os animais treinados nas duas
primeiras doses e diferiram dos animais obesos somente na dose de 1 ug/Kg (figura

7).
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Tabela 5 — Parametros basais de PAM (mmHg) e FC (bpm) em ratos acordados
submetidos ou néo ao treinamento fisico aerébico, antes do protocolo de avaliagcao
do barorreflexo.

SEDENTARIO TREINADO
CTR MSG CTR TRN MSG TRN
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
BASAL
PAM 106 + 3,27 126 £2,44*  112+1,28*  120+1,99"
FC 331+6,46  376+11,64*  325+12,78 351+ 10,56°

CTR - controle sedentario, MSG — obeso sedentario, CTR TRN — controle treinado,
MSG TRN — obeso sedentario.

* p<0,05, para comparagdes com o grupo controle sedentario.

op<0,01, para comparagdes entre os grupos obesos.
# p<0,05 para comparagao entre os grupos treinados.
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Figura 7 — Efeitos da injegcdo em bolus nas diferentes concentragdes de fenilefrina
nas variagdes sobre a PAM (A) e FC (B) em ratos acordados submetidos ou ndo ao
treinamento fisico aeroébico.

* p<0,05, para comparagdes com o grupo controle sedentario.

°p<0,01, para comparagdes entre 0s grupos obesos.
# p<0,05 para comparagao entre os grupos treinados.
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nitroprussiato de sodio sobre as variagdes na PAM (A) e FC (B) em ratos acordados
submetidos ou ndo ao treinamento fisico.

**p<0,05 para comparacgdes entre os grupos CTR sedentario e treinado;
° p<0,05 para comparagéao entre os grupos MSG sedentario e treinado;
# p<0,05 para comparagéo entre os grupos treinados.



51

4.6 Analise espectral da pressao arterial sistolica e intervalo de pulso

A analise espectral da VFC no dominio da pressao arterial mostrou que
os animais do grupo MSG apresentaram aumento no componente LF, tanto absoluto
quanto em unidades normalizadas. O grupo controle que realizou treinamento fisico
apresentou aumento do componente HF tanto absoluto quanto normalizado, bem
como na variabilidade quando comparado ao controle (tabela 6).

A analise no dominio da frequéncia mostrou aumento do componente LF
nas unidades absolutas no grupo MSG sedentario. Ja nos obesos que realizaram
treinamento aerdbico pode-se observar aumento tanto no componente LF quanto HF
em unidades normalizadas (tabela 7).

A variabilidade da FC para os obesos sedentarios esta aumentada para

ambos os dominios.



Tabela 6 — Parametros espectrais basais da pressao arterial sistolica.
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SEDENTARIO TREINADO
CTR MSG CTRTRN MSG TRN
(n=7) (n=7) (n=6) (n=6)
VAR 14,25 +1,83 31,82 46,80 * 30,20 +9,67* 35,02 +4,59
LF (mmHg) 5,07 +0,65 11,87 +1,97*  8,90+2,51* 12,33+ 1,45
HF (mmHg) 3,86 % 0,99 13,14 + 4,59* 14,43 +5,88* 16,26 4,33

VAR - variabilidade; LF — faixa de baixa frequéncia; HF — faixa de alta frequéncia.
Valores expressos como média + EPM

* p<0,05 para comparagbes com o grupo controle sedentario.



53

75+
)
I
€
€  50-
< * x
(&)
2
<s 25+
% e —
>
0 T
CTR MSG CTRTRN MSGTRN
25+
20~
A
5- *
i : L
= 10- T
- 7
5. e e /////%
0 |
CTR MSG CTRTRN MSG TRN
25-
20- . T
2
154
g
E
w 104
I
51 _—1—
0

CTR MSG CTRTRN MSG TRN

Figura 9 — Avaliagdo dos parametros espectrais basais da presséo arterial sistolica
em ratos acordados submetidos ou n&o ao treinamento fisico.

* p<0,05 para comparagdes com o grupo controle sedentario.



54

Tabela 7 — Parametros espectrais basais do intervalo de pulso.

SEDENTARIO TREINADO

CTR MSG CTR TRN MSG TRN

(n=7) (n=7) (n=6) (n=6)
VAR 9,8+2,91 35,0 +8,09* 27,5 +15,79 58,7 +15,88
LF (ms?) 1,3+0,48 6,8+1,76 * 5,5+3,53 * 9,4+2,16
LF (nu) 22,7 +4,19 29,7 +3,64 29,0 £3,43 23,2 1,56
HF (ms?) 4,5+2,29 18,0 + 5,14* 14,5 + 9,02 34,5 +10,23"
HF (nu) 77,3 £4,19 70,29 + 3,64 71,0 £ 3,43 77,0+ 1,56
LF/HF 0,33 +0,07 0,49 + 0,09 0,47 + 0,08 0,32 +0,03"

VAR: variabilidade; LF: faixa de baixa frequéncia absoluta; LF (nu): faixa de baixa
frequéncia normalizada; HF: faixa de alta frequéncia absoluta; HF (nu): faixa de alta

frequéncia normalizada; LF/HF: raz&o entre LF e HF.

Valores expressos como média £ EPM

* p<0,05 para comparag¢des com o controle.
° p<0,05 para comparacgéao entre os grupos obesos.
# p<0,05 para comparagao entre os grupos treinados.
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Figura 10 — Avaliacdo dos parametros espectrais de intervalo de pulso em ratos
acordados submetidos ou ndo ao treinamento fisico

* p<0,05 para comparagbes com o grupo controle sedentario.
° p<0,05 para comparagéao entre 0s grupos obesos.
# p<0,05 para comparacao entre os grupos treinados.
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5. DISCUSSAO

Estda bem descrito na literatura que os beneficios da atividade fisica na
prevencédo de doencgas cardiovasculares dependem tanto da intensidade quanto da
frequéncia de sua realizacdo (SHEPHARD & BALADY, 1999; DE ANGELIS et al.,
2004; KOHL et al., 2001). Nesse trabalho, estudou-se o tdnus autondémico
cardiovascular no modelo de obesidade induzida por MSG, submetido, ou ndo, ao
treinamento fisico por natagdo com duragcdo de 4 semanas. Os dados mostraram
que os animais, tanto do grupo controle como MSG, que realizaram treinamento
fisico aerdbico apresentaram menor acumulo de gordura retroperitoneal e
perigonadal quando comparados com os grupos sedentarios. Esses resultados
corroboram dados da literatura, como no trabalho de Scomparin e colaboradores
(2006), os quais demonstraram que o treinamento aerdbico regular e prolongado
(trés vezes por semana durante 10 semanas) foi capaz de modificar a quantidade de
gordura acumulada nos animais com obesidade MSG.

Nesse estudo, animais que receberam MSG no periodo neonatal, além de
desenvolverem obesidade na idade adulta, apresentaram hipertensao arterial
quando comparados com o0s animais controles. Dados anteriores do nosso
laboratorio demonstraram que ratos Wistar tratados com MSG durante o periodo
neonatal apresentaram hipertensdo arterial na idade adulta, sendo que os
parametros cardiovasculares foram coletados em animais acordados de forma direta
(CUNHA et al., 2010). Em outro estudo realizado por Voltera e colaboradores (2008)
foi observado que animais MSG anestesiados também apresentam hipertenséo,
porém quando a medida era realizada de forma indireta (pletismografia de cauda)

em ratos acordados, estes n&o se apresentavam hipertensos.
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A hipertensdo na obesidade tem sido observada em varios modelos,
assim como estudos sobre os mecanismos envolvidos nessa hipertensdo (DA
SILVA, et al.,, 2009; JONK, et al., 2007). No entanto, artigos que analisam os
mecanismos de hipertensdo no modelo MSG até o presente momento, ndo tem sido
publicados, com exce¢do de um realizado em nosso préprio laboratério (CUNHA et
al., 2010). Nesse estudo, foi demonstrado que esses animais obesos possuem
niveis mais altos de prostaglandinas, além de um aumento na lipoperoxidagao
plasmatica, e, o tratamento crénico com inibidor da COX-2 atenuou tanto a
hipertensdo, como o estresse oxidativo. No presente trabalho, propusemos avaliar o
envolvimento do sistema nervoso autbnomo nos mecanismos hipertensivos, assim
como a participagdo do exercicio como possivel agente redutor de hipertensao e
estresse oxidativo.

Apds o protocolo de treinamento fisico, os valores basais de pressao
arterial do grupo MSG foram atenuados. Esses resultados estdo de acordo com a
literatura ja que tem sido observada atenuacgéo da hipertensdo em varios protocolos
de exercicio fisico (GAVA et al., 1995, SANTAELLA et al., 2006, RONDON et al.,
2002). Sabendo que a obesidade MSG induz nos animais niveis aumentados de
estresse oxidativo, e considerando que na génese da hipertensdo o estresse
oxidativo pode estar envolvido (ANEJA et al., 2004, BAYORH et al., 2004), é
possivel que a atenuagao da hipertensédo na obesidade MSG pelo treinamento fisico
seja devido a um efeito antioxidante.

Os dados demonstram que o exercicio de baixa intensidade induziu
bradicardia de repouso, sendo esse efeito observado em outros trabalhos do nosso
grupo também (MARTINS-PINGE et al., 2005; MEHANNA et al., 2007; DE ABREU et

al., 2009). Um dos mecanismos propostos para a diminuigcdo da FC dos animais
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submetidos ao treinamento fisico seria o aumento do ténus vagal cardiaco (DE
ANGELIS, 2004).

Neste trabalho o tbnus parassimpatico para o coracdo nao parece estar
alterado pelo treinamento fisico, ja que o componente HF do IP ndo é diferente do
controle e as alteragcdes na FC apds atropina n&o diferem entre controle e treinados.
No entanto, os resultados mostraram que ap6s o treinamento fisico nos animais
controle estes apresentaram um aumento do componente HF na modulagdo da
pressdo arterial sistélica, além de um aumento significante na pressao arterial
quando se administrou atropina. A razdo para essa discrepancia requer estudos
mais aprofundados.

Quando a influéncia vagal € predominante sobre o coragao, a FC é menor
que a FC intrinseca. Assim, quando a influéncia simpatica é predominante, o que se
observa € uma FC maior que a FC intrinseca (GOLDBERGER, 1999). Os resultados
mostraram que n&o houve diferengas significantes entre a FC basal e intrinseca em
cada um dos grupos estudados. Dessa forma, nem a obesidade, e nem o
treinamento fisico modificou o balan¢o autonémico cardiaco. Na realidade € possivel
que ambos os componentes estejam aumentados.

Neste estudo, investigou-se o bloqueio simpato-vagal em animais controle
e obesos, bem como o efeito do treinamento fisico nessas variaveis. O bloqueio com
atropina nao modificou o efeito de taquicardia em nenhum dos grupos estudados, no
entanto, a presséao arterial foi maior nos animais treinados. Os dados mostraram que
nos animais obesos, a queda da FC com propranolol foi maior comparada ao
controle e que o treinamento fisico parece ter atenuado essa queda. Além disso, o
propranolol levou a aumento na pressao arterial maior nos animais treinados. Esse

efeito poderia ser explicado pelo fato do propranolol, que n&o é seletivo, ao bloquear
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os receptores B2 vasculares (que tem efeito vasodilatador nos vasos da musculatura
esquelética) poderiam evidenciar os efeitos vasoconstritores e dessa forma
aumentar a pressao arterial.

Estudos clinicos em humanos e em animais obesos tém mostrado uma
maior queda da presséo arterial quando foi utilizado bloqueador ganglionar (SHIBAO
et al., 2007; CARLSON, SH et al., 2000). Os resultados demonstraram que os
animais do grupo MSG sedentario apresentaram tendéncia maior a queda da PAM
apo6s o bloqueio ganglionar com o hexameténio. Aléem disso, apés a administracéo
com hexametdnio os valores reais da pressao arterial entre obesos e controle nao
sdo mais diferentes, sugerindo que o sistema nervoso autbnomo estaria envolvido
nas alteracdes observadas.

Os barorreceptores arteriais tém um papel importante na modulagéo da
PA em curto prazo devido aos efeitos cronotrépicos reflexos sobre o coragao
envolvendo as duas por¢des do sistema nervoso autbnomo e pela regulacdo da
vasoconstricdo periférica mediada pelo simpatico. Diversos fatores podem
influenciar o ganho e a eficacia do barorreflexo e a disfungéo deste mecanismo pode
afetar a variabilidade cardiovascular (LANFRANCHI & SOMERS, 2002). Os nossos
resultados mostraram que a bradicardia reflexa ao aumento da PA pela fenilefrina
apresentou-se aumentada nos animais obesos, assim como nos animais treinados,
sugerindo que o componente parassimpatico do barorreflexo esteja exacerbado
nesses animais. No entanto, o componente simpatico do barorreflexo, caracterizado
pela taquicardia apos nitroprussiato, ndo parece estar alterado pela obesidade ou
pelo treinamento fisico.

O aumento da sensibilidade barorreflexa do componente parassimpatico

nos animais obesos, vai de encontro com dados da literatura que observaram
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aumento da atividade elétrica do nervo vago em animais obesos MSG (SCOMPARIN
et al., 2009). Nesse mesmo trabalho os autores observaram que a atividade
simpatica do nervo do tecido retroperitoneal estava diminuida nos animais MSG e o
treinamento fisico levou a um aumento desse parametro. Dados do mesmo grupo
observaram que os niveis de catecolaminas circulantes estdo diminuidos no rato
MSG que é sedentéario e o treinamento fisico aumenta esses valores (MARTINS et
al., 2001, 2004, SCOMPARIN et al., 2006). Portanto, parece que as alteracbes
autondmicas observadas no modelo MSG diferem em relagao ao sistema fisioldgico,
e que provavelmente ambos os componentes do sistema nervoso autbnomo estejam
alterados.

Dados da literatura que utilizaram a analise espectral como ferramenta
para avaliacdo da modulagdo autonébmica mostram que ha maior ativagao simpatica
na obesidade em humanos (PASCHOAL et al., 2009; KAUFMAN et al., 2007). Esses
dados estdo de acordo com os encontrados em nosso trabalho, mostrando que os
animais obesos MSG apresentam uma maior modulagdo pelo sistema nervoso
simpatico, representado pelo componente LF da VFC. O aumento da VFC
observado nos animais MSG treinados é devido a um aumento do componente HF,

0 que demonstra o efeito benéfico do treinamento aerdbico.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que os animais obesos MSG apresentam
hipertensdo, a qual foi atenuada pelo treinamento fisico. Os ratos obesos possuem
maior quantidade de gordura perigonadal e retroperitoneal, as quais estao
diminuidas nos animais submetidos ao treinamento fisico.

A queda de presséao arterial pelo hexametbnio n&o foi diferente entre os
grupos estudados, assim como nas alteragbes da FC. No entanto, as diferencas
entre os animais controle e obesos desapareceu, sugerindo um envolvimento do
sistema nervoso autdnomo na hipertensao derivada da obesidade MSG.

O bloqueio simpatico com o propranolol levou a uma maior queda na FC
nos animais obesos, sugerindo também um aumento do ténus simpatico cardiaco
nesses animais.

A sensibilidade barorreflexa mostrou que o componente parassimpatico
do barorreflexo parece estar aumentado nos animais obesos, e o treinamento
atenuou esse efeito.

Em conjunto, os dados sugerem o envolvimento do sistema nervoso
autbnomo nas alteragcdes cardiovasculares induzidas pela obesidade MSG e que o
treinamento fisico pode restabelecer parte desses parametros aos niveis de
normalidade. No entanto, ndo sabemos se o treinamento fisico de fato modifica ou

previne as alteragbes observadas nos animais adultos obesos.
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