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RAQUEL, Hiviny de Ataides. Papel do é6xido nitrico na modulagdo do barorreflexo
pelo nucleo paraventricular do hipotalamo: efeitos do treinamento fisico ou
suplementagdo com L-arginina em ratos normotensos. 2017. 114 f. Tese (Doutorado em
Ciéncias Fisiologicas) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

O o6xido nitrico (NO) no nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN) é importante
neuromodulador de respostas autondmicas e o treinamento fisico assim como a
suplementagdo de L-arginina pode induzir diferentes adaptagdes ao sistema
cardiovascular. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da enzima nNOS do PVN
na neuromodulagdo cardiovascular de ratos treinados ou suplementados com L-
arginina. Apds aprovacgdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Estadual de Londrina (protocolo: 5185.2014.79), ratos W.istar (220-250g) foram
submetidos a sedentarismo ou treinamento de natacao, corrida ou suplementacao oral
com L-arginina (dose: 62,5mg/1ml/rato/dia). Posteriormente foi realizada estereotaxia
para implante de canulas-guia direcionadas ao PVN e cateterismo de artéria e veia
femoral para registros cardiovasculares. Outros animais foram destinados a coleta de
tecidos para anadlises de composigdo corporal, nitrito, expressdo génica e
imunohistoquimica. A natagcdo e a corrida proporcionaram menor ganho de peso
corporal, diminuicdo de tecido adiposo perigonadal e retroperitoneal e aumento do peso
cardiaco. Apenas animais treinados em esteira apresentaram maior peso de musculos
gastrocnémio e séleo. Ambos os protocolos de treinamento provocaram: bradicardia em
repouso, sem alteragbes na pressao arterial média (PAM); melhoraram a sensibilidade
do barorreflexo espontaneo e modulagao da variabilidade da frequéncia cardiaca (FC),
através do aumento do componente parasimpatico e diminuicdo do simpatico. A
microinjecdo bilateral de inibidor seletivo da nNOS (N-Propyl-L-Arginina, 4nmol/100nl)
no PVN provocou maior resposta pressorica e taquicardica em ratos treinados e um
déficit no controle autondmico cardiovascular. Ratos treinados apresentaram maior
prevaléncia de neurénios imunoreativos para nNOS no PVN, maior expressao génica de
NNOS e niveis de nitrito no PVN. A suplementagdo com L-arginina proporcionou efeitos
similares ao exercicio. Animais suplementados apresentaram bradicardia de repouso
sem alteragbes na PAM e maior resposta pressora e taquicardica ao N-propyl no PVN. A
analise espectral basal de ratos suplementados com L-arginina evidenciou menor
modulacado simpatica para pressdo arterial sistdlica e FC e melhores indices de
barorreflexo espontédneo. A suplementacdo com L-arginina favoreceu maior ganho
maximo de sensibilidade barorreflexa, o qual foi abolido apds a inibicdo da nNOS no
PVN. Além disso, a microinjecédo bilateral de L-arginina (0,17g/ml/100nL) no PVN de
ratos controle melhorou o ganho maximo de sensibilidade barorreflexa. Animais
suplementados apresentaram menor peso de tecido adiposo perigonadal e
retroperitoneal, maior peso de musculo gastrocnémio e rins e maiores concentragdes de
nitrito no PVN, rins e aorta toracica. Em conclusdo, o treinamento fisico e a
suplementagao oral de L-arginina modificam o controle autonédmico do PVN via nNOS e
ambos favorecem a biodisponibilidade de NO que, central e perifericamente pode ser
relevante para adaptagdes cardiovasculares.

Palavras-chave: Exercicio fisico. Barorreflexo. L-arginina. Oxido nitrico.



RAQUEL, Hiviny de Ataides Role of nitric oxide in the modulation of baroreflex
by the hypothalamic paraventricular nucleus: effects of physical training or
supplementation with L-arginine in normotensive rats. 2017. 114 p. Thesis (Doctorate
degree in Physiological Sciences) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2017.

ABSTRACT

Nitric oxide (NO) into the paraventricular nucleus of hypothalamus (PVN) is an
important neuromodulator of autonomic responses, and physical training as well as
L-arginine supplementation may induce different adaptations to the cardiovascular
system. Thus, the objective of this study was to evaluate the effects of NNOS enzyme
of PVN on cardiovascular neuromodulation in rats trained or supplemented with L-
arginine. After approval by the Animal Ethics Committee of the State University of
Londrina (protocol: 5185.2014.79), Wistar rats (220-250g) were submitted to
sedentarism or swimming training, running or oral supplementation with L-arginine
(dose: 62.5mg/1ml/rat/day). Subsequently, implantation of guide cannulae directed to
the PVN by stereotactic surgery and catheterization of the femoral artery and vein
were performed for cardiovascular records. Other animals were used to collect
tissues for analysis of body composition, nitrite levels, gene expression and
immunohistochemistry. Swimming and running training provided decreased body
weight and adipose tissue perigonadal and retroperitoneal and increased heart
weight. Only treadmill animals presented greater weight of muscles gastrocnemius
and soleus. Both training protocols resulted in: resting bradycardia, no changes in
mean arterial pressure (MAP); improved sensitivity of the spontaneous baroreflex
and modulation of heart rate variability (HR), through an increase of the
parasympathetic and reduction of the sympathetic component. The bilateral
microinjection of nNOS selective inhibitor (N-Propyl-L-Arginine, 4nmol/100nl) in PVN
caused a greater pressure and tachycardic response in trained rats and a deficit in
the autonomic cardiovascular control. Trained rats showed higher prevalence of
immunoreactive neurons for nNOS in PVN, higher nNOS gene expression, and nitrite
levels in PVN. L-arginine supplementation provided similar effects to those observed
by exercise. Supplemented animals had resting bradycardia without changes in
MAP, as well as a greater pressure and tachycardic response to N-Propyl in PVN.
Basal spectral analysis of L-arginine supplemented rats, showed lower sympathetic
modulation for systolic blood pressure and HR and better indices of spontaneous
baroreflex. L-arginine supplementation favored a greater maximum baroreflex
sensitivity gain, which was abolished after nNOS inhibition in PVN. In addition,
bilateral microinjection of L-arginine (0.17g/ml/100nL) into the PVN of control rats
improved the maximum baroreflex sensitivity gain. In supplemented animals there
was also lower adipose tissue weight perigonadal and retroperitoneal, higher weight
of gastrocnemius muscle and kidneys; higher nitrite levels in PVN, kidneys and
thoracic aorta. In conclusion, physical training as well as oral supplementation with L-
arginine modifies the autonomic control of PVN via nNOS and both favor the
bioavailability of NO, which, centrally and peripherally, may be relevant for
cardiovascular adaptations.

Key words: Physical exercise. Baroreflex. L-arginine. Nitric oxide.
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1 INTRODUCAO

A pratica regular de exercicio fisico aerobio promove diversos
beneficios ao sistema cardiovascular, e muitas das adaptacfes induzidas pelo
treinamento sdo acompanhadas de ajustes especificos no sistema nervoso central
(SNC) (Michelini e Stern, 2009; Ichiyama et al., 2002, Martins-Pinge, 2011). Areas
bulbares como: O nucleo trato solitario (NTS) (De Souza et al., 2001; Michelini e
Stern, 2009), bulbo ventrolateral caudal (CVLM) e rostral (RVLM) (Martins-pinge et
al., 2005, Muller, 2007); e do hipotalamo como o Nucleo Paraventricular (PVN) (de
Abreu et al.,, 2009, Mastelari et al., 2011) modulam o controle autondémico
cardiovascular e apresentam importante plasticidade neuronal apés treinamento
fisico.

A L-arginina é considerada fundamental substrato para a sintese de
oxido nitrico (NO). Dentro do PVN o NO atua como modulador de sinapses
envolvidas no controle neural do sistema cardiovascular (Bredt et al., 1990; Horn et
al.,, 1994). Sabe-se que a sintese de NO pode ser facilmente alterada pela
biodisponibilidade de co-fatores ou precursores como a L-arginina (Moncada et al.,
1991). Além disso, a prética de exercicio fisico também contribui amplamente para a
producdo de NO favorecendo a vasodilatacdo periférica e promovendo alteraces
positivas ao sistema cardiovascular (Di Francescomarino et al., 2009; Green et al.,
2004; McAllister e Laughlin, 2006).

Evidéncias apontam efeitos similares da suplementacdo de L-
arginina e do exercicio fisico. Sendo assim, ambos parecem contribuir para a
melhora da saldde cardiovascular e prevenir doencas através do aumento da
biodisponibilidade de NO (Hambrecht et al., 2000; Siasos et al., 2007; Lucotti et al.,
2009).

1.1 EXERCICIO E SAUDE CARDIOVASCULAR

A prética regular de exercicio fisico promove diversas adaptacoes
fisiolégicas ao sistema cardiovascular (Brum et al, 2004). Diferentes abordagens
cientificas tém sido realizadas para tentar esclarecer os mecanismos pelos quais o
treinamento fisico altera os sistemas corporais e melhora as condi¢cdes de sobrevida
e capacidade fisica dos individuos (Afonso et al, 2003; Mendonca et al., 2016; Roh
et al., 2016).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0006899310027149#bb0055
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Os efeitos fisioldgicos do exercicio fisico ao sistema cardiovascular
sao classificados em agudos imediatos, agudos tardios ou crbnicos e tém sido
relacionados com a melhoria da saude em casos de obesidade (Pinheiro et al.,
2007), diabetes (Rodrigues et al., 2012) e hipertenséo (Véras-Silva et al., 1997).

Das adaptacdes fisiologicas agudas imediatas que sdo acionadas
para suprir a nova demanda metabodlica durante o exercicio, podemos citar: a
elevacdo da frequéncia cardiaca (FC) (Silverthorn, 2003), o aumento do débito
cardiaco (DC) (Negréo et al, 1992) e da atividade nervosa simpatica (ANS) (Mitchell
e Victor, 1996). Em individuos hipertensos, ao longo das primeiras 24 ou 48 horas
apos a sessdo de exercicio, normalmente sdo observados como efeitos agudos
tardios a discreta reducdo dos niveis pressoéricos e tensionais, 0s quais estdo
associados a melhora da funcdo endotelial (Brum et al., 2004). J&a os efeitos crénicos
sdo considerados adaptacdes resultantes da exposicao frequente as sessbes de
exercicios, diferenciando assim individuos fisicamente treinados de sedentarios.
Algumas alteracbes em aspectos morfofuncionais como: bradicardia de repouso,
hipertrofia ventricular excéntrica (Medeiros et al., 2004) e angiogénese por aumento
do fluxo sanguineo para muasculos esqueléticos e cardiaco (Araujo, 2001) sédo
observadas como efeitos crénicos do exercicio aerdbio.

Sabe-se ainda que a duracdo e a intensidade da atividade fisica
podem ser determinantes para induzir ou ndo as adaptacdes fisioldégicas ao sistema
cardiovascular (Forjaz et al., 1998; Forjaz et al., 2000). Exercicios de moderada
intensidade e longa duragédo como natacao e corrida tém demonstrado ser terapias
nao farmacologicas eficientes na promocéo da saude cardiovascular proporcionando
o aumento do volume sistoélico (Melo et al, 2003), angiogénese capilar (Amaral e
Michelini, 2011), bradicardia de repouso (Raquel et al., 2016) e ganho barorreflexo
(Brum et al., 2000). Devido aos efeitos positivos da corrida para a reabilitacdo
cardiovascular, protocolos de treinamento fisico em esteira tém sido aplicados como
aliados no tratamento de hipertenséo arterial (Brum et al., 2000; Véras-Silva et al.,
1997) e insuficiéncia cardiaca (Krieger et al., 2001, Ichige et al., 2016).

Por outro lado, a natacdo também demonstra ser uma intervencgao
eficiente sobre diferentes parametros fisiologicos (Afonso et al., 2003; Brum et al.,
2004; Cox et al., 1985) e sua utilizacdo tém proporcionado alteracdes fisiologicas
relevantes, tal como, a hipertrofia cardiaca excéntrica (Medeiros et al., 2004) e a

bradicardia de repouso (Raquel et al., 2016). Além disso, a natacdo induz ainda


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ichige%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27444212
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algumas adaptacfes em sitios centrais responsaveis pelo controle autondmico da
presséao arterial (PA), favorecendo assim um melhor estado cardiovascular (Martins-
Pinge, 2011; de Abreu et al., 2009; Mastelari et al., 2011).

1.2 REGULA(;AO NEURAL DO SISTEMA CARDIOVASCULAR

A PA é regulada momento-momento para a manutencdo da
homeostase e envolve aspectos neurais, locais e humorais (Silverthorn, 2003).
Determinadas alteracdes de resisténcia vascular periférica (RVP) e/ou DC podem
influenciar direta ou indiretamente os mecanismos de controle da PA (Silverthorn,
2003). Nesse sentido, o sistema nervoso autdbnomo (SNA) tem papel fundamental
para o controle neural do sistema cardiovascular, pois, participa de forma ténica e
reflexa na manutencéo dos valores pressoricos (Dampney, 1994).

O centro de controle cardiovascular atua basicamente através de
trés mecanismos reflexos: o barorreflexo, o quimiorreflexo e o reflexo
cardiopulmonar (Dampney, 1994). As terminacdes das fibras aferentes dos reflexos
cardiovasculares estdo localizadas principalmente no NTS, cujos neurdnios se
projetam para CVLM e RVLM (Dampney, 1994). O PVN por sua vez, recebe
aferéncias do NTS e possui conexdes neuroanatdmicas com a area RVLM,
permitindo assim a integracdo e modulagcédo de respostas durante a regulacédo reflexa
da PA (Blair et al., 1996).

Nesse sentido, a area RVLM e o PVN sédo sitios cruciais para a
origem e manutencdo do tbnus simpéatico cardiovascular, pois enviam projecdes
excitatorias diretas para neurbnios pré-ganglionares simpaticos localizados na
coluna intermediolateral da medula espinhal (IML) (Chen e Toney, 2003).

Embora a area RVLM seja considerada a principal eferéncia
simpética para o controle cardiovascular (Dampney, 1994; Guyenet, 2006),
neurdnios do PVN conectam-se indiretamente com a RVLM (Taylor e Weaver, 1992;
Blair et al., 1996; Badoer, 2001) e favorecem a modulacédo da PA através do controle
simpato-vagal ao coracdo e tbnus simpatico para vasos sanguineos (Allen, 2002;
Coote et al., 1998; Dampney et al., 2005, Kc et al., 2010).

Portanto, as evidéncias indicam que o PVN é um importante centro
integrador de respostas neuroenddcrinas e juntamente com a RVLM proporciona a
modulacdo da PA através do controle do ténus vasomotor simpético (Allen, 2002;
Coote et al., 1998; Dampney et al., 2005). O controle da PA pela via PVN-RVLM-IML
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envolve ainda diferentes populacdes neuronais e neurotransmissores, como:
glutamato (Busnardo et al.,, 2010; Martins-Pinge et al., 2012), &cido gama-
aminobutirico (GABA) (Chen e Toney, 2003; Zhang et al., 1998), vasopressina (Kc et
al., 2010; Sanchez et al., 1994), ocitocina (Mack et al., 2007; Braga et al., 2000) e
neuromoduladores como o NO (Horn et al., 1994, Zhang et al., 1997).

1.3 BARORREFLEXO

Os barorreceptores arteriais sdo considerados mecanoreceptores
que controlam os valores presséricos momento-a-momento. Esses receptores sdo
sensiveis a modificacdes da PA (Filho et al., 2004; Irigoyen et al, 2001) pois estédo
estrategicamente localizadas no arco aortico e seio carotideo (Filho et al., 2004). A
ativacdo dos barorreceptores estimula impulsos nervosos que partem do nervo
glossofaringeo e nervo vago para regides bulbares especificas que controlam a PA
(Filho et al.,, 2004; Campagnole-Santos e Haibara, 2001; Irigoyen et al., 2001).
Nesse sentido, um aumento da PA, pode provocar a deformacdo mecéanica dos
vasos sanguineos e ativar os barorreceptores. Em seguida, diversos circuitos
centrais e periféricos sdo acionados para reestabelecer os valores pressoéricos
(Michelini et al., 2015).

Inicialmente, os estimulos captados pelos barorreceptores séo
encaminhados via nervo glossofaringeo e vago até o NTS no bulbo. Em geral, essa
via aferente envolve a atividade de diferentes neurotransmissores, dentre eles,
destaca-se neurbnios glutamatérgicos e GABAérgicos (Weston et al., 2003). No
NTS, sinapses excitatérias estimulam neurbnios da area CVLM (Kubo e Kihara,
1991, Ohta e Talman, 1994, Campos et al., 2001), que por sua vez, inibem via GABA
a atividade de neurbnios da RVLM (Minson et al.,,1997), a qual, controla
principalmente a saida simpética para o cora¢do, vasos sanguineos e adrenais
(Campos et al.,, 2001). Desta forma, a area CVLM, que é considerada um centro
vasodepressor que tem controle tonico/fasico sobre a RVLM, favorece a reducéo da
contratilidade cardiaca, bradicardia e queda da resisténcia vascular periférica total
(Filho et al., 2004; Campos et al.,, 2001; Campagnole-Santos e Haibara, 2001,
Irigoyen et al, 2001). Simultaneamente, outros neurdnios secundarios do NTS
excitam células pré-ganglionares do parassimpatico localizados no nucleo motor

dorsal do vago (NMDV) e nucleo ambiguo (NA), e a conexdo com neurbnios pos-


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Weston%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12717712
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Talman%20WT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7943417
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ganglionares situados no coracao, contribui para o aumento da atividade vagal e
queda da FC (Irigoyen et al., 2001).

Somado a isso, outras estruturas suprabulbares como o PVN,
hipotalamo lateral (HL) e area periaquedutal cinzenta (PAG) podem também fazer
conexdes com areas do tronco encefélico e participar da modulacdo das respostas
cardiovasculares durante o barorreflexo (Kc et al., 2010; Murphy et al., 1995;
Granata e Kitai, 1992; Bandler e Tork, 1987; Lovick, 1985; Nosaka, 1996).

Sabemos que a ativacdo da RVLM aumenta a RVP, DC e a
secrecdo de catecolaminas pelas glandulas adrenais (Filho et al., 2004). Além disso,
diversos estudos tém apontado que neurbnios da porgcao parvocelular do PVN
projetam-se para células da IML e RVLM. Assim, a via PVN-RVLM-IML pode
contribuir direta ou indiretamente para o controle da ANS e modulacdo do
barorreflexo (Badoer, 2001; Card et al., 2006; Cruz et al., 2008; Moon et al., 2002;
Pyner e Coote, 1999; Yang e Coote, 1998).

Embora o controle barorreflexo pelo PVN envolva a participacdo de
diferentes neurotransmissores como: GABA (Page et al., 2011), glutamato (Crestani
et al., 2010; Cui et al., 2008), glicina (Yin et al., 2009), noradrenalina (Wang et al.,
2013) e neuropeptideo Y (Cassaglia et al., 2014), os potenciais efeitos do NO como
neuromodulador do barorreflexo pelo PVN, ainda permanecem indefinidos na
literatura cientifica.

Além disso, estudos apontam que a adaptacéo fisiolégica aos novos
niveis pressoéricos observados em diferentes situacdes patoldégicas como diabetes
(Dall'ago et al., 2007), obesidade (Huber e Schreihofer, 2016; Guimaraes et al.,
2014) e hipertensédo (Irigoyen et al., 2001), pode comprometer a sensibilidade e
prejudicar o controle eficiente do barorreflexo. Nessa perspectiva, o exercicio fisico
tém-se apresentado como bom aliado para a terapia ndo farmacologica de
manutencdo de valores pressoéricos adequados, pois, de forma eficiente promove
uma readaptacdo dos barorreceptores contribuindo para a melhora do controle

cardiovascular (Silva et al., 2012, Rodrigues et al., 2012; Masson et al., 2014).

1.4 BARORREFLEXO E EXERCICIO FiSICO

A bradicardia de repouso € um dos efeitos promovidos pelo exercicio

fisico cronico ao sistema cardiovascular. Apesar disso, dados apontam que fatores
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como intensidade, duragéo e tipo de exercicio influenciam diretamente a bradicardia
em populacgdes distintas (Medeiros et al., 2004; Brum et al., 2000; Negréo et al.1992;
Azevedo et al., 2014). Em geral, o aumento do ténus vagal ao coracédo, a diminuicdo
do tbénus simpatico e a alteracdo da sensibilidade de células marcapasso a
neurotransmissores sao aspectos relevantes para a génese e manutencdo da
bradicardia apés exercicio (Hassan, 1991; Gava et al., 1995).

E possivel que mecanismos locais (endoteliais, miogénicos e
metabdlicos) atuem juntamente com os barorreceptores para manter a RVP e PA em
niveis regulares (Brody et al., 1983). O treinamento fisico é capaz de diminuir a ANS
renal de animais (Krieger et al., 1998, 2001; Negréo et al., 1993; Ninomiya et al.,
1988) e humanos (Arakawa,1993), nesse sentido, considerando que esse efeito
representa uma possivel reducéo geral do tdnus simpéatico periférico, € intrigante que
o0 treinamento fisico ndo diminua também a PA em ratos normotensos.

Sabemos que a prética sistematizada de exercicio fisico aerébio
altera positivamente o controle barorreflexo de animais normotensos (Brum et al.,
2000; Raquel et al., 2016) e hipertensos (Minami et al., 2006; Silva et al., 1997).
Apesar disso, estudos mais antigos sdo controversos em relacdo a melhora da
sensibilidade do barorreflexo apés exercicio em humanos (Barney et al., 1988;
Kingwell et al., 1992), embora, abordagens mais recentes tenham apontado melhora
do barorreflexo apos treinamento fisico em humanos hipertensos (Lénard et al.,
2005; Raczack et al., 2006; Keller et al., 2004; Raven et al., 2006).

Estudos sobre o barorreflexo e exercicio fisico utilizando diferentes
metodologias j& foram conduzidos. Em ratos espontaneamente hipertensos (SHR),
por exemplo, os autores encontraram sensibilidade barorreflexa atenuada (Ida et al.,
1992) e provavelmente esse efeito foi devido ao prejuizo na sensibilidade aferente
dos barorreceptores (Andresen e Yang, 1989). Outros autores observaram a
melhora da sensibilidade barorreflexa ap6s uma Unica sesséo de exercicio (Silva et
al.,1997) e depois de 12 semanas de treinamento em esteira foi detectado:
diminuicao significativa de PA e FC, incremento na sensibilidade do barorreflexo,
diminuicdo da ANS e aumento da atividade parasimpatica. Assim, Minami e
colaboradores, (2006) discutem que a taquicardia e a leve hipertensdo mantida
durante o exercicio podem ser fatores importantes para o aumento da sensibilidade

barorreflexa pos-exercicio.
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Somado a isso, como animais SHR sedentarios apresentaram
aumento do tdnus simpatico e o treinamento fisico normalizou esse componente
para niveis semelhantes aos de ratos sedentarios normotensos (Véras-Silva et al.,
1997), discussdes atuais apontam que provavelmente a atenuacdo do tonus
simpético ao coragdo proporcionada pelo exercicio seja importante mecanismo para
a reducgéo da PA e melhora do controle barorreflexo em SHR treinados (Masson et
al., 2014, Michelini et al., 2015).

Embora os mecanismos neurais influenciem diretamente o controle
barorreflexo (Michelini et al., 2015; Michelini e Stern, 2009), ndo podemos descartar
o papel vascular sob o controle da sensibilidade do barorreceptor adrtico apos
exercicio, uma vez que 0 exercicio aumenta a magnitude e a frequéncia de
cisalhamento sobre as células endoteliais favorecendo a liberacdo de fatores
endoteliais que levam ao aumento da atividade do barorreceptor (Cameron e Dart,
1994). O conceito mecanoelastico diz que sob uma mesma pressdo de pulso, se
houver um aumento da complacéncia vascular, pode haver um aumento da ativacao
do barorreceptor (Kirchheim, 1976). Assim, se o treinamento fisico aumenta a
complacéncia intrinseca aédrtica em ratos (Kingwell, et al., 1997) e em humanos
(Cameron e Dart, 1994; Kingwell et al., 1995), parece razoavel a hipétese que um
aumento na complacéncia adrtica favoreca um ganho de sensibilidade no
barorreceptor aértico. Entretanto, ainda ndo ha um consenso sobre esses aspectos
pois os diversos estudos cientificos sdo controversos.

Aumentos na sensibilidade barorreflexa em humanos treinados ja
foram demonstradas através de funcdes logisticas sigmoidais (Mcdonald et al., 1993;
Tatro, et al., 1992), embora, Kingwell e colaboradores, (1992) verificaram que a
sensibilidade do controle barorreflexo da FC nao foi alterada pelo treinamento em
humanos normotensos em condi¢cdes controle.

Por outro lado, apés periodo de treinamento, foi descrito em ratos,
uma atenuacéo da bradicardia reflexa e um aumento da taquicardia reflexa através
da utilizagdo do método de andlise por regressdo linear (ajustando mudancas na
PAM para a FC correspondente) (Krieger et al., 1998). Tal efeito possivelmente foi
observado devido a diminuicdo da responsividade da via eferente ao reflexo. Apesar
disso, estudo posterior do mesmo grupo (Farah et al., 1999) demonstrou que a
sensibilidade barorreflexa obtida pela funcdo logistica sigmoidal em ratos é

semelhante ao indice de taquicardia barorreflexa obtido por regresséo linear, porém,
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aproximadamente duas vezes maior que o indice de bradicardia barorreflexa obtido
por regressao linear. Desta forma, os autores evidenciaram que a sensibilidade
barorreflexa calculada a partir da funcdo logistica sigmoidal pode refletir
principalmente as alteracdes da taquicardia barorreflexa.

Contudo, os dados revisados sobre controle barorreflexo em
humanos ou animais ainda parecem ser divergentes e provavelmente a justificativa
disso envolva as diferentes metodologias para a analise do barorreflexo; assim como
as espécies utilizadas; a presenca ou auséncia de anestesia e os distintos
protocolos de exercicio realizados (Farah et al., 1999).

Sendo assim, embora seja grande a quantidade de evidéncias
demonstrando que o exercicio fisico promove alteracfes importantes no controle
barorreflexo, ainda é necessario outros estudos para conclusdes mais precisas
sobre os efeitos centrais e periféricos de diferentes treinamentos aerébios sob o

controle cardiocirculatério tanto em animais como em humanos.

1.5 OXIDO NITRICO

O NO é um radical livre, gasoso, inorganico e incolor que possui sete
elétrons de nitrogénio e oito de oxigénio (Beckman e Koppenol, 1996). Ele é
produzido a partir da L-arginina, por uma reagdo mediada pela enzima NO-sintase
(NOS) (Knowles et al.,, 1990), a qual pode se apresentar através de distintas
isoformas. O tipo | da NOS conhecida como nNOS (neuronal) é encontrada em
neurdnios e células gliais (Bredt et al., 1990; Forstermann et al., 1995). O tipo Il
também conhecido como INOS (induzivel) esta localizada na maioria das células
nucleadas, incluindo macrofagos, células de musculo liso e células da glia (Simmons
et al.,, 1994). A NOS endotelial (eNOS) ou tipo Il esta presente principalmente no
endotélio, plaquetas e cardiomiécitos (Forstermann et al.,, 1995; Szabo e
Thiemermann, 1995). Tem sido aceito que enquanto ambas NNOS e eNOS séo
expressas constitutivamente, a atividade da iINOS é principalmente induzida por
macrofagos em resposta a um estimulo inflamatério (MaCmicking et al., 1997).

A importancia fisiolégica do NO relaciona-se a sua atuagdo como
segundo-mensageiro, podendo ativar ou inibir diferentes moléculas-alvo envolvidas
em processos organicos (Bagasra et al.,, 1995; Beckman e Koppenol, 1996). No
SNC, o NO pode atuar como neurotransmissor e facilitar a liberacdo de outros

neurotransmissores e hormonios (Green e Goldman, 1981), sendo amplamente
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conhecido como um neuromodulador atuante em sinapses envolvidas no controle
neural do sistema cardiovascular (Horn et al., 1994; Zhang et al., 1997).

Neurbnios que expressam NOS foram encontrados na area RVLM
(Dun et al., 1994) e no PVN (Bredt et al.,, 1990; Sanchez et al., 1994; Vincent e
Kimura, 1992) e foi confirmada a participacdo do NO dessas areas na modulagéo
cardiovascular e tdnus simpético (Martins-Pinge et al., 2007; Zhang, et al., 1997).

Perifericamente, o NO atua como potente vasodilatador (Mombouli e
Vanhoutte, 1999). O aumento do fluxo sanguineo durante o exercicio (efeito este
denominado “estresse de cisalhamento”) favorece a sintese e biodisponibilidade de
NO pelo endotélio vascular e contribui para maior vasodilatacdo e alteracbes
positivas ao sistema cardiovascular (Di Francescomarino et al., 2009; Green et al.,
2004; McAllister e Laughlin, 2006). Porém, os efeitos centrais do NO sob o controle

neural da circulacdo apds exercicio, ainda ndo estao totalmente estabelecidos.

1.6 L-ARGININA E EXERCICIO FISICO

A L-arginina (acido 2-amino-5-guanidino-pentandico) € um
aminoacido condicionalmente essencial e extremamente versatil. Apresenta diversas
funcBes metabdlicas no organismo de mamiferos, participando de processos como
transporte e excrecdo do nitrogénio, ciclo da uréia, sintese de agmatina, poliaminas,
bases pirimidinas, creatina, proteinas e ainda € importante substrato para a sintese
de NO (Novaes e Lima, 1999; McConell e Kingwell, 2006; Nicastro et al., 2008).

Para ocorrer a sintese de NO, a enzima NOS ¢ ativada e converte a
L-arginina em L-citrulina e NO, porém, € necessario a presenca de alguns co-fatores
para exercer suas funcdes, incluindo a tetrahidrobiopterina (BH4), a nicotinamida-
adenina-dinucleotideo fosfato (NADPH), a flavina adenina dinucleotideo (FAD) e a
flavina mononucleotideo (FMN) (Furchgott e Zawadzki, 1980; Gross, 1997; Lane e
Gross, 1999; Mendes-Ribeiro et al., 2001).

Sabe-se ainda que a captacdo e disponibilidade de L-arginina sao
fatores limitantes para a producdo de NO. Apesar de os niveis intracelulares de L-
arginina serem maiores do que nos fluidos extracelulares ou plasma, no meio
extracelular ela pode ser captada rapidamente por células endoteliais através de
transportadores especificos (Boger, 2007) e favorecer assim a sintese de NO.

As fontes de L-arginina podem ser tanto endégenas como exdgenas,

porém, a maior parte da arginina circulante € proveniente do turnover proteico
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(Coman et al., 2008). Sabendo disso, diversos estudos tém investigado os efeitos da
suplementacdo desse aminoacido. Ja foi demonstrado que a suplementacdo de L-
arginina parece ter efeitos similares ao exercicio fisico na prevencao de doencas
cardiovasculares, devido ao aumento na producédo periférica de NO, que promove
alteragcfes positivas no sistema cardiovascular através da vasodilatagdo (Hambrecht
et al., 2000; Siasos et al., 2007; Lucaotti et al., 2009).

Somado a isso, foi observado que a associacdo de exercicio e
suplementacdo de L-arginina melhora a tolerancia ao exercicio em pacientes com
insuficiéncia cardiaca cronica (Doutreleau et al., 2005; 2006), em individuos
saudaveis e atletas (Schaefer et al., 2002) assim como em animais normotensos
(Valgas da Silva et al., 2015). Logo, as evidéncias indicam que a suplementacéo de
L-arginina associada a pratica de exercicio fisico melhora o desempenho fisico e
contribui para saude cardiovascular principalmente através do aumento da
biodisponibilidade de NO, sintese de proteinas e reducdo do estresse oxidativo
(Valgas da Silva et al., 2015).

1.7 OXIDO NITRICO E NUCLEO PARAVENTRICULAR DO HIPOTALAMO

O PVN é composto por diferentes populacées neuronais e a alta
densidade da enzima NOS encontrada neste nucleo sugere que o NO realiza um
importante papel na regulacdo de respostas cardiovasculares (Bredt et al., 1990;
Sanchez et al., 1994; Vincent e Kimura, 1992). Estudos com doadores de NO no
PVN observaram a reducao da PA, FC e ANS (Horn et al., 1994; Zhang et al., 1997)
enquanto inibidores da NOS provocaram aumento da PA, FC e ANS (Zhang e
Patel,1998; Martins-Pinge et al., 2012).

Dados de neuroanatomia descrevem que neurdnios da porgao
parvocelular localizados na regido dorsal, ventral e lateral do PVN se projetam para
células da IML e RVLM, contribuindo assim para a modulacdo autondmica do
controle cardiovascular (Kc et al., 2010). Sabe-se que aproximadamente 30% dos
neurdénios do PVN tém fibras colaterais que se conectam a RVLM, assim eles podem
influenciar direta ou indiretamente o controle da ANS através da via PVN-RVLM-IML
(Badoer, 2001; Card et al., 2006; Cruz et al., 2008; Moon et al., 2002; Pyner e Coote,
1999; Yang e Coote, 1998).

O PVN contribui para a modulagcdo da PA através do controle

simpato-vagal ao coracdo e tGnus vasomotor simpatico ao leito arterial e venoso
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(Coote et al., 1998; Allen, 2002; Dampney et al., 2005, Kc et al., 2010), porém, 0s
efeitos do NO dentro do PVN parecem envolver uma interacdo complexa entre os
neurotransmissores glutamato e GABA. A liberacdo de glutamato na fenda sinaptica
favorece a ligacdo deste neurotransmissor aos receptores do tipo NMDA (N-metil-D-
aspartato) no terminal pos-sinptico. A ativagdo desses receptores permite o influxo
de fon Ca®" que se associa a calmodulina no interior do terminal pés-sinptico
favorecendo a ativacdo da enzima NOS e formacdo de NO. Respostas depressoras
e simpatoinibitérias a doadores de NO no PVN sao bloqueadas pelo antagonista do
receptor GABAa. Isto é consistente com o conceito de que o NO pode atenuar as
respostas ao NMDA por aumento da transmissdo de GABA (Zhang e Patel, 1998).
Assim, o NO parece ser um relevante neuromodulador no PVN que atua
principalmente no controle cardio-circulatorio através da simpatoinibicdo (Martins-
Pinge et al., 2012). Somado a isso, sabe-se que o exercicio fisico altera a via
nitrérgica de sinalizagdo cardiovascular do PVN, melhorando a modulagdo
auton6mica através da diminuicdo do ténus simpatico e aumento do parassimpatico
(Mastelari et al., 2011). No entanto, informacfes mais especificas relacionadas a
isoforma neuronal da NO sintase (nNOS) no PVN de ratos treinados e em protocolos

funcionais sem o uso da anestesia, ndo foram ainda descritas.
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Diversas evidéncias apontam que o treinamento aerobio é capaz de
proporcionar beneficios a saude cardiovascular através de modificacbes no controle
neural cardio-circulatério e aumento da biodisponibilidade de NO ao SNC. Sabe-se
ainda que o PVN é um dos principais alvos na modula¢gdo autonémica apds exercicio
fisico. Entretanto, até 0 momento, ainda ndo estd bem elucidado o papel da nNOS
sob o controle cardiovascular pelo PVN em protocolos de treinamento diferentes,
como a natacao e a esteira, assim como seu envolvimento no barorreflexo.

Considerando que o PVN participa do controle reflexo da PA
principalmente através da modulacdo do tbnus simpatoexcitatorio e que o
treinamento fisico aumenta a biodisponibilidade de NO e este por sua vez é potente
neuromodulador de sinapses que controlam as respostas autondémicas
cardiovasculares, o objetivo desse estudo foi investigar o papel da nNOS na
modulacdo autondmica do barorreflexo em animais treinados por dois protocolos
distintos: natacdo e esteira. Em paralelo, foram avaliados os efeitos da
suplementacado oral de L-arginina na modulacao cardiovascular pelo PVN em ratos

normotensos.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar parametros de crescimento e composicdo corporal em ratos submetidos a
dois protocolos distintos de treinamento fisico: natacdo ou esteira;

- Avaliar respostas cardiovasculares e modula¢do autonémica apés microinjecéo de
salina 0,9% ou inibidor seletivo da nNOS no PVN de ratos sedentérios e treinados
por natagcéo ou esteira;

- Avaliar o ganho barorreflexo antes e apds microinjecdo de salina 0,9% ou inibidor
da nNOS no PVN de ratos sedentérios e treinados por natagao;

- Analisar a imunoreatividade e expressao génica para nNOS em PVN de ratos
sedentarios e treinados por natacdo ou esteira;

- Dosar as concentracfes de nitrito no PVN, coracdo e rins de ratos sedentarios e
treinados por natagcao ou esteira;

- Avaliar parametros de crescimento e composicdo corporal em ratos controles
(tratados com agua) ou submetidos a 4 semanas de suplementacdo oral com L-

arginina;
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- Avaliar respostas cardiovasculares e a modulagdo autonémica ap6s microinjecao
de inibidor seletivo da nNOS no PVN de ratos normotensos controles (tratados com
agua) ou suplementados por 4 semanas com L-arginina;

- Avaliar o ganho barorreflexo antes e apds microinjecdo de inibidor da nNOS no
PVN de ratos normotensos controles ou tratados com L-arginina;

- Avaliar o ganho barorreflexo antes e apds microinjecao bilateral de L-arginina no
PVN de ratos controles;

- Dosar as concentracdes de nitrito no PVN, plasma, aorta toracica, coracdo e rins

de ratos controles ou suplementados com L-arginina,
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 ANIMAIS

O trabalho foi realizado na Universidade Estadual de Londrina (UEL)
no Departamento de Ciéncias Fisiolégicas e no Departamento de Ciéncias
Patologicas do Centro de Ciéncias Biologicas (CCB) em colaboragdo com o
departamento de Fisiologia e Biofisica do ICB | da Universidade de Sdo Paulo
(USP). Todos os experimentos passaram pela aprovacdo do Comité de Etica em
Experimentacdo Animal desta Universidade. Processo n°: 5185.2014.79 (Anexo A).
Foram utilizados um total de 239 ratos, da linhagem Wistar, provenientes do biotério
central da Universidade Estadual de Londrina. O peso dos animais foi padronizado
entre 200 a 250 g no inicio do treinamento ou suplementacao de L-arginina. Os ratos
foram mantidos em gaiolas coletivas (maximo de 5 animais) a temperatura de 21°C

com ciclo claro/escuro de 12 horas, sendo fornecidas agua e ragao “ad libitum”.

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS
O presente trabalho foi subdividido em 3 estudos e 0s animais
organizados aleatoriamente em grupos experimentais de acordo com o

delineamento proposto para cada estudo.

ESTUDO 1: Papel modulatério da nNOS do nucleo paraventricular do hipotalamo
sobre o controle barorreflexo de ratos treinados por natacao;

Grupos experimentais: Sedentarios (S) ou treinados (T) (natacéo).

ESTUDO 2: Inibicdo da nNOS do nucleo paraventricular do hipotalamo no controle
autondmico cardiovascular de ratos submetidos ao treinamento de corrida;

Grupos experimentais: Sedentarios (S) ou treinados (T) (em esteira).

ESTUDO 3: Efeitos da suplementacdo oral de L-arginina na modulagéo
cardiovascular pelo nucleo paraventricular do hipotalamo.
Grupos experimentais: Controle (C) (tratados com &gua) ou L-arginina (LA)

(suplementados com L-arginina).
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3.3 DELINEAMENTOS E PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
3.3.1 Treinamento Fisico: Natagdo

No estudo 1, os animais treinados foram submetidos ao protocolo de
treinamento de natacdo, o qual foi realizado de acordo com Martins-Pinge, (2005)
porém, todos os animais (sedentarios ou treinados) tiveram o peso corporal avaliado
diariamente antes do inicio de cada sessdo de natacdo para acompanhamento de
crescimento e desenvolvimento fisico. O protocolo de treinamento teve duracao total
de 4 semanas e consistiu em 20 sessdes de exercicio que foi realizado uma hora por
dia e 5 dias por semana. A primeira semana de treinamento foi destinada a
adaptacdo dos animais ao meio liquido e houve um aumento gradual do tempo de
natacdo até alcancar o tempo de uma hora, iniciando com 15 minutos no primeiro
dia, seguido de 30 minutos no segundo dia, 45 minutos no terceiro e uma hora no
quarto dia em diante. Os animais realizaram o treinamento em um tanque de vidro
(100X60X50 cm) contendo agua aquecida a 31+1°C e profundidade de 40 cm (de
agua). ApGs cada sessdo de natacdo diaria os animais foram colocados em uma
caixa aquecida para secagem e depois de secos, retornavam ao biotério.

3.3.2 Treinamento Fisico: Corrida

No estudo 2, a adaptacdo dos ratos para a corrida em esteira
elétrica ocorreu durante 2 semanas. Neste periodo, os animais foram submetidos
diariamente (5 vezes por semana) a sessdes de corrida que tinham duracéo total de
10 minutos, sob velocidade de 0,4 - 0,7Km/h e 0% de inclinacdo. Apds esse periodo
de adaptacédo ao treinamento, os ratos foram selecionados segundo a habilidade em
andar/correr na esteira ergométrica e foram excluidos dos protocolos os animais
inaptos para andar/correr. Um teste de esforco maximo foi realizado durante o
exercicio fisico na esteira ergométrica (Inbramed, Millenium, adaptada para ratos)
para determinar a intensidade do esfor¢o fisico, avaliada indiretamente pela
distancia maxima percorrida. O teste era iniciado com a velocidade de 0,3 km/h, com
incrementos de 0,3 km/h 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 respectivamente para
aferir a intensidade do treinamento e do ganho de desempenho nos grupos T e S ao

final dos protocolos experimentais.
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O treinamento aerdbio em esteira ja padronizado (Dufloth et al,
1997; Braga et al., 2000; Amaral et al, 2000) é considerado de baixa a moderada
intensidade pois é realizado em 50-60% da velocidade atingida no teste de esforco,
durante 5 dias/semana, 1h/dia, sem inclinacdo e com duracdo total de 8 semanas
(Anexo B). ApOs a realizagdo do teste de esforco, a intensidade do exercicio era
aumentada gradativamente pela combinacdo da velocidade e duracdo até atingir a
velocidade estabelecida no teste de esforco. Os ratos alocados nos grupos S foram
mantidos em sedentarismo por igual periodo de tempo (8 semanas) e, apenas 1
vez/semana eram colocados na esteira (5-10 minutos com velocidade de 0,3-0,6
Km/h) para habituacdo a manipulacdo experimental e realizacdo dos testes de

esforco.

3.3.3 Suplementacao Oral Com L-Arginina

No estudo 3, ndo foi realizado protocolo de treinamento fisico. A
suplementacdo oral com L-arginina (Sigma-Aldrich CO®, Saint Louis MO, USA) foi
realizada em animais do grupo LA, durante 4 semanas, pelo tubo gastrico do animal
(gavagem) sendo preparada diariamente na dose de 62,5mg/ml/rato/dia, e
administrada 1ml/rato/dia (Yang et al., 1998; Valgas da Silva et al.,, 2015). Em
animais do grupo C, foi administrado via gavagem o mesmo volume de agua de

torneira.

3.3.4 Implante De Canulas-Guia Direcionadas Ao PVN

Um dia apds a ultima sesséo de natacado, esteira ou suplementacao
oral com L-arginina, os animais foram anestesiados com 100mg/kg de Cloridrato de
Cetamina e 6,68mg/Kg de Cloridrato de Xylasina (via intraperitoneal, i.p.) e
submetidos a cirurgia estereotaxica para implante bilateral de canulas guia
direcionadas ao PVN. Os ratos foram colocados no aparelho estereotdxico com a
barra incisiva 5 milimetros abaixo da linha interaural e foram produzidos dois
forames bilaterais e equidistantes da linha média, para o implante das canulas-guia,
cujas coordenadas estereotaxicas de referéncia foram: sutura bregma (antero
posterior = -1.4mm, lateral = 0.5mm; dorso-ventral = 6.5mm). As canulas-guia foram
fixadas no cranio com resina acrilica e um oclusor introduzido nelas com objetivo de
nao obstrui-las até a realizacdo dos experimentos. Como medida profilatica, apos a

cirurgia cerebral, foi administrada uma dose de penicilina (30.000 U) por via
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intramuscular na pata posterior direita. Em seguida, os animais retornavam para o

biotério onde permaneciam trés dias para recuperacao cirdrgica.

3.3.5 Cateterismo De Artéria E Veia Femoral Para Registro De Parametros
Cardiovasculares

Apbs 3 dias de recuperacgdo, os animais dos estudos 1, 2 e 3 foram
submetidos a nova anestesia (100mg/kg de Cloridrato de Cetamina e 6,68mg/Kg de
Cloridrato de Xylasina, i.p.) para o cateterismo de artéria e veia femorais, com
objetivo de monitorizacdo da PA e administracdo de drogas, respectivamente. Apos
24 horas dessa cirurgia, a canula arterial de cada animal foi acoplada a um
transdutor de pressdo (Powerlab modelo MLT0380) e conectada ao sistema de

registro computadorizado (Powerlab/ ADInstruments).

3.3.6 Protocolos Experimentais

Os registros dos parametros cardiovasculares foram conduzidos em
uma sala silenciosa, em animais nao-anestesiados e livres para movimentacao.
Inicialmente, cada animal era alocado em uma caixa individualizada e submetido ao
registro basal da PA média (PAM) e FC (aproximadamente 30 minutos), e em
seguida, os protocolos experimentais foram realizados.

No PVN, as microinjecdes bilaterais de salina 0,9% (100nl) (Martins-
Pinge et al.,, 2012), N-Propyl-L-Arginina (N-Propyl) (inibidor seletivo de nNOS,
4nmol/100nL) (Busnardo et al., 2010) ou L-arginina (0,17 g/ml, 100nL, adaptado de
Zheng et al., 2005) foram realizadas com o auxilio de uma cénula de polietileno

(P10) acoplada a uma seringa Hamilton (10 ul) e agulha gengival (30G, curta).

Animais S e T (nata¢ao) foram submetidos aos seguintes protocolos experimentais:

Microinjecéo

Reaqistro basal bilateral de
\ egistrobasa 7 salina 0,9% ou
(PAMe FC) N-Propylno /
PVN
' ' Microinjeg&o \ h
., Registrobasal \ Teste de l:;_llat%raglo/de Testede
PAMe FC baroreflexo saina .=/ ou " baroreflexo
( eFC) N-Propylno

PVN . i
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Animais S e T (corrida) foram submetidos aos seguintes protocolos experimentais:

“ Microinjegéo
Registro basal bilateral de
\ ?F?,:\Sr\,:c; Facs)a S salina 0,9% ou N

N-Propylno /
PVN
\ Registro basal \\ Teste de

(PAM e FC) baroreflexo

Animais C e LA foram submetidos aos seguintes protocolos experimentais:

\ Microinjecao
Reagistro basal bilateral de
"\, Registrobasa > salina09%ou
(PAMe FC) . N-Propylno /
_ PVN
N N N N
., Registrobasal \ Teste de . Microinjegéo ' Testede
- (PAMeFC) / baroreflexo ' g"!gaﬁods\m ~ baroreflexo

Animais C foram submetidos aos seguintes protocolos experimentais:

- : % N
| Regstobasal O\ Temage O\ MESE N Tessde
(PAMe FC) y baroreflexo arginina no PVN aroreflexo

Observamos que as alteracdes cardiovasculares em resposta ao N-
Propyl e L-arginina no PVN tinham duracdo de 6 a 8 minutos. Sendo assim,
padronizou-se a observacdo dos parametros cardiovasculares por no minimo 10
minutos apOs a microinjecdo das drogas no PVN. ApdOs esse periodo, os valores
cardiovasculares basais eram reestabelecidos e entdo o teste de barorreflexo podia
ser repetido.

Todos os protocolos experimentais foram conduzidos em animais
nao-anestesiados e nao foram observados sinais externos de desconforto ou
respostas de agressividade apds a microinjecdo de salina 0,9%, N-Propyl ou L-
arginina no PVN. Além disso, todos os sitios de microinjecdo no PVN foram

confirmados por histologia (Figura 8A; Figura 18A; Figura 26).
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Inicialmente, a intencdo era realizar 0os mesmos protocolos
experimentais nos animais dos estudos 1, 2 e 3, entretanto, houve um imprevisto na
logistica e 0 equipamento emprestado para a realizacdo do treinamento de corrida
(esteira ergométrica) precisou ser realocado para o laboratério de seus proprietarios
(nossos colaboradores) na Universidade de S&o Paulo. Sendo assim, alguns
protocolos experimentais, principalmente dos estudos 2 e 3 tiveram que ser
reajustados para a conclusao deste trabalho.

No estudo 3, apos a realizacdo do protocolo de microinjecdo bilateral
de N-Propyl no PVN, ao final do experimento, a tibia posterior direita foi coletada,
dissecada e medida (cm) para corrigir os pesos dos tecidos cardiacos (g) em relagédo
ao tamanho dos animais (Voltera et al., 2008). Tal procedimento foi realizado na
tentativa de inferir auséncia de hipertrofia cardiaca nos animais LA e justificar que os
resultados obtidos no estudo 3 foram principalmente devido a alteracdes

autondmicas e nao morfofuncionais ao sistema cardiovascular.

3.3.7 Teste Do Barorreflexo

Nos estudos 1 e 3, a funcéo do barorreflexo foi avaliada através do
disparo dos barorreceptores por injegédo intravenosa (i.v) em bolus (100uL) de
fenilefrina (12,8 ug/kg) e nitroprussiato de soédio (25,6 pg/kg). Houve infusdo de
salina 0,9% (i.v) entre as drogas e, até o retorno dos valores basais de PAM e FC,
nao eram realizadas injecbes subsequentes (Higa et al., 2002). O teste do
barorreflexo foi realizado em animais S e T (natacdo) antes e apds a microinjecao de
salina 0,9% ou N-Propyl no PVN, em animais C e LA antes e apds a microinjecao de
N-Propyl no PVN e em animais C antes e ap0s a microinjecao de L-arginina no PVN.
Para estimar o controle barorreflexo de cada animal, foram construidas barocurvas
considerando o tempo de acdo de cada droga. De acordo com as doses utilizadas, a
resposta maxima para fenilefrina aconteceu em 5 segundos e 15 segundos para o
nitroprussiato de sédio. Sendo assim, para a constru¢cdo das barocurvas, foram
considerados os valores de PAM e FC registrados imediatamente antes da infusao
das drogas e durante as respostas, até alcancar a resposta maxima (Adaptado de
Ceroni et al.,, 2009). As analises estatisticas dos parametros cardiovasculares
usados para a construgdo das barocurvas foram realizadas separadamente e

apresentadas nas Tabelas 1, 9 e 10.
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Animais S e T em esteira (sem implantes de canulas-guia no PVN)
foram submetidos a um registro cardiovascular basal de 30 minutos, e em seguida,
foi avaliada a funcdo do barorreflexo através do disparo dos barorreceptores por
injecdo intravenosa (i.v) em bolus (100uL) de doses crescentes de fenilefrina e
nitroprussiato de sodio (0,2 até 25,6 pg/kg). Houve infusédo de salina 0.9% (i.v) entre
as drogas e ndo eram realizadas injecbes subsequentes até o retorno dos valores
basais de PAM e FC (Higa et al., 2002). O controle barorreflexo de cada animal foi
estimado através de equacao logistica sigmoidal e foram considerados os valores de
PAM e FC para a construcdo das barocurvas, de acordo com descricbes prévias
(Raquel et al., 2016, Higa et al., 2002; Head e McCarty, 1987). As analises
estatisticas dos parametros cardiovasculares usados para a construcao das
barocurvas foram realizadas separadamente e apresentadas na Tabela 2. Ao final
desses experimentos, 0os animais foram eutanasiados com uma dose (i.v) de
anestésico (Tiopental Sédio, 0,3 ml) e tiveram alguns tecidos centrais e periféricos
coletados e reutilizados para padronizagdo de outras técnicas no laboratorio.

Em geral, para facilitar o entendimento dos parametros
cardiovasculares utilizados para a contrucdo das barocurvas, podemos considerar as
seguintes caracteristicas e/ou definicdes:

Platd inferior: Representa a diminuicdo da FC induzida pela infusdo (i.v) de

fenilefrina. Também é considerado como o resultado da maior saida vagal para o
coracdo e menor atividade nervosa simpéatica (ANS) para a periferia.

Platd superior: Representa o aumento da FC induzido pela infusdo (i.v) de

nitroprussiato de sodio.

Range da FC: E a diferenca entre o platd inferior e superior, ou seja, o quanto a FC

diminuiu ou aumentou frente as doses de fenilefrina ou nitroprussiato de saédio,
respectivamente.

BP50: E considerado o valor médio da PA no meio da barocurva, ou seja, 50 % do
aumento maximo da PA.

Ganho maximo de sensibilidade: Representa o ganho méaximo de sensibilidade

durante o teste de barorreflexo. Nessa andlise, a curva é construida a partir dos
valores de platd inferior, range de FC, curvatura e BP50 alcancados durante o teste
de barorreflexo de cada animal.
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3.3.8 Sitios De Microinjecdo E Histologia Do PVN

Ao final dos protocolos experimentais de microinjecoes, todos os
animais foram eutanasiados com uma dose (i.v) de anestésico (Tiopental Sédio, 0.3
ml). Em seguida, os sitios de microinjecdo no PVN foram marcados com 100 nL de
corante Azul de Evans 2%. Logo apds, os cérebros dos animais foram removidos e
armazenados em formaldeido 10% para posterior corte histolégico e analise das
laminas. Todos os cérebros foram seccionados na regido do PVN, em cortes de 40
um, utilizando-se um criostato Leica-CM1520, sob temperatura de -20-C. Os cortes
obtidos foram posicionados em laminas de vidro e corados pela técnica de vermelho
neutro 1%. Um atlas digital de cérebro para ratos (Paxinos e Watson, 1997) foi
utilizado como referencial anatémico e somente animais com 0s sitios marcados no

PVN foram considerados como animal experimental.

3.3.9 Analise Espectral Da Variabilidade Da Frequéncia Cardiaca E Da Pressao
Sistdlica

As andlises da variabilidade do intervalo de pulso (IP), que
correspondem a variabilidade da FC e da variabilidade da pressao arterial sistélica
(PAS) foram realizadas no dominio do tempo e da frequéncia através do software
CardioSeries® v2.4, conforme descrito por Silva et al.,(2015).

Para a andlise espectral dos animais dos estudos 1 e 2 foram
considerados os dados cardiovasculares adquiridos 10 minutos apds a microinjecao
de salina ou N-Propyl no PVN. Nos animais do estudo 3, foram considerados 0s
parametros cardiovasculares adquiridos durante os 10 Ultimos minutos de registro
basal de ratos C ou LA submetidos a microinjecao bilateral de N-Propyl no PVN
(periodo esse que antecedia as microinjecbes no PVN) e os 10 minutos
subsequentes a esta microinjecao.

Os dados foram processados por um programa computacional
especifico (LabChart 7 Pro®, ADInstruments, Bella Vista, Australia) que é capaz de
detectar pontos de inflexdo na pressdo de pulso gerando séries batimento-a-
batimento do IP e da PAS para cada ciclo cardiaco. No software CardioSeries®, as
séries batimento-a-batimento destes parametros foram reamostradas em 10 Hz (1
valor a cada 100 ms) por interpolacéo cubica e em seguida, as séries de IP e PAS
interpoladas foram divididas em 50% pela sobreposi¢édo dos segmentos. Todos 0s

segmentos foram inspecionados visualmente e aqueles com artefatos ou dados nao-
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estacionarios foram excluidos das analises. O espectro foi calculado para os
segmentos utilizando um algoritmo de transformada rapida de Fourier para séries
temporais discretas e foi integrado em bandas de baixa frequéncia (LF, 0.2-0.75 Hz)
e alta frequéncia (HF, 0.75-3.0 Hz). Os resultados foram expressos em unidades
absolutas (ms2 ou mmHg?) e o célculo da poténcia relativa de LF e HF, levando em
consideragao a poténcia total de espectro menos a poténcia da banda de muito
baixa frequéncia (VLF: < 0,20 Hz), permitiu também a expressdo dos dados em
unidades normalizadas (nu). O calculo da razdo entre as poténcias das bandas de
LF e HF (LF/HF) do espectro do IP permitiu avaliar o balangco simpato-vagal
cardiaco.

A analise estatistica dos dados gerados pelo CardioSeries®, foram
realizadas em um programa denominado "INSTAT" (GraphPad, San Diego, CA) e 0s

resultados foram expressos como média * erro padrédo (Silva et al., 2015).

3.3.10 Anélise Da Sensibilidade Do Barorreflexo Espontaneo

Os mesmos trechos de séries temporais batimento-a-batimento do
IP e da PAS utilizados para as andlises de variabilidade da PAS e FC dos animais
dos estudos 1, 2 e 3 foram processados no programa CardioSeries® v2.4 para as
andlises de barorreflexo espontaneo pelo método da sequéncia. As séries temporais
analisadas apresentaram quatro ou mais batimentos onde aumentos progressivos na
PAS eram acompanhados de aumentos progressivos no IP, ou reducdes
progressivas na PAS eram acompanhadas por reducdes progressivas no IP. Os
limites de deteccdo para as mudancas na PAS e IP foram 0 mmHg e 0 ms,
respectivamente. Apos a deteccdo de uma rampa de PAS (sequéncia de 4 ou mais
batimentos em que aumentos ou reducdes progressivas na PAS foram seguidas ou
nao por aumentos ou reducdes no IP) o programa buscava a mudanca imediata no
IP, sem intervalos. Assim, uma sequéncia barorreflexa foi usada apenas quando o
coeficiente de correlacdo (r) entre a PAS e o IP foi 2 0,8, e a sensibilidade do
barorreflexo espontaneo determinada a partir da regressao linear entre a PAS e o IP

de cada sequéncia barorreflexa (Silva et al., 2015).
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3.3.11 Coleta E Armazenamento De Tecidos Para Analises De Composi¢ao Corporal
E Dosagem De Nitrito

Animais S e T (natacdo e corrida) e C e LA ndo submetidos ao
implante de canulas-guia no PVN e cateterismo de artéria/veia femorais foram
destinados a coleta e armazenamento de tecidos periféricos e PVN para andlises de
composicao corporal e dosagens de nitrito.

Um dia apés a ultima sesséao de natacao, corrida ou suplementacéo
oral com L-arginina, os animais foram anestesiados (100mg/kg de Cloridrato de
Cetamina e 6,68mg/Kg de Cloridrato de Xylasina, i.p.) e submetidos a mensuracéo
da distancia naso-anal (cm) e peso corporal (g) para a estimativa de crescimento e
desenvolvimento fisico. Em seguida, para a remocédo do sangue dos tecidos, foi
realizada uma perfuséo (via ventriculo esquerdo) com salina 0,9% (~30 mL/min, por
5 minutos) (adaptado Cavalleri et al., 2011). Logo apds, os cérebros foram
rapidamente removidos e congelados em gelo seco. Punchs bilaterais do PVN foram
obtidos a partir de cortes congelados de hipotalamo (1000-1200 um de espessura) e
imediatamente estocados em -80°C em tubos individualizados para posteriores
dosagens de nitrito. O coracéo e rim direito de cada animal foi coletado, pesado e
armazenado individualmente em -80°C até a realizacdo das dosagens de nitrito.
Outros tecidos periféricos como tecido adiposo retroperitoneal, tecido adiposo
perigonadal, musculo séleo, musculo gastrocnémio e glandulas adrenais foram
coletados e pesados individualmente para analises de composic¢ao corporal.

Animais do estudo 3 foram submetidos a coleta de
aproximadamente 2ml de sangue, por puncdo cardiaca. O sangue foi centrifugado
(3000 rpm, 10 minutos, 4°C) e o plasma coletado foi armazenado a -80°C para as
dosagens de nitrito. No estudo 3, houve ainda a remocéo e dissecacdo da aorta
toracica dos animais para dosagens de nitrito.

Os experimentos dos estudos 1, 2 e 3 aconteceram
concomitantemente, porém, devido a real necessidade de devolucdo da esteira
ergométrica para 0s seus proprietarios e colaboradores da Universidade de Séo
Paulo, alguns protocolos experimentais tiveram que ser reajustados e por isso nota-
se por exemplo, a auséncia das dosagens de nitrito no plasma e na aorta toracica de

animais dos estudos 1 e 2.
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3.3.12 Niveis De Nitrito Em Tecidos Periféricos E PVN

Nos estudos 1, 2 e 3, os niveis de NO do coracao, rins, PVN, plasma
e aorta toracica foram estimados através da analise de nitrito por método de Griess,
seguindo algumas adaptacfes de estudos prévios (Navarro-Gonzalvez et al., 1998;
Panis et al.,, 2011). O método consistiu na adicdo de granulos de Cadmio para
converter todo o nitrato em nitrito, permitindo assim uma estimativa da quantidade
total de NO nas amostras. A leitura da absorbancia das amostras foi realizada em
um leitor de microplacas padronizado (Multiskan EX, LabSystems®, Minnesota
USA). Os reagentes para as dosagens de nitrito foram obtidos da Sigma Chemical
Co® (St. Louis, MO, USA) e os resultados expressos em uM de nitrito.

3.3.13 Coleta E Armazenamento Do PVN Para Analises De Expressdo Génica E
Imunohistoquimica

Um dia apés a ultima sessdo de natacdo ou corrida, ratos S ou T
nao submetidos ao implante de canulas-guia no PVN e cateterismo de artéria/veia
femorais foram anestesiados (100mg/kg de Cloridrato de Cetamina e 6,68mg/Kg de
Cloridrato de Xylasina, i.p.) e os cérebros perfundindos com salina tamponada com
fosfato (PBS 0.1 M, pH 7.4, ~30 mL/min por 5 minutos, via ventriculo esquerdo)
(Cavalleri et al.,, 2011). Apos tal procedimento, 6-10 ratos tiveram os cérebros
rapidamente removidos e congelados em gelo seco. Punchs bilaterais do PVN foram
obtidos a partir de cortes congelados de hipotalamo (1000-1200 um de espessura) e
imediatamente estocados em -80°C com 1 mL de Trizol® para posteriores analises
de expresséo génica.

Para as analises de imunohistoquimica, 6 ratos S ou T (natacao ou
corrida) foram submetidos aos mesmos procedimentos de anestesia e perfusdo de
salina tamponada com fosfato citados acima (Cavalleri et al., 2011), porém, em
seguida, tiveram os cérebros perfundidos com paraformaldeido 4% (PFA, 30 mL/min
por 20-30 minutos, via ventriculo esquerdo). Logo apds, os cérebros foram
removidos e pos fixados em PFA 4% por 24-48 horas. Cortes coronais sequenciais
do hipotadlamo (40 uym) foram realizados utilizando um criostato (Leica-CM3050) e
estocados em solucao crioprotetora (20% glicerol + 30% etileno glicol em 50 mM
PBS, pH 7.4, -20-C) por um periodo aproximado de 2 semanas, até a realizacao dos

procedimentos de imunohistoquimica (Schreihofer e Guyenet., 1997).
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3.3.14 Andlise Da Expressdo Génica De Nnos No PVN

A expressédo génica de nNOS no PVN foi estimada em ratos Se T
(natacdo ou corrida). Foi utilizado Trizol® para extracdo do RNA total que foi
dissolvido em 10 uL de &4gua DEPC e estocado em -80°C. As amostras foram
tratadas com DNAse | para a sintese de cDNA por transcricdo reversa (Revert Aid
TMM-MuLV Reverse Transcriptase) e o cDNA obtido foi entdo estocado em -20°C.
Foi utilizado o Platinum SYBRGreen qPCR Supermix-UDG para amplificacdo das
amostras (Cavalleri et al., 2011) com primers especificos para nNOS: Gene Bank:
NM_0522799.1/Fragment Size: 118pb, senseprimer:
CGCTACGCGGGCTACAAGCA, antisenseprimer: GCACGTCGAAGCGGCCTCTT).
A expressdo do RNA foi estimada por medida semi-quantitativa através de PCR em
tempo real (7500 Real-Time PCR System). O gene enddgeno utilizado foi a
hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase (HPRT) (Gene bank:
NM_012583.2/Fragment Size: 125pb) a qual é continuamente expressa em células
do corpo do rato e ndo é alterada pelo exercicio fisico (Cavalleri et al., 2011). O
software geNorm VBA para Microsoft Excel foi utilizado para as analises da
expressdo génica das reacbes e os valores de threshold cycle (Ct) foram
considerados para o método de analise por AACt (Cavalleri et al., 2011). Os
resultados foram expressos como fold increased. Todos o0s reagentes e primers
utilizados foram adquiridos da Invitrogen (San Diego, CA, USA).

3.3.15 Andlises De Imunohistoquimica No PVN

A imunoreatividade para nNOS foi detectada através de
imunoperoxidase em cortes sequenciais do hipotalamo usando um anticorpo
primario, anti-nNOS (1:200, BD Transduction Laboratories) e um anticorpo
secundario, denominado Biotin-SP-conjugated AffiniPure Donkey Anti-mouse IgG
(H+L) (1:500, Jackson Immuno Research Laboratories) de acordo com Llewellyn-
Smith et al.,, (2005) e Barna et al., (2012). Os cortes de hipotdlamo foram
sequenciados em ordem rostrocaudal e fixados em lamina de vidro com Krystalon
(EMD Chemicals Inc, NJ). Para a localizacdo e andlise dos neurénios do PVN nos
cortes de hipotalamo, utilizou-se um microscopio Zeiss Axioskop 2 (Oberkochen,
Germany). A identificacdo e quantificacdo dos neurbnios imunoreativos para nNOS

no PVN foi realizada por Unico investigador.
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3.4 ANALISES ESTATISTICAS

A analise estatistica dos resultados dos estudos 1, 2 e 3 foi realizada
no programa estatistico Prisma® versao 5 (GraphPad®, San Diego, CA). Os dados
foram previamente submetidos ao teste de normalidade (Kolmogorov Smirnov) e
homogeneidade de variancias (Bartlett's). As variaveis apresentaram distribuicdo
normal e homogeneidade de variancias, portanto, foram analisadas através dos

seguintes testes paramétricos:

Student T teste, ndo pareado: Usado para comparar dois grupos diferentes e/ou

duas amostras independentes.

Student T teste, pareado: Utilizado para comparar dados de um mesmo grupo e/ou

para amostras emparelhadas.

Analise de varidancia Anova Two Way (para medidas repetidas), sequido por

Bonferroni post hoc: Usado para comparar variaveis de dois grupos emparelhados
(Sedentarios vs. Treinados; ou Controle vs. L-arginina) em funcédo do tempo: antes e
apos a microinjecao de salina ou N-Propyl no PVN; peso corporal dos animais ao
longo dos protocolos de treinamento ou suplementacédo; velocidade e tempo maximo
alcancado pelos animais em testes de esforco.

Todos os resultados foram expressos como média + erro padréo e

adotou-se como nivel de significancia p<0,05.
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4 RESULTADOS

41 ESTUDO 1: PAPEL MODULATORIO DA nNOS DO NUCLEO
PARAVENTRICULAR DO HIPOTALAMO SOBRE O CONTROLE BARORREFLEXO
DE RATOS TREINADOS POR NATACAO.

Ao final do protocolo de 4 semanas de treinamento de natagao, foi
observado em ratos T menor peso corporal (S: 3037 vs. T: 2667 g, *P<0,05,
Figura 1A), sem mudancas significativas na distancia naso-anal (S: 23+0,1 vs. T:
23+0,1 cm, P>0,05 Figura 1B).
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Figura 1. Parametros de crescimento corporal em animais sedentarios (n=10) ou treinados por
natagdo (n=10). Em (A): VariacBes de peso corporal (g) ao longo de 4 semanas de treinamento fisico
ou sedentarismo. Valores analisados por Anova Two Way, post hoc Bonferroni e representados por
média + erro padrdo. SignificAncia: * P<0,05 vs. Sedentarios (semana 4). Em (B): Valores da
distancia naso-anal (cm) de ratos apdés 4 semanas de treinamento ou sedentarismo. Dados
analisados por Student T Teste, ndo pareado e representados por média = erro padrdo. Sem
significancia estatistica entre os grupos avaliados.
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Animais T por natag&o apresentaram diminui¢cdo do peso relativo de
tecido adiposo (perigonadal: S: 1+0,1 vs. T: 0,7+0,06%, *P<0,05, Figura 2A e
retroperitoneal: S: 1+0,1 vs. T: 0,7+£0,06 %, *P<0,05, Figura 2B) e aumento do peso
relativo do coracao (S: 0,3+0,01 vs. T: 0,4+0,01 %, *P<0,05, Figura 2C). Os pesos
relativos de rins, adrenais, musculos soOleo e gastrocnémio, ndo apresentaram
diferencas entre os grupos avaliados (P>0,05).
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Figura 2: Parametros de composicao corporal de ratos Wistar apds 4 semanas de sedentarismo
(barras brancas, n=10) ou treinamento de natacdo (barras pretas, n=10). Em (A): Peso relativo de
tecido adiposo perigonadal (%), (B): Peso relativo de tecido adiposo retroperitoneal (%), (C): Peso
relativo de coracéo (%), (D): Peso relativo de rins (%), (E): Peso relativo de masculo séleo (%), (F):
Peso relativo de musculo gastrocnémio (%), (G): Peso relativo de glandulas adrenais (%). Peso
Relativo = (peso absoluto do tecido, 6rgdo ou musculo / peso corporal x 100). Valores analisados por
Student T test, ndo pareado e representados por média * erro padrdo. SignificAncia adotada: *
P<0,05 vs. Sedentarios.
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Os resultados do estudo 1 confirmam dados prévios que sugerem
efeito benéfico do treinamento de natacdo ao sistema cardiovascular de ratos
normotensos (Martins-Pinge 2005; de Abreu et al., 2009; Raquel et al., 2016). Em
repouso, nao houve diferenca na PAM de animais que receberam salina (PAM: S:
11541 vs. T: 112+0,5 mmHg, P>0,05, Figura 3A) ou N-Propyl no PVN (PAM: S:
110£1 vs. T: 109+3 mmHg, P>0,05, Figura 3A), porém, foi evidenciada presenca de
bradicardia em repouso para ratos T por natacdo que receberam salina (FC basal: S:
38216 vs. T: 342+3 b/min, *P<0,05, Figura 3B) ou N-Propyl no PVN (FC basal: S:
362+12 vs. T: 33045 b/min, 2P<0,05, Figura 3B). A microinjecéo bilateral de salina
dentro do PVN néo alterou significantemente os valores de PAM (APAM: S: 51 vs.
T: 4+1mmHg, P>0,05, Figura 3C) e FC (AFC: S: 26£3 vs. T: 26x2 b/min, P>0,05,
Figura 3D), entretanto, a microinjecdo de N-Propyl causou maior resposta
pressorica (APAM: S: 25+4 vs. T: 38+2 mmHg, P<0,05, Figura 3C) e taquicardica
(AFC: S: 11132 vs. T: 185+7 b/min, ®P<0,05, Figura 3D) em ratos T por natacdo
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Figura 3: Parametros cardiovasculares basais e alteracdes através da microinjecdo bilateral de salina
0,9% ou N-Nw-Propyl-L-arginina (N-Propyl) no PVN de ratos sedentéarios (barras brancas, n=6) e
treinados por natacdo (barras pretas, n=6). Em (A): Presséo arterial média (PAM) basal (mmHg) e em
(B): Frequéncia cardiaca (FC) basal (b/min). Em (C) e (D): Variagcdes de PAM e FC, respectivamente,
durante a microinjecdo bilateral de salina 0,9% ou N-Propyl no PVN de ratos sedentarios ou
treinados. Valores analisados por Anova Two Way, Bonferroni post hoc e representados por médias +
erro padréo. Significancias adotadas: * P<0,05 vs. Sedentérios salina; ®P<0,05 vs. Treinados salina; *
P<0,05 vs. Sedentarios N-Propyl.
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A andlise espectral da PAS mostrou que ratos T que receberam N-
Propyl no PVN tiveram menor variancia (S: 25+2 vs. T: 10+0,5 mmHg? “P<0,05,
Figura 4A) sem diferenca estatistica na modulacédo do componente simpatico (LF: S:
8+1 vs. T: 5+1 mmHg?, P>0,05, Figura 4B).

A variabilidade da FC no IP em ratos com PVN tratados com salina
revelou que o treinamento fisico de natacdo diminuiu o componente simpatico
absoluto (LF: S: 8+1 vs. T: 40,3 ms?, *P<0,05, Figura 4C) e normalizado (LFnu: S:
4615 vs. T: 181, *P<0,05, Figura 4D) e aumentou 0 componente parasimpatico
absoluto (HF: S: 1042 vs. T: 19+2 ms?, *P<0,05, Figura 4E) e normalizado (HFnu: S:
5816 vs. T: 82+1, *P<0,05, Figura 4F). Além disso, a microinjecdo de inibidor da
NNOS no PVN de ratos T aumentou o0 componente simpético absoluto comparado
com o T salina (LF: T N-Propyl: 9+1 ms?, ®P<0,05, Figura 4C) e comparado aos
ratos S N-Propyl (LF: 4+0,9 ms?, #P<0,05, Figura 4C). O grupo T que recebeu N-
Propyl no PVN mostrou maior valor de componente simpético normalizado
comparado com o T salina (LFnu: T N-Propyl: 34+1, ®P<0,05, Figura 4D) e menor
valor quando comparado ao S N-Propyl (LFnu: S: 47+1, “P<0,05, Figura 4D). Foi
observado maior valor absoluto de HF para o grupo T N-Propyl comparado ao S N-
Propyl (HF: T: 20+1 vs. S: 6x1ms?, 2P<0,05, Figura 24E) e apesar disso, a inibicdo
da nNOS no PVN néo alterou os valores de HF absoluto entre os animais T e o valor
normalizado do componente parassimpatico do T N-Propyl (HFnu: T: 64+2, ®P<0,05,
Figura 4F) foi diminuido comparado ao T salina. Contudo, na variabilidade da FC no
IP foi observado maior valor de variancia para o grupo T salina (T: 241 vs. S: 12+1
ms?, *P<0,05, Figura 4G) que foi abolida com a microinjecdo de N-Propyl no PVN
(T: 19+1 vs. S: 17+2 ms?, ®P<0,05, Figura 4G). Entdo, somente entre 0S grupos
salina foi encontrada diferenca estatistica para a relacdo simpato-vagal (LF/HF: S:
1+0,2 vs. T: 0,3+0,1, *P<0,05, Figura 4H).
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Figura 4: Andlise espectral ap6s microinjecao bilateral de salina 0,9% ou N-Propyl no PVN de ratos
sedentarios (barras brancas, n=6) e treinados por natacao (barras pretas, n=6). Em (A, B): Andlise
espectral da variabilidade da presséo arterial sistélica e em (C, D, E, F, G, H): Analise da variabilidade
da frequéncia cardiaca no intervalo de pulso. LF: baixa frequéncia; HF: alta frequéncia; LF/HF: Razao
simpato-vagal. Dados normalizados foram apresentados por (nu). Valores analisados por Anova Two
Way, post hoc Bonferroni e representados por médias + erro padrdo. SignificAncias adotadas: *
P<0,05 vs. Sedentarios salina; * P<0,05 vs. Treinados salina e ® P<0,05 vs. Sedentarios N-Propyl.
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O grupo T que recebeu salina no PVN apresentou melhor indice de
barorreflexo espontaneo que o S salina (Ganho total: S: 1,4+0,1 vs. T: 2,510,1
ms/mmHg, ganho up: S: 1,5+0,1 vs. T: 2,3£0,3 ms/mmHg e ganho down: S: 1,1+0,2
vs. T: 2,7+0,2 ms/mmHg, *P<0,05, Figura 5A, B, C). A inibicdo da nNOS no PVN
diminuiu o ganho total de ambos os grupos comparados com seus respectivos
controles salina (S: 1+0,1 ms/mmHg, *P<0,05 e T: 2+0,2 ms/mmHg, *P<0,05, Figura
5A), porém, o grupo T N-Propyl ainda permaneceu com maior valor (“P<0,05,
Figura 5A). O ganho up do grupo T N-Propyl foi maior comparado com o S N-Propyl
(T: 2,3+0,2 vs. S: 1,2+0,2 ms/mmHg, “P<0,05, Figura 5B) e a microinjecdo de N-
Propyl no PVN diminuiu o ganho down de T N-Propyl (T: 1,7+0,2 vs. S: 1,2+0,2

ms/mmHg, *P<0,05, Figura 5C), abolindo diferencas observadas previamente.
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Figura 5: Sensibilidade do barorreflexo espontaneo apos a microinjegdo bilateral de salina 0,9% ou
N-Propyl no PVN de ratos sedentérios (barras brancas, n=6) e treinados por natagéo (barras pretas,
n=6). Em (A): Ganho Total, (B): Ganho Up e (C): Ganho Down (ms/mmHg). Valores analisados por
Anova Two Way, post hoc Bonferroni e representado por médias + erro padrdo. SignificAncias
adotadas: * P<0,05 vs. Sedentéarios salina; ¢ P<0,05 vs. Treinados salina e * P<0,05 vs. Sedentarios
N-Propyl.
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A barocurva representada na Figura 6A confirma o melhor ganho
barorreflexo demonstrado na Figura 6B para ratos T por natagcdo quando
comparados aos S. Houve diferencas estatisticas para todos os parametros
cardiovasculares avaliados (Platd inferior e superior, range de FC, BP50 e maximo
ganho de sensibilidade,*P<0,05, Tabela 1). A microinjecdo de salina no PVN néo
alterou a andlise dos parametros cardiovasculares entre os animais, sendo assim,
também foi observado melhor resposta barorreflexa para ratos T por natacdo apos a

microinjecéo de salina no PVN (Figura 6C, D), (ver “P<0,05, Tabela 1).
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Figura 6: Controle barorreflexo antes e apés a microinjecao bilateral de salina 0,9% no PVN. Em (A,
C): Curvas sigmoides representando a relagdo entre pressao arterial média (PAM) e frequéncia
cardiaca (FC) durante o disparo dos barorreceptores de ratos sedentérios (n=6) e treinados por
natagdo (n=5) antes e ap6s a microinjecao bilateral de salina no PVN. Em (B, D): Altera¢g6es do
ganho barorreflexo em diferentes niveis de PAM. Valores analisados por Anova Two Way, post hoc
Bonferroni, Significancia adotada: * P<0,05 vs. Sedentéarios. A descricdo detalhada dos parametros
utilizados para construcdo das barocurvas assim como as analises estatisticas estdo descritas na
tabela 1.
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Tabela 1. Controle barorreflexo da frequéncia cardiaca e parametros das barocurvas de ratos sedentarios ou treinados por natacdo e submetidos a

microinjecéo bilateral de inibidor de nNOS no PVN.

Antes da salina Apoés salina Antes do N-Propy!l Ap6s N-Propyl
no PVN no PVN no PVN
Grupos: Sedentarios Treinados Sedentarios Treinados Sedentarios  Treinados Sedentarios  Treinados
(n=6) (n=5) (n=6) (n=5) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7)

Platd inferior (b/min) 30145 281+4* 297+4 278+5" 3016 257+77 3066 268+6%
gf‘rﬁ’inﬁ“pe”or 417+16 429+12* 413+8 425+14" 39345 436271 39345 396+15"
(Ff)";‘;?r?)da FC 8543 148+14* 87+6 151+13* 9247 178410 86+7 128+14%
BP50 (mmHg) 117+3 103+2* 119+2 103+2" 119+7 102+2 123+6 108+2
Ganho maximo de

sensibilidade -2,7+0,05 -4,1+0,05* -2,8+0,2 -4.5+0,1" -2,7+0,1 -4,4+0,1" 1,440,027 -2,7+0,3%

(b/min/mmHg)

Valores analisados por Anova Two Way, post hoc Bonferroni e representados em média £ erro padrdo. n € o niumero de ratos em cada subgrupo.
Significancias adotadas: * P<0,05 vs. Sedentarios (Antes da salina no PVN), #P<0,05 vs. Sedentérios (Ap6s salina no PVN), TP<0,05 vs. Sedentarios (Antes
do N-Propyl no PVN), * P<0,05 vs. Sedentarios (ApOs N-Propyl no PVN), ¥ P<0,05 vs. Treinados (Antes do N-Propyl no PVN).
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A Figura 7A representa a barocurva de ratos T por natag&o antes da
microinjecdo de N-Propyl no PVN e a Figura 7B demonstra o melhor ganho
barorreflexo deste grupo (*P<0,05), evidenciado através de diferencas estatisticas
("P<0,05) para os seguintes parametros cardiovasculares: Platd inferior e superior,
range de FC e ganho méximo de sensibilidade (Tabela 1). A microinjecdo de N-
Propyl no PVN alterou os parametros das barocurvas de ratos S e T (*P<0,05,
Figura 7C) diminuindo o ganho barorreflexo de ambos os grupos (Figura 7D). ApGs
a inibicdo da nNOS no PVN houve: Atenuacdo do ganho maximo de sensibilidade
para ratos S ('P<0,05, Tabela 1) e T (¥P<0,05, Tabela 1), tal como menor valor de
platd inferior (*P<0,05, Tabela 1), diminuicdo do range de FC e platd superior (¥

P<0,05, Tabela 1) para ratos T por natacao.

Controle barorreflexo antes da microinjecédo de N-Propyl no PVN

A B
50 T
500 1 451 . —Sedentarios
450 - X o 404 ':' \ ---Treinados
X 35 1 /
T 400 £ 401 /
£ 5 3 j
*g 350 A ‘9' 25 1 :'
O © 20 T ,,'
@ 300 o151+
250 E 107
05T
200 T T T 1 0.0 =p~ } - ;
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200 250
PAM (mmHg) PAM (mmHg)
Controle barorreflexo ap6s microinjecdo de N-Propyl no PVN
C D
5,0 +
500 - 45
450 4.0 4
— 2 35 -
E 400+ * g % 3,0 .
S 350 ™ 5 25 1
o §20]
i 300+ S o 1.5
--------- =
250 - £ 10
& 05
200 T T T 1 0,0 i t t T !
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200 250
PAM (mmHg) PAM (mmHg)

Figura 7: Controle barorreflexo antes e ap6s microinjecao bilateral de N-Propyl no PVN. Em (A, C):
Curvas sigmoides representando a relagédo entre pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca
(FC) durante o disparo dos barorreceptores em ratos sedentérios (n=7) e treinados por natacéo (n=7)
antes e apos microinjecdo de N-Propyl no PVN. Em (B, D): Alteracdes de ganho barorreflexo em
diferentes niveis de PAM. Valores analisados por Anova Two Way, post hoc Bonferroni. Significancia
adotada: * P<0,05 vs. Sedentérios. Os parametros utilizados para construcdo das barocurvas assim

como as analises estatisticas estdo descritas na Tabela 1.



49

Todos os animais do estudo 1 tiveram a confirmagéo da localizag&o
dos sitios de microinjecdo (Figura 8A, B) e os animais com microinjecdo fora do

PVN foram excluidos das analises.
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Figura 8: Localizacdo dos sitios de microinjecéo bilateral no PVN dos animais do estudo 1. Em (A):
Diagrama esquematico com as marcagodes ( * ) bilaterais dos sitios de cada microinjegdo dentro do
PVN de ratos sedentarios e treinados por natagdo (n total= 49 ratos). Em (B): a direita:
Fotomicrografia representativa da localizacdo de um sitio de microinjecdo dentro do PVN e a
esquerda: Figura esquematica do PVN para referéncia anatémica (Paxinos e Watson, 1997). (3V):
terceiro ventriculo, (f): fornix, (AH): area hipotalamica anterior, (PaMP: nlcleo paraventricular do
hipotadlamo-parte parvocelular medial), (PaPo): nlcleo paraventricular do hipotdlamo-parte
parvocelular posterior), (PaDC): nlcleo paraventricular do hipotalamo-dorsal cap, (PaLM): nucleo
paraventricular do hipotadlamo-parte magnocelular lateral e (PaV): nldcleo paraventricular do
hipotalamo-parte ventral.
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Vale ressaltar que os dados moleculares apresentados no estudo 1
(Figura 9) foram relevantes para o entendimento dos achados funcionais. Em ratos
T por natacédo, foi encontrado maior nimero de neurénios imunoreativos para nNOS
no PVN medial (S: 39£1 vs. T: 463, Figura 9A, *P<0,05) e PVN posterior (S: 151
vs. T: 2143, Figura 9D, *P<0,05). Somado a isso, ratos T apresentaram maior
expressdo génica de nNOS dentro do PVN (Fold Increase: S: 1,1+0,3 vs. T: 5,5+2
Figura 9G, *P<0,05).
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Figura 9: Andlises de imunohistoguimica para nNOS e expresséo génica de nNOS no PVN de ratos
sedentarios (barras brancas) e treinados por natacdo (barras pretas). Em (A): NUmero de neurdnios
imunoreativos para nNOS dentro do PVN ventromedial e em (D) dentro do PVN posterior de ratos
sedentarios (n=6) e treinados (n=6). Em (B, E): Fotomicrografias representativas de sedentérios e (C,
F) de treinados. A escala (—) em (B) representa 400um em C, E, F. (3v): terceiro ventriculo, (opt):
trato 6ptico, (f): fornix. Em (G): Comparacdo da expressao génica de nNOS dentro do PVN de ratos
sedentarios (n=6) e treinados (n=6). Valores analisados por Student T Teste, ndo pareado e
representado por médias + erro padrao. Significancias adotadas: * P<0,05 vs. Sedentérios.
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Foi observado ainda que o treinamento de natacdo contribuiu para
maiores niveis de nitrito no PVN (S: 6£1 vs. T: 14+3 uM, Figura 10A, *P<0,05), sem
modificar os niveis de NO dentro do rim e coracao.

Juntos, os dados sugerem que os achados funcionais observados no
estudo 1, foram em parte, devido a alteracdes autondmicas no PVN via nNOS.
Apesar disso, mais estudos poderdo ser conduzidos para elucidar outros
mecanismos de acdo do NO para a melhoria do sistema cardiovascular de ratos

treinados por natacao.
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Figura 10: Efeitos do treinamento fisico de natagdo nos niveis de nitrito em diferentes tecidos. Em
(A): Niveis de nitrito dentro do PVN (uM) (Sedentéarios: n=9; Treinados: n=10), em (B): Niveis de
nitrito no coragéo (Sedentarios: n=9; Treinados: n=9) e em (C): Niveis de nitrito no rim (Sedentarios:
n=10; Treinados: n=10). Valores analisados por Student T Teste, ndo pareado e representados por
médias * erro padrdo. SignificAncia adotada: * P<0,05 vs. Sedentarios.
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4.2 ESTUDO 2: INIBIQAO DA nNOS DO NUCLEO PARAVENTRICULAR DO
HIPOTALAMO ALTERA O CONTROLE AUTONOMICO CARDIOVASCULAR DE
RATOS SUBMETIDOS AO TREINAMENTO DE CORRIDA.

A maioria dos resultados do estudo 2 foram semelhantes aos do
estudo 1 porém, algumas especificidades foram encontradas para o treinamento de
corrida.

Apés 8 semanas de treinamento em esteira, ratos T apresentaram
menor peso corporal comparado aos S (S: 365+11 vs. T: 316+13 g,*P<0,05, Figura
11A) sem alteracBes no crescimento corporal (distancia naso-anal: S: 25+0,2 vs. T:

24+0,2 cm, P>0,05, Figura 11B).
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Figura 11: Parametros de crescimento corporal em animais sedentarios (n=10) ou treinados em
esteira elétrica (n=9). Em (A): Variacdes de peso corporal (g) ao longo de 8 semanas de treinamento
fisico ou sedentarismo. Valores analisados por Anova Two Way, post hoc Bonferroni e representados
por média + erro padrdo. Significancia: * P<0,05 vs. Sedentérios (semana 8). Em (B): Valores da
distancia naso-anal (cm) de ratos Wistar apos 8 semanas de treinamento de corrida ou sedentarismo.
Dados analisados por Student T Teste, ndo pareado e representados por média + erro padrdo. Sem
significancia estatistica entre os grupos avaliados.
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Dados de composi¢do corporal apos protocolo de treinamento em
esteira revelaram para ratos T: Menor peso relativo de tecido adiposo (perigonadal:
S: 20,2 vs. T: 1£0,2 %,*P<0,05, Figura 12A e retroperitoneal: S: 2+0,2 vs. T: 10,2
%,*P<0,05, Figura 12B), maior peso relativo de coracéo (S: 0,32+0,009 vs. T:
0,35+0,009 %,*P<0,05, Figura 12C) e musculos (séleo: S: 0,100,003 vs. T:
0,12+0,003 %, *P<0,05, Figura 12E; gastrocnémio: S: 0,6+0,01 vs. T: 0,6+0,03
%,*P<0,05, Figura 12F). Entre os grupos avaliados, ndo houve diferenca estatistica

(P>0,05) para peso relativo de rins (Figura 12D) e glandulas adrenais (Figura 12G).
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Figura 12: Parametros de composigdo corporal de ratos Wistar apds 8 semanas de sedentarismo
(barras brancas, n=10) ou treinamento em esteira (barras pretas, n=9). Em (A): Peso relativo de
tecido adiposo perigonadal (%), (B): Peso relativo de tecido adiposo retroperitoneal (%), (C): Peso
relativo de coracao (%), (D): Peso relativo de rins (%), (E): Peso relativo de musculo soleo (%), (F):
Peso relativo de musculo gastrocnémio (%), (G): Peso relativo de glandulas adrenais (%). Peso
Relativo = (peso absoluto do tecido, 6rgdo ou musculo / peso corporal x 100). Valores analisados por
Student T test, ndo pareado e representados por média * erro padrdo. SignificAncia adotada: *
P<0,05 vs. Sedentarios.
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Ratos T em esteira apresentaram melhor desempenho fisico nos
testes de esforco comparados aos S (segundo teste de esforco: S: 0,6+£0,2 vs. T:
1,5£0,2 km/h; S: 6,4+1,2 vs. T: 13,3+0,9 min,*P<0,05; terceiro teste de esforco: S:
0,7+0,1 vs. T: 1,6+0,2 km/h; S: 60,9 vs. T: 14,9+1,7 min,*P<0,05, Figura 13A, B).
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Figura 13: Alteracdes em parametros de rendimento fisico em ratos sedentarios (linhas continuas,
n=6) ou treinados em esteira (linhas tracejadas, n=6). Em (A): Variac6es de velocidade maxima
(Km/h) e em (B): Tempo maximo (minutos) alcangados durante os testes de esforco em esteira
elétrica. Valores analisados por Anova Two Way, post hoc Bonferroni e representados por média +
erro padrdo. SignificAncia adotada: * P<0,05 vs. respectivo grupo controle Sedentarios.
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Em relagcdo aos parametros cardiovasculares, em repouso, nao
houve diferenca na PAM de animais que receberam salina (S: 111+2 vs. T: 11242
mmHg, P>0,05, Figura 14A) ou N-Propyl no PVN (S:111+2 vs. T: 111+1 mmHg,
P>0,05, Figura 14A), porém, foi evidenciada bradicardia em ratos T em esteira que
receberam salina (FC basal: S: 357+10 vs. T: 320+6 b/min, *P<0,05, Figura 14B) ou
N-Propyl no PVN (FC basal: S: 352+11 vs. T: 31946 b/min, “P<0,05, Figura 14B). A
microinjecao bilateral de salina dentro do PVN n&o alterou significantemente os
valores de PAM (APAM: S: 4+0,5 vs. T: 4+0,6 mmHg, P>0,05, Figura 14C) e FC
(AFC: S: 23+2 vs. T: 21+3 b/min, P>0,05, Figura 14D), entretanto, a microinjecéo de
N-Propyl causou maior resposta pressorica (APAM: S: 24+1 vs. T: 32+3 mmHg,
2p<0,05, Figura 14C) e taquicardica (AFC: S: 132+4 vs. T: 151+4 b/min, “P<0,05,

Figura 14 D) em ratos T em esteira comparados com S
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Figura 14: Parametros cardiovasculares basais e alteracdes através da microinjecao bilateral de
salina 0,9% ou N-Nw-Propyl-L-arginina (N-Propyl) no PVN de ratos sedentéarios (barras brancas, n=6)
e treinados em esteira (barras pretas, n=6). Em (A): Pressao arterial medial (PAM) basal (mmHg) e
em (B): Frequéncia cardiaca (FC) basal (b/min). Em (C, D): Variacbes de PAM e FC,
respectivamente, durante a microinjecdo bilateral de salina 0.9% ou N-Propyl no PVN de ratos
sedentarios ou treinados. Valores analisados por Anova Two Way, post hoc Bonferroni e
representados por média + erro padrdo. SignificAncias adotadas: * P<0,05 vs. Sedentérios salina; ¢
P<0,05 vs. Treinados salina; * P<0,05 vs. Sedentarios N-Propyl.
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A andlise espectral da PAS mostrou que ratos T em esteira que
receberam N-Propyl no PVN tiveram menor variancia que S N-Propyl (S: 27£3 vs. T:
11+0,3 mmHg?, 2P <0.05, Figura 15A) sem diferenca estatistica na modulacdo do
componente simpatico (LF: S N-Propyl: 11+1 vs. T N-Propyl: 9+1 mmHg?, P>0,05,
Figura 15B).

A variabilidade da FC no IP em ratos com PVN tratados com salina
nao revelou diferenca estatistica para o0 componente simpéatico absoluto de ratos T
em esteira (LF: S salina: 6+1 vs. T salina: 6+2 ms?, P>0,05, Figura 15C), porém,
houve diminuicdo do componente simpatico normalizado (LFnu: S salina: 41+4 vs. T
salina: 20+4, *P<0,05, Figura 15D). Além disso, houve aumento do componente
parasimpatico absoluto (HF: S salina: 8+1 vs. T salina: 21+4 ms?, *P<0,05, Figura
15E) e normalizado (HFnu: S: 59+4 vs. T: 7615, *P<0,05, Figura 15F).

A microinje¢&o de inibidor da nNOS no PVN de ratos T aumentou o
componente simpatico absoluto (LF: T N-Propyl:16+1 ms?, ®P<0,05, Figura 15C)
comparado ao grupo T salina e ao grupo S N-Propyl (LF: S N-Propyl: 10+1 ms?,
2pP<0,05, Figura 15C). Ndo houve diferenca estatistica no valor de componente
simpético normalizado entre os grupos T N-Propyl (LFnu: T: 27+2, P>0,05, Figura
15D) e T salina (LFnu: T: 20+4, P>0,05, Figura 15D), porém, o grupo T N-Propyl
apresentou menor valor quando comparado ao S N-Propyl (LFnu: S: 43+4, “P<0,05,
Figura 15D). Foi observado ainda, maior valor absoluto de HF para o grupo T N-
Propyl comparado ao S N-Propyl (HF: S: 14+2 vs. T: 36+1 ms?, 2p<0,05, Figura
15E) e apesar disso, a inibigao da nNOS no PVN néo alterou os valores de HF
normalizado entre os grupos S e T avaliados (P>0,05, Figura 15F). Contudo, na
variabilidade da FC no IP foi observado maior valor de variancia para o grupo T
salina comparado ao S salina (S: 14+0,4 vs. T: 30+1ms?, *P<0,05, Figura 15G) que
foi abolida com a microinjecdo de N-Propyl no PVN (S N-Propyl: 24+2 vs. T N-
Propyl: 19+1 ms?, *P<0,05, Figura 15G). Entdo, somente entre os grupos salina foi
encontrado diferenca estatistica para a relacdo simpato-vagal (LF/HF: S: 0,8+0,2 vs.
T:0,3+0,1, *P<0,05, Figura 15H).
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Figura 15: Andlise espectral apds microinjecao bilateral de salina 0,9% ou N-Propyl no PVN de ratos
sedentarios (barras brancas, n=6) e treinados em esteira (barras pretas, n=6). Em (A, B): Andlise
espectral da variabilidade da presséao arterial sistélica e em (C, D, E, F, G, H): Andlise de variabilidade
da frequéncia cardiaca no intervalo de pulso. LF: baixa frequéncia; HF: alta frequéncia; LF/HF: Razao
simpato-vagal. Dados normalizados foram apresentados por (nu). Valores analisados por Anova Two
Way, post hoc Bonferroni e representados por médias + erro padrdo. SignificAncias adotadas: *
P<0,05 vs. Sedentarios salina; * P<0,05 vs. Treinados salina e ® P<0,05 vs. Sedentarios N-Propyl.
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O grupo T em esteira que recebeu salina no PVN apresentou melhor
indice de barorreflexo espontaneo que o S salina (Ganho total: S: 1,7+0,1 vs. T:
2,4%+0,2 ms/mmHg, ganho up: S: 1,6+0,2 vs. T: 2,3£0,2 ms/mmHg e ganho down: S:
1,8+0,2 vs. T: 2,6£0,3 ms/mmHg, *P<0,05, Figura 16A, B, C). Apés a inibicdo da
NNOS no PVN, o indice de barorreflexo espontdneo de ratos T N-Propyl foi
diminuido (Ganho total: T: 1,6+0,1 ms/mmHg; ganho up: T:1,6£0,1 ms/mmHg e
ganho down: T: 1,4+0,2 ms/mmHg, °P<0,05, Figura 16A, B, C) abolindo assim as

diferencas estatisticas prévias entre os grupos Se T.
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Figura 16: Sensibilidade do barorreflexo espontédneo ap6s microinjecéo bilateral de salina 0,9% ou N-
Propyl no PVN de ratos sedentarios (barras brancas, n=6) e treinados em esteira (barras pretas, n=6).
Em (A) Ganho Total, (B) Ganho Up e (C) Ganho Down (ms/mmHg). Valores analizados por Anova
Two Way, post hoc Bonferroni e representados por média + erro padrao. SignificAncias adotadas: *
P<0,05 vs. Sedentarios salina; * P<0,05 vs. Treinados salina e ® P<0,05 vs. Sedentarios N-Propyl.
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A Figura 17A representa as alteracdes de PAM e FC durante o teste
de barorreflexo e a Figura 17B confirma o melhor ganho barorreflexo observado
para ratos T em esteira. Houve diferenca estatistica para os seguintes parametros
da barocurva: Platé inferior: S= 29019 vs. T= 262+6 b/min (*P<0,05) e ganho
maximo na sensibilidade do barorreflexo: S= -3+0,3 vs. T= -4,1+0,4 b/min/mmHg
(*P<0,05) (ver Tabela 2).
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Figura 17: Controle barorreflexo de ratos Wistar submetidos a 8 semanas de sedentarismo ou
treinamento fisico de corrida. Em (A): Curvas sigmoides representando a relagdo entre pressao
arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) durante o disparo dos barorreceptores de ratos
sedentarios (S, n=6) e treinados em esteira (T, n=5). Em (B): Altera¢6es do ganho barorreflexo em
diferentes niveis de PAM. Valores analisados por Student T Teste, ndo pareado. Significancias
adotadas: * P<0,05 vs. Sedentarios. Os parametros utilizados para a constru¢cdo das barocurvas
assim como as analises estatisticas foram apresentadas na tabela 2.

Tabela 2. Controle barorreflexo da frequéncia cardiaca: Parametros utilizados para construcdo das
barocurvas durante teste de barorreflexo em ratos sedentarios ou submetidos a 8 semanas de
treinamento fisico de corrida.

Grupos: Sedentérios Treinados
(n=6) (n=5)
Platé inferior (b/min) 29049 262+6*
Platé superior (b/min) 427+12 420+15
Range da FC (b/min) 13714 158+13

BPS50 (mmHg) 10043 10544
Ganho maximo de
sensibilidade -3+0,3 -4,1+0,4*
(b/min/mmHg)

Valores analisados por Student T test, ndo pareado e representados em média + erro padrdo. n é o
namero de ratos por grupo. Significancias adotadas: * P<0,05 vs. Sedentarios.
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Para realizagdo do estudo 2, todos os sitios de microinjecdo foram

analisados e foi considerado apenas animais com microinjecdo bilateral no PVN

(Figura 18).
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Figura 18: Localizacao dos sitios de microinjecao bilateral no PVN dos animais do estudo 2. Em (A):

Diagrama esquematico com as marcagfes das microinjecdes bilaterais de salina 0,9% ou N-Propyl no
PVN de ratos sedentarios ou treinados em esteira (n total=35 ratos). Em (B): Fotomicrografia com
setas ilustrativas (—) representando o local das microinjecées bilaterais no PVN de um rato

individualmente. A escala () utilizada representa 0,5mm. (3V): terceiro ventriculo, (f): fornix, (AH):
area hipotalamica anterior, (PaMP: nucleo paraventricular do hipotdlamo-parte parvocelular medial),
(PaPo): nucleo paraventricular do hipotalamo-parte parvocelular posterior), (opt): trato éptico.
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Somado aos dados funcionais, o0s parametros moleculares
realizados no estudo 2 foram fundamentais para a compreensao dos achados. Em
ratos T por esteira, foi encontrado maior numero de neurdnios imunoreativos para
NNOS no PVN medial (S: 33£2 vs. T: 4242, Figura 19A, *P<0,05) e PVN posterior
(S: 26+£3 vs. T: 38%4, Figura 19D, *P<0,05). Além disso, ratos T em esteira
apresentaram maior expressédo génica de nNOS dentro do PVN (Fold Increase: S:
1,940,3 vs. T: 3,840,9, Figura 19G, *P<0,05)
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Figura 19: Analises de imunohistoquimica para nNOS e expressao génica de nNOS no PVN de ratos
sedentarios (barras brancas) e treinados por esteira (barras pretas). Em (A): NUumero de neurbnios
imunoreativos para nNOS dentro do PVN ventromedial e em (D) dentro do PVN posterior de ratos
sedentarios (n=6) e treinados (n=6). Em (B, E): Fotomicrografias representativas de sedentarios e (C,
F) de treinados. A escala (—) em (B) representa 400um em C, E, F. (3v): terceiro ventriculo, (opt):
trato optico, (f): fornix. Em (G): Comparagdo da expressao génica de nNOS dentro do PVN de ratos
sedentarios (n=9) e treinados (n=6). Valores analisados por Student T Teste, ndo pareado e
representado por médias * erro padréo. Significancias adotadas: * P<0,05 vs. Sedentarios.
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Ratos T em esteira apresentaram ainda, maiores niveis de nitrito no
PVN (S: 71,5 vs. T: 13+1,5 uM, Figura 20A, *P<0,05), sem modificar os niveis de
nitrito cardiaco (Figura 20B, P>0,05) e no rim (Figura 20B, P>0,05).
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Figura 20: Efeitos do treinamento fisico de esteira nos niveis de nitrito em diferentes tecidos. Em (A):
Niveis de nitrito dentro do PVN (uM) (Sedentérios: n=8; Treinados: n=8), em (B): Niveis de nitrito no
coracdo (Sedentarios: n=10; Treinados: n=9) e em (C): Niveis de nitrito no rim (Sedentérios: n=10;
Treinados: n=9). Valores analisados por Student T Teste, ndo pareado e representados por médias *
erro padréo. SignificAncia adotada: * P<0,05 vs. Sedentérios.
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Os dados obtidos no estudo 2 permitiram uma analise qualitativa e
comparativa aos achados do estudo 1. Nas variaveis de composi¢éo corporal, foi
possivel observar alteracfes similares para os dois protocolos de exercicio fisico,
porém, o treinamento em esteira provocou aumento do peso relativo de muasculos
séleo e gastrocnémio, enquanto no estudo 1, a natacdo nado alterou esses

parametros (Tabela 3).

Tabela 3. Comparag8es qualitativas das alterag6es de composicao corporal de animais sedentarios
e treinados ap6és dois protocolos distintos de exercicio fisico: natacao ou esteira.

Natacédo Esteira
Peso corporal (g) ! 1
Distancia naso-anal (cm) = =
Tecido adiposo perigonadal (%) ! 1
Tecido adiposo retroperitoneal (%) ! !
Peso coracéo (%) 1 1
Peso rins (%) = =
Peso séleo (%) = 0
Peso gastrocnémio (%) = 1

Peso glandulas adrenais (%) = =
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Foi evidenciado que tanto o treinamento de natacao (estudo 1) como
em esteira (estudo 2) contribuiram para o efeito de bradicardia em repouso, sem
alteracdo dos valores de PAM. Além disso, a microinjecdo bilateral de inibidor da
NNOS dentro do PVN causou resposta pressorica e taquicardica em animais

submetidos a ambos os treinamentos fisicos (Tabela 4).

Tabela 4. Comparagfes qualitativas de parametros cardiovasculares basais e efeitos da
microinjecéo bilateral de salina 0,9% ou inibidor da nNOS no PVN de ratos sedentarios ou
treinados por dois protocolos distintos: natacdo ou esteira.

Natacédo Esteira

PAM basal (mmHg) = =
FC basal (b/min) l 1

PAM ap6s microinjecéo de = =
salina no PVYN (mmHg)

FC apos microinjecéo de = =
salina no PVN (b/min)

PAM apés microinjecéo de T 1
N-Propyl no PVN (mmHg)

FC apos microinjecéo de
N-Propyl no PVN (b/min) 1 1
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Quanto as analises espectrais, houve similaridade na maioiria dos
pardmetros investigados entre animais do estudo 1 e 2, porém, na analise da
variabilidade da FC no IP, o treinamento de corrida ndo alterou o componente
simpatico absoluto (LF, ms?), ja& a natacdo provocou diminuicdo dessa variavel
(Tabela 5). Por outro lado, a inibicdo da nNOS no PVN de ratos T em esteira aboliu
todas as respostas benéficas de sensibilidade do barorreflexo espontaneo
observadas previamente pela pratica do exercicio enquanto, em ratos T por nhatacao,
a microinjecdo de N-Propyl no PVN aboliu apenas a resposta do ganho down e
atenuou as respostas de ganho total e ganho up (Tabela 5).

Tabela 5. Compara¢fes qualitativas de parametros autondmicos das andlises espectrais apdés

microinjecdo de salina 0,9% ou N-Propyl no PVN de ratos sedentérios ou treinados por dois
protocolos distintos de treinamento fisico: natacdo ou esteira.

Microinjecédo de salina Microinjec&o de N-Propyl
no PVN no PVN

Natacdo Esteira Natacdo Esteira
PAS
Variancia (mmHg®) = = ! !
LF (mmHg?) = - - -
IP
Variancia (ms?) 1 1 = =
LF (ms?) ! _ ) N
LFnu | | l |
HF (ms?) 1 1 1 ?
HFnu 1 1 = =
Razado LF/HF ! l - —
SBR
Ganho total 1 1 1 =
Ganho up 1 1 1 -
Ganho down 1 1 = =

PAS: presséo arterial sistolica; LF: baixa frequéncia; IP: intervalo de pulso; HF: alta frequéncia; SBR:
sensibilidade do barorreflexo espontaneo.
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As analises moleculares identificaram o mesmo perfil nitrérgico no
PVN de ratos T do estudo 1 e 2, ou seja, ambos os treinamentos (natacéo e esteira)
proporcionaram maior expressao génica e proteica de nNOS no PVN (Tabela 6)

assim como aumento dos niveis de nitrito no PVN (Tabela 7).

Tabela 6. Comparacfes qualitativas de imunohistoquimica e expressao génica para nNOS no
PVN de ratos treinados por dois protocolos distintos: natacdo ou esteira.

Natagao Esteira
Imunohistoquimica
Neurénios nNOS dentro 1 T
do PVNvm
Neurdnios nNOS dentro 1 1
do PVNp
Expresséo génica
NNOS dentro do PVN 1 1

Tabela 7. Comparagbes qualitativas dos niveis de nitrito em diferentes tecidos de ratos
treinados por dois protocolos distintos: nata¢éo ou esteira.

Natagao Esteira

PVN (uM) ) 1
Coracéo (uM) = =

Rim (uM) = =
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4.3 ESTUDO 3: EFEITOS DA SUPLEMENTAQAO ORAL DE L-ARGININA NA
MODULAQAO CARDIOVASCULAR PELO NUCLEO PARAVENTRICULAR DO
HIPOTALAMO.

Os resultados do estudo 3 apontam que a suplementacéo oral de L-
arginina proporciona efeitos benéficos ao organismo, em especial, ao sistema
cardiovascular.

Apés a realizacdo do protocolo de suplementacdo oral com L-
arginina, nao foi observado entre os grupos avaliados diferenca no peso corporal (C:
30948 vs. LA: 3297 g, P>0,05, Figura 21A) e distancia naso-anal (C: 23+0,1 vs.
LA: 23£0,3 cm, P>0,05, Figura 21B).
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Figura 21: Efeitos da suplementacdo oral de L-arginina em pardmetros de crescimento corporal de
ratos Wistar controle (n=10) e tratados com L-arginina (n=10). Em (A): Varia¢gGes de peso corporal (g)
ao longo de 4 semanas de tratamento com L-arginina ou agua. Valores analisados por Anova Two
Way, post hoc Bonferroni e representados por média + erro padrdo. Sem significAncia estatistica
entre os grupos avaliados. Em (B): Valores da distancia naso-anal (cm) de ratos apds 4 semanas de
suplementagdo com L-arginina ou agua. Dados analisados por Student T Teste, ndo pareado e
representados por média + erro padrdo. Sem significancia estatistica entre os grupos avaliados.
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Em ratos LA foi observado menor peso relativo de tecido adiposo
(perigonadal: C: 1+£0,2 vs. LA: 0,91£0,04 %,*P<0,05; Figura 22A e retroperitoneal: C:
1+0,1 vs. LA: 0,8+0,1 %,*P<0,05, Figura 22B) e maior peso relativo de rins (C:
0,6£0,06 vs. LA: 0,8+0,04 %,*P<0,05, Figura 22D) e musculo gastrocnémio (C:
0,5%0,2 vs. LA: 0,6+0,02 %,*P<0,05, Figura 22F). Os pesos relativos de coracdo
(Figura 22C), musculo soleo (Figura 22E) e adrenais (Figura 22G) permaneceram
inalterados entre os grupos (P>0,05).
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Figura 22: Parametros de composicao corporal de ratos Wistar apés 4 semanas de tratamento (via
oral) com agua (barras brancas, n=10) ou L-arginina (barras pretas, n=10). Em (A): Peso relativo de
tecido adiposo perigonadal (%), (B): Peso relativo de tecido adiposo retroperitoneal (%), (C): Peso
relativo de coracao (%), (D): Peso relativo de rins (%), (E): Peso relativo de musculo soleo (%), (F):
Peso relativo de muisculo gastrocnémio (%), (G): Peso relativo de glandulas adrenais (%). Peso
Relativo = (peso absoluto do tecido, 6rgdo ou musculo / peso corporal x 100). Valores analisados por
Student T test, ndo pareado e representados por média + erro padrdo. Significancia adotada: *
P<0,05 vs. Controle.



69

Ao final de 4 semanas de suplementacédo com L-arginina, ndo houve
alteracdo nos valores basais de PAM (C: 108+2 vs. LA: 112+0,9 mmHg, p>0,05,
Figura 23A) entretanto, animais LA apresentaram bradicardia em repouso (C: 360+6
vs. LA: 3356 b/min, %,*P<0,05, Figura 23B). A microinjecdo bilateral de salina
dentro do PVN néo alterou significantemente os valores de PAM (APAM: C: 7+2 vs.
LA: 82 mmHg, P>0,05, Figura 23C) e FC (AFC: C: 21+3 vs. LA: 23+4 b/min,
P>0,05, Figura 23D), entretanto, a microinje¢cdo de N-Propyl causou maior resposta
pressorica (APAM: C: 17+2 vs. LA: 26+3 mmHg, “P<0,05, Figura 23C) e taquicardica
(AFC: C: 87+6 vs. LA: 129+13 b/min, 2P<0,05, Figura 23D) em ratos LA comparados
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Figura 23: Parametros cardiovasculares basais e altera¢des através da microinjecdo bilateral de
salina 0,9% ou N-Nw-Propyl-L-arginina (N-Propyl) no PVN de ratos controle (barras brancas, tratados
com 4gua, n=6) ou suplementados com L-arginina (barras pretas, n=6). Em (A): Valores basais de
pressao arterial média (PAM, mmHg) e em (B): Frequéncia cardiaca (FC, b/min) de ratos controle ou
tratados com L-arginina. Valores analisados por Student T teste, ndo pareado e representados por
médias * erro padréo. SignificAncia adotada: * p<0,05 vs. Controle. Em (C, D): Varia¢des de PAM e
FC respectivamente, durante a microinjecdo bilateral de salina 0,9% ou N-Propyl no PVN de ratos
controle ou suplementados com L-arginina. Dados analisados por Anova Two Way, post hoc
Bonferroni e representados por médias + erro padréo. SignificAncias adotadas: * P<0,05 vs. Controle
salina; ® P<0,05 vs. L-arginina salina; 4P<0,05 vs. Controle N-Propyl.
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A analise da variabilidade da PAS realizada 10 minutos antes da
microinjecdo de N-Propyl (periodo este considerado basal), ndo demonstrou
diferenca estatistica (P>0,05) para os valores de variancia (C: 132 vs. LA: 9+3
mmHg?) e LF (C: 5+0,7 vs. LA: 2+ 0,5 mmHg?). Porém, a anélise espectral da
variablidade da FC em ratos LA revelou : maior variancia (C: 16+1 vs. LA: 21+2 ms?),
menor valor do componente simpatico normalizado (LFnu: C: 42+5 vs. LA: 24+4),
maior componente parasimpatico normalizado (HFnu: C: 5845 vs. LA: 76x4) e menor
razdo simpato-vagal: (LF/HF: C: 0,9+0,2 vs. LA: 0,3+0,1) (*P<0,05). Além disso, em
ratos LA, antes da microinje¢éo de N-Propyl no PVN, foi observado ainda, a melhora
de todos os parametros de sensibilidade do barorreflexo espontaneo (ganho total: C:
1,4+0,1 vs. LA: 2,3+0,2, ganho up: C: 1,6+0,2 vs. LA: 2,6+0,3 e ganho down: C:
1,3+0,1 vs. LA: 20,2 ms/mmHg, * P<0,05) (Tabela 8).

A analise de variabilidade da PAS apds N-Propyl demonstrou
aumento da variancia, porém, menores valores ainda foram observados no grupo LA
(C: 22+1,5 vs. LA: 11+0,6 mmHg?, TP<0,05, Tabela 8). A anélise de variabilidade da
FC evidenciou que a inibicdo da nNOS no PVN causou aumento da variancia em
ratos C (C: 22+0,5 vs. LA: 18+0,5 ms?), abolindo assim a diferenca observada
previamente entre os grupos (*P<0,05, Tabela 8). Além disso, a microinjecdo de N-
Propyl no PVN de ratos LA provocou o aumento do componente simpético absoluto
(*P<0,05, Tabela 8) porém, menores valores de LFnu ainda foram observados para
ratos LA (LFnu: C: 49+4 vs. LA: 33%0,5, 'P<0,05, Tabela 8). Curiosamente, ap6s a
inibicdo da nNOS no PVN, ratos LA apresentaram maior HF absoluto ( C: 9+2,5 vs.
LA: 21+3 ms?, TP<0,05, Tabela 8) e, embora, o componente HFnu de ratos LA tenha
diminuido ap6s o N-Propyl no PVN, o valor encontrado no grupo LA ainda foi maior
que em animais C (C: 51+4 vs. LA: 67+0,5, 'P<0,05, Tabela 8). Contudo, a
microinjecao de N-Propyl no PVN, aboliu as diferencas de LF/HF e sensibilidade
do barorreflexo espontaneo, observada previamente entre animas C e LA.
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Tabela 8. Andlise espectral em ratos Wistar controle (tratados com agua) ou tratados com L-arginina:
Valores de variabilidade da presséo sistélica, variabilidade da frequéncia cardiaca e sensibilidade do
barorreflexo espontaneo antes da microinjecdo de N-Propyl no PVN (valores considerados basais) e
apo6s microinjecao de N-Propyl no PVN.

Antes do N-Propyl Apo6s N-Propyl
no PVN no PVN
Controle L-arginina Controle L-arginina
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

PAS
Variancia (mmHg®) 13+2 9+3 22+1,5* 11+0,6"
LF (mmHg®) 50,7 2+ 0,5 61 4+0,3
IP
Variancia (ms?) 16+1 21+2% 22+0,5* 18+0,5
LF (ms?) 5+1 3+0,6 8+1,5 9+3*
LFnu 42+5 24+4* 49+4 33+0,5"
HF (ms®) 60,8 11+4 9+2,5 21+3"
HFnu 5845 76+4* 51+4 67+0,5"
Razao LF/HF 0,9+0,2 0,3+0,1* 0,8+0,1 0,6+0,1
SBR
Ganho total 1,4+0,1 2,3+0,2* 1,1+0,1 1,3+0,3"
Ganho up 1,60,2 2,6+0,3* 1,3+0,1 1,3+0,3"
Ganho down 1,3+0,1 2+0,2* 1,2+0,1 1,5+0,2

PAS: presséo arterial sistélica; LF: baixa frequéncia; IP: intervalo de pulso; HF: alta frequéncia; SBR:
sensibilidade do barorreflexo espontaneo; Unidade métrica dos ganhos da SBR: ms/mmHg. Valores
analisados por Anova Two Way, post hoc Bonferroni e representados em médias + erro padrdo. n é o
numero de ratos em cada grupo. Significancias adotadas: * p<0,05 vs. Controle (Antes do N-Propyl no
PVN), ¥ p<0,05 vs. L-arginina (Antes do N-Propyl no PVN) e T p<0,05 vs. Controle (Apos N-Propyl no
PVN).
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A Figura 24A representa a barocurva de ratos C e LA antes da
microinjecdo de N-Propyl no PVN e a Figura 24B demonstra o melhor ganho
barorreflexo para animais LA (*P<0,05), evidenciado através de diferencas
estatisticas (*P<0,05, Tabela 9) para os seguintes parametros cardiovasculares:
Plat6 inferior (C: 29617 vs. LA: 269+4 b/min) e superior (C: 39746 vs. LA: 444164
b/min), range de FC (C: 101+11 vs. LA: 175+8 b/min) e ganho maximo de
sensibilidade (C: -2,7+0,1 vs. LA: -3,6£0,2 b/min/mmHg). A microinjecdo de N-Propyl
no PVN alterou os parametros das barocurvas de ratos C e LA (*P<0,05, Figura
24C) diminuindo portanto o ganho barorreflexo de ambos os grupos (*P<0,05,
Figura 24D) através da atenuacdo do ganho maximo de sensibilidade para ratos LA
(*P<0,05, Tabela 9), menor valor de platd superior (“P<0,05, Tabela 9) e diminui¢do
do range de FC (“P<0,05, Tabela 9).
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Figura 24: Participagcdo da nNOS no controle barorreflexo pelo PVN apds 4 semanas de
suplementacdo oral de L-arginina. Em (A, C): Curvas sigmoides representando a relagdo entre
pressao arterial média (PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, b/min) durante o disparo dos
barorreceptores antes e apés a microinjecdo bilateral de N-Propyl no PVN de ratos controles (n=8) e
tratados com L-arginina (n=6). Em (B, D): Altera¢c6es de ganho barorreflexo em diferentes niveis de
PAM. Valores analisados por Anova Two Way, post hoc Bonferroni. Significancia adotada: * P<0,05)
vs. Controle. Os parametros utilizados para a construcdo das barocurvas assim como as analises
estatisticas estao descritas na Tabela 9.
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Tabela 9. Controle barorreflexo da frequéncia cardiaca e parametros das barocurvas de ratos
controle (tratados com &gua) ou tratados 4 semanas com L-arginina e submetidos a microinje¢éo
bilateral de inibidor de NNOS no PVN.

Antes do N-Propyl Ap6s N-Propyl
no PVN no PVN
Grupos: Controle L-arginina Controle L-arginina
(n=8) (n=6) (n=8) (n=6)
Platd inferior (b/min) 296+7 269+4* 3055 292+8
Platd superior (b/min) 3976 444+6* 39344 376x+14"
Range da FC (b/min) 101+11 175+8* 8816 84+11"
BP50 (mmHg) 11746 111+1 11946 12048

Ganho maximo de
sensibilidade -2,7+0,1 -3,620,2* -1,5+0,1* -2,1+0,4"
(b/min/mmHg)

Valores analisados por Anova Two Way, post hoc Bonferroni e representados em média + erro
padrdo. n é o numero de ratos em cada grupo. Significancias adotadas: * p<0,05 vs. Controle (Antes
do N-Propyl no PVN), #p<0,05 vs. L-arginina (Antes do N-Propyl no PVN).
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A Figura 25A representa as alteracdes de PAM e FC durante o teste
barorreflexo realizado antes e apds a microinjecao bilateral de L-arginina no PVN de
ratos C (*P<0,05, Tabela 10). A Figura 25B evidencia que a microinjecado de L-
arginina no PVN de ratos C melhorou o ganho maximo de sensibilidade (antes da LA
no PVN: -2,97+0,2 vs. apos LA no PVN: -4,05+0,2 b/min/mmHg,*P<0,05, Tabela 10)
devido principalmente a diminuicdo do platd inferior (antes da LA no PVN: 291+11
vs. apos LA no PVN: 26614 b/min,*P<0,05, Tabela 10).

Controle barorreflexo antes e apds microinjecdo de L-arginina no PVN
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Figura 25: Efeitos da L-arginina (LA) no controle barorreflexo pelo PVN. Em (A): Curvas sigmoides
representando a relacao entre presséo arterial média (PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, b/min)
durante o disparo dos barorreceptores antes e ap0s a microinjecdo de L-arginina no PVN de ratos
controles (n=7). Em (B): Alteragbes de ganho barorreflexo em diferentes niveis de PAM. Valores
analisados por Student T Teste, pareado. SignificAncia adotada: * P<0,05 vs. Antes da LA no PVN.
Os parametros utilizados para a constru¢éo das barocurvas assim como as analises estatisticas estdo
descritas na Tabela 10.

Tabela 10. Controle barorreflexo da frequéncia cardiaca e pardmetros utilizados para construgdo das
barocurvas de ratos Wistar antes e apds a microinje¢ao bilateral de L-arginina no PVN.

Controle Antes da L-arginina Apds L-arginina
(n=7) no PVN no PVN
Platé inferior (b/min) 291411 266+4*
Platdé superior (b/min) 43915 458+16
Range da FC (b/min) 148+11 192+12
BPS0 (mmHg) 11132 11042
Ganho maximo de sensibilidade
(b/min/mmHg) -2,97+0,2 -4,05+0,2*

Valores analisados por Student T test, pareado e representados em média + erro padrdo. n € o
namero de ratos no grupo. SignificAncias adotadas: * p<0,05 vs. Antes da L-arginina no PVN.



Todos os sitios de microinje¢cdo no PVN dos animais do

foram confirmadas e apresentadas na Figura 26.
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estudo 3

Figura 26: Localizagdo dos sitios de microinjecdo bilateral no PVN de animais do estudo 3.
Marcacdes bilaterais dos sitios de microinjecdo no PVN de ratos que receberam salina 0,9% ou N-
Propyl no PVN e de ratos que foram submetidos ao teste de barorreflexo antes e apds microinjecédo
de N-Propyl ou L-arginina no PVN (n total=45 ratos). (3V): terceiro ventriculo, (f): fornix, (AH): area
hipotalamica anterior, (PaMP: nucleo paraventricular do hipotalamo-parte parvocelular medial),

(PaPo): nucleo paraventricular do hipotalamo-parte parvocelular posterior).
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A suplementacdo oral de L-arginina contribuiu ainda para maiores
niveis de nitrito no PVN (C: 5+0,8 vs. LA: 10£3 uM, Figura 27A, *P<0,05), nos rins
(C: 7£1,4 vs. LA: 18+3 uM, Figura 27C, *P<0,05) e aorta torécica (C: 3,8+0,6 vs. LA:
12+3 uM, Figura 27D, *P<0,05) sem modificar os niveis de NO do coracédo (P>0,05,
Figura 27B) e plasma (P>0,05, Figura 27E).
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Figura 27: Niveis de nitrito em diferentes tecidos de ratos controle (tratados com &gua) ou tratados
(via oral) durante 4 semanas com L-arginina. Em (A): Concentracdes de nitrito no PVN (uM)
(Controle: n=9; L-arginina: n=6); em (B): Concentrac¢des de nitrito no coracdo (uM) (Controle: n=10; L-
arginina: n=10); em (C): Concentracdes renais de nitrito (uM) (Controle: n=6; L-arginina: n=8); em (D):
Concentragbes de nitrito em aorta toracica (uM) (Controle: n=7; L-arginina: n=7) e em (E):
Concentragcbes de nitrito no plasma (uM) (Controle: n=6; L-arginina: n=6) Valores analisados por
Student T Teste, ndo pareado e representados por médias + erro padrdo. SignificAncias adotadas: *
P<0,05 vs. Controle.
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Por ultimo, na Figura 28 € possivel notar que ndo houve diferenca
na relacdo coracaol/tibia entre os grupos avaliados (C: 0,3+0,009 vs. LA: 0,31£0,01
g/cm, P>0,05).

Portanto, as respostas cardiovasculares observadas no estudo 3
foram, em partes, devido a alteracdes autondmicas e nao estruturais do coracéo.
Apesar disso, novos estudos devem ser conduzidos para melhor elucidar os efeitos
da suplementacdo de L-arginina sob aspectos morfofuncionais do sistema

cardiovascular de ratos normotensos.
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Figura 28: Efeitos da suplementacao de L-arginina em paradmetros corporais periféricos. Em (A) Peso
absoluto de coracéo (g), (B) Comprimento da tibia (cm), (C) Relagdo coragao/tibia (g/cm) de animais
Controle (tratados com &gua, n=6) ou tratados com L-arginina (n=6) submetidos a microinjecao
bilateral de N-Propyl no PVN. Nivel de significAncia adotado: P<0,05, Student T teste, ndo pareado.
Sem diferencas estatisticas entre os grupos avaliados.
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5 DISCUSSAO

51 ESTUDO 1: PAPEL MODULATORIO DA nNOS DO NUCLEO
PARAVENTRICULAR DO HIPOTALAMO SOBRE O CONTROLE BARORREFLEXO
DE RATOS TREINADOS POR NATAGCAO.

O propdsito deste trabalho foi avaliar o papel da enzima nNOS no
PVN e os possiveis mecanismos de acao no controle autonémico cardiovascular em
ratos submetidos a treinamento fisico de natacédo. Testes de barorreflexo associados
a microinjecdo de inibidor da nNOS no PVN foram conduzidos para evidenciar a
participagcdo da nNOS no controle cardiovascular de ratos treinados por natacao.
Algumas andlises de composicdo corporal foram efetuadas para caracterizar o
treinamento fisico proprosto, assim como, investigar a possivel participacdo de
parametros periféricos no controle cardiovascular. Além disso, analises quantitativas
de nitrito, imunohistoquimica e expressao génica de nNOS foram realizadas na
tentativa de comprovar o papel relevante do NO para o controle cardiovascular apos
exercicio. De fato, os dados encontrados neste trabalho sugerem que o treinamento
de natacdo pode provocar alteracdes na biodisponibilidade de NO dentro do PVN,
causando adaptacdes no controle barorelexo via nNOS.

A natacdo tém sido utilizada como importante ferramenta
metodoldgica para investigacdes de composicdo corporal (Wilterdink et al., 1993),
metabolismo energético (Afonso et al., 2003) e fun¢bes cardiovasculares em animais
(Martins-Pinge et al., 2005, Barretti et al., 2012). No presente estudo, ap6s 4
semanas de treinamento de natacao, ratos T apresentaram menor ganho de peso
corporal comparado aos S, sem alteracfes significativas no crescimento corporal
(distancia naso-anal), corroborando com achados prévios (Raquel et al., 2013). Além
disso, a natacdo foi eficiente para provocar algumas alteracbes de composicéo
corporal, tais como: diminuicdo de tecido adiposo (perigonadal e retroperitoneal) e
aumento do peso relativo do coracdo, confirmando dados da literatura que apontam
perda de tecido adiposo (Wilterdink et al., 1993) e hipertrofia cardiaca fisiol6gica
(Medeiros et al., 2004, Fernandes et al., 2015) apos treinamento fisico aquatico.

Neste estudo, as glandulas adrenais ndo estavam aumentadas em
ratos T, dando indicios que a natacdo foi uma intervencdo segura e que
provavelmente ndo causou estresse crbnico em repouso nos animais. Assim,

podemos inferir que as diferencas observadas no controle cardiovascular, ndo estao


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barretti%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23077501
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relacionadas com o estresse do exercicio, mas, por seus efeitos benéficos a funcao
cardiaca. Além disso, em outro estudo do nosso grupo foi observado que os niveis
de corticosterona durante o repouso nao eram diferentes entre animais S e T
(Raquel et al., 2013).

Sabe-se que a pratica de exercicio fisico aer6bio em intensidade
moderada melhora a regulacéo do controle cardiovascular devido a menor influéncia
auton6mica simpatica (Sant'/Ana et al., 2011), aumento da atividade vagal (Medeiros
et al., 2004) e principalmente por adaptacdes em areas cerebrais envolvidas na
regulacéo central da PA (Martins-Pinge, 2011).

Nesse sentido, o NO também é conhecido por sua participacéo
momento-a-momento no controle cardiovascular devido a sua atuacdo como
neuromodulador em diferentes sindpses (excitatorias e inibitérias) o que amplia
ainda mais essa complexa rede de comunicagao neural (Zhang et al., 1998, Horn et
al., 1994). Dados prévios apontam (Mastelari et al., 2011) que o NO dentro do PVN é
um importante neuromodulador da atividade simpatica apds exercicio fisico, mas,
até o momento, ainda ndo existia evidéncia demonstrando o papel especifico da
NNOS no controle barorreflexo de ratos treinados por natacao.

Achados deste estudo confirmam dados prévios (Raquel et al, 2016,
Medeiros et al., 2004, Sant'Ana et al., 2011) que também observaram bradicardia em
repouso apods protocolo de treinamento de natacdo. Alguns autores (Smith et al.,
1989, Hassan, 1991) atribuem esse efeito ao aumento do ténus vagal associado
com uma reducdo no tbnus simpético cardiaco, sendo considerado um importante
marcador fisiol6gico da eficacia do treinamento fisico para a satde cardiovascular.

O N-Propyl tem sido utilizado como inibidor seletivo para nNOS
(Busnardo et al., 2010). Neste estudo, a administracdo desta droga no PVN causou
resposta pressorica e taquicardica em animais S e T, embora maiores valores foram
observados no grupo T. Como a administracdo de salina 0,9% no PVN nao causou
mudancas significativas na PAM e FC dos animais, € possivel atribuir ao N-Propyl as
respostas cardiovasculares observadas e principalmente ao papel simpatoinibitorio
da nNOS no PVN de ratos T.

No hipotalamo, populacdes restritas de neurdnios endocrinos e pre-
autondmicos séo capazes de ativar a nNOS e induzir a formacdo de NO, o qual tem
alta habilidade de difundir-se afetando a atividade paracrina de células (Wood e

Garthwaite, 1994). Estudos tem relacionado a atividade da nNOS com a regulacao
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autondmica e balanco de fluidos em estados fisiolégicos e também patoldgicos tal
como insuficiéncia cardiaca (Wang et al., 2005), hipovolemia (Ueta et al., 1998) e
hipotensdo (Krukoff et al., 1997). Vérios estudos reportaram acédo inibitéria para o
NO do PVN através da diminuicdo da atividade simpatica para a periferia (Horn et
al., 1994, Li et al., 2001, Zhang et al., 1997). No entanto, um trabalho aponta para
efeitos excitatérios do NO no PVN, onde as respostas cardiovasculares induzidas
por L-glutamato envolve uma producao local de NO e ativacdo da guanilato ciclase
(Busnardo et al., 2010).

Nessa perspectiva, 0 GABA é tido como o neurotransmissor inibitério
mais abundante dentro do PVN (Decavel e Van den Pol, 1990), assim, acredita-se
gue sua acao promova simpatoinibicdo (Martin et al., 1991). Estudo de Zhang e
Patel (1998) evidenciou que no PVN as acdes inibitdrias do NO para regular a ANS
renal sdo mediadas pela ativacéo local de neurdénios GABAérgicos. Por outro lado, Li
e colaboradores, (2003) reportaram que neurdnios pré-autondmicos do PVN
conectam-se com o NTS e a area RVLM, e quanto maior a disponibilidade de NO
mais extensa € a ac¢ao inibitoria.

Nossos dados de imunohistoquimica do estudo 1 indicaram maior
prevaléncia da marcacdo de nNOS para neurbnios pré-autonémicos parvocelulares
localizados na regido medial e posterior do PVN de ratos T, e somado a isso, houve
maior expressao génica de nNOS e niveis de nitrito no PVN de ratos T por natacao.
Esses dados revelam que o aumento do NO dentro do PVN pode envolver
mecanismos de acdo de vias neuronais aferentes ou eferentes que contribuem
significativamente para a manutenc¢ao do tonus simpatico apds exercicio.

No estudo 1, apds a inibicdo da nNOS dentro do PVN, ratos T
apresentaram um déficit no controle autonémico cardiovascular. Dados prévios (de
Abreu et al., 2009, Mastelari et al., 2012) envolvendo 0 mesmo protocolo de natacéo
observaram a participacdo do PVN e NO na modulagdo da variabilidade da FC
através de um aumento do componente parasimpatico e diminuicdo do simpético
apOs exercicio fisico. Os achados do estudo 1 confirmam esses dados e
acrescentam que ratos T por natacdo apresentam melhor barorreflexo espontéaneo
devido a sua eficacia para responder com bradicardia (ganho up) aos aumentos de
PA e taquicardia (ganho down) as diminuicdes de PA.

No presente estudo, também foi observado que a microinjecdo de N-

Propyl dentro do PVN de ratos T aumentou os valores de LF (absoluto e



81

normalizado) e diminuiu o valor de HFnu, causando, portanto, o aumento do
componente simpético e diminuicdo do parasimpatico na variabilidade da FC. Além
disso, apos a microinjecao de N-Propyl no PVN, houve a diminuicdo da variancia na
analise da variabilidade de FC e a razdo simpato-vagal permaneceu similar entre os
grupos S e T. Sendo assim, em geral, os dados do estudo 1 apontam para a nNOS
do PVN um importante papel para a melhora do controle autonémico cardiovascular
observado em ratos T por natacao.

Embora estudos tenham demonstrado que a pratica de exercicio
fisico promove mudangas benéficas ao controle barorreflexo (Krieger et al., 1998,
Brum et al., 2000) e melhora a ag¢do simpatoinibitéria em animais com faléncia
cardiaca (Zheng et al., 2005, Wang et al., 2005), ainda ndo existia na literatura
cientifica dados funcionais e moleculares associando a nNOS do PVN ao controle
barorreflexo em ratos T por natagéo.

Estudo recente (Raquel et al., 2016) demonstrou que a natacdo é
capaz de melhorar o controle barorreflexo de ratos normotensos. Os dados
encontrados aqui no estudo 1 sobre barorreflexo e exercicio fisico mostram que a
inibicdo da nNOS do PVN em ratos T atenua tanto respostas de ganho barorreflexo
como parametros de sensibilidade do barorreflexo espontéaneo (ganho total e ganho
down).

Estudos mais antigos (Ricardo e Koh, 1978, McKellar e Loewy, et al.,
1981, Swanson e Sawchenko, 1983) ja revelaram que a ativacdo dos
barorreceptores é capaz de disparar atividade neuronal tanto para o NTS como para
o PVN, os quais, estdo direta ou indiretamente conectados e contribuem para a
homeostase do controle cardiovascular. Marcacbes de imunohistoquimica
comprovam que terminais axonais de neurbnios do NTS localizados na borda
externa do PVN estdo muito proximos do corpo celular de interneurénios
GABAérgicos que sdo sinapticamente conectados com neur6nios parvocelulares do
PVN (Watkins et al., 2009). Além disso, Affleck et al., (2012) destacou a existéncia
de outra via aferente do NTS para o PVN, na qual, a ativacdo de interneurdnios
NNOS na borda externa do PVN € capaz de liberar NO e estimular diretamente uma
populacdo de neurdnios parvocelulares pré-simpaticos do PVN que por sua vez,
afetam direta ou indiretamente a atividade de interneurbnios GABAérgicos.

Contudo, considerando que o0 exercicio aerébio melhora a

sensibilidade do ganho Barorreceptor aértico (Brum et al., 2000) e que a natacéo
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realizada no estudo 1 aumentou os niveis de NO dentro do PVN potencializando o
efeito simpatoinibitério via NNOS, acredita-se que a atenuacédo do barorreflexo apés
N-Propyl no PVN ocorreu devido a mudancas centrais no controle reflexo. Porém,
ndo podemos descartar que componentes periféricos também podem estar
envolvidos nesse disparo dos barorreceptores e controle cardiovascular espontaneo.
Sendo assim, os dados apresentados no estudo 1 abrem novas possibilidades de
investigacdo sobre os efeitos do exercicio fisico para o controle barorreflexo em
individuos normotensos e até mesmo para populacdes especiais como obesos,

idosos, diabéticos e hipertensos.

5.2 ESTUDO 2: INIBICAO DA nNOS DO NUCLEO PARAVENTRICULAR DO
HIPOTALAMO ALTERA O CONTROLE AUTONOMICO CARDIOVASCULAR DE
RATOS SUBMETIDOS AO TREINAMENTO EM ESTEIRA.

Ja estd bem estabelecido que a pratica de exercicio aerdbio melhora
a modulacdo autonbmica tanto de ratos normotensos (Sant'‘Ana et al.,, 2011,
Mastelari et al., 2011) como hipertensos (Masson et al., 2014, Brum et al., 2000).
Entretanto, ainda é incerto se os efeitos autondmicos observados apds treinamento
de natacao diferem dos realizados em esteira.

Fernandes e colaboradores, (2015) evidenciaram que ambos os
treinamentos sao eficientes para a promocéo de remodelamento cardiaco fisiologico,
porém, os autores dicutem apenas a participacdo de fatores biomoleculares
(microRNAS) e ndo autonémicos. Sendo assim, considerando a escassez de dados
na literatura que comparam os efeitos da natacdo e da corrida, o presente estudo
teve como proposito verificar se o treinamento de corrida provoca alteracoes
similares ou distintas ao protocolo de natacdo sob a modulacdo autondémica. Por
este motivo, analises semelhantes ao estudo 1 foram conduzidas.

Sabemos que as adaptacdes fisioldégicas no sistema cardiovascular
(Brum et al., 2004) advindas da pratica de exercicio fisico sdo acompanhadas de
modificacdes do metabolismo energético (Morvan et al., 2013). Nossos resultados
corroboram com dados prévios que também observaram apoOs protocolo de
treinamento em esteira, menor ganho de peso corporal para ratos T em relagédo aos
S (Moraska et al., 2000) e diminui¢ao de tecido adiposo retroperitoneal e perigonadal

(Applegate et al.,1982). Ao final do protocolo de corrida, houve ainda aumento do
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peso cardiaco e de musculos esqueléticos (séleo e gastrocnémio), o que esta
intimamente relacionado com hipertrofia cardiaca (Brum et al., 2004) e hipertrofia
muscular esquelética (Moraska et al., 2000, Applegate et al.,1982).

Ratos T em esteira apresentaram também melhor desempenho
fisico, assim como observado em estudos prévios (Higa et al., 2009, Moraska et al.,
2000). Alguns autores observaram hipertrofia de glandulas adrenais ap6s 8 semanas
de corrida em ratos Sprague-Dawley (Moraska et al., 2000), porém, em nosSsO
estudo, realizado com ratos da linhagem Wistar, ndo observamos alteracdes nessa
variavel. Esse achado divergente pode ter relagdo com as diferencas fisiol6gicas
entre as espécies utilizadas nos estudos. Apesar disso, consideramos eficaz o
treinamento realizado em esteira durante 8 semanas em animais do estudo 2, pois
provocou efeitos cardiovasculares positivos, sem indicios de estresse cronico.

A escolha de conduzir experimentos com animais acordados e
previamente treinados apresenta diversas dificuldades, entretanto, o uso de
anestesia poderia influenciar direta ou indiretamente o controle autondmico
cardiovascular (Franks e Lieb,1982, Jin et al., 2009). Entdo, uma relevancia deste
trabalho foi avaliar a participacdo da nNOS no controle cardiovascular pelo PVN em
animais treinados por esteira e ndo anestesiados. Os principais achados em ratos T
foram: bradicardia em repouso; diminuicdo do componente simpético normalizado;
aumento do componente parassimpatico absoluto e normalizado; e menor razéo
simpato-vagal nas analises de variabilidade da FC, configurando assim, maior saida
vagal para ratos T em esteira, dados estes que corroboram com achados prévios
(Negrao et al., 1992).

Evidéncias apontam aumento de PA, FC (Mastelari et al., 2011) e
ANS (Zhang et al., 1997) com a administracdo de L-NAME no PVN. No estudo 2,
assim como no estudo 1, a inibicdo da nNOS no PVN, provocou maior resposta
pressorica e taquicardica em ratos T que em animais S. Nossos achados vao de
encontro com observacfes prévias (Zhang e Patel., 1998, Bains e Ferguson, 1997).
Esses autores demonstraram que o NO oriundo da ativacdo de receptores NMDA,
pode aumentar a liberacdo de GABA em terminais pré-sinapticos dentro do PVN,
sugerindo um papel inibitério para o NO do PVN na saida simpéatica periférica.

No presente estudo, as maiores respostas pressoéricas e
taquicardicas notadas em animais T apds a microinjecdo de N-Propyl no PVN foram

acompanhadas por um aumento do componente simpatico absoluto, embora, menor
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valor de LFnu tenha sido observado. Curiosamente, em animais T, a inibicdo da
NNOS no PVN provocou também um aumento do componente parassimpatico
absoluto. Possivelmente, esse efeito pode ter sido em resposta a maior
vasoconstricao periférica provocada pelo N-Propyl ou pela combinacdo de efeitos
hemodinamicos, hormonais ou de substancias vasoativas que aumentaram o retorno
Venoso para o0 coragdo acionando assim, uma nova via aferente de controle
cardiovascular. Respostas semelhantes foram encontradas por Mastelari et al.,
(2011) apds a microinjecdo de L-NAME no PVN de ratos T, e os autores atribuem
esses efeitos & perda de neurotransmisséo nitrérgica no PVN o qual modula
diretamente a funcéo autondémica.

No presente trabalho, animais T em esteira apresentaram maior
ganho do barorreflexo, assim como ratos treinados por natacdo (Raquel et al., 2016).
Em geral, o exercicio induz plasticidade neuronal em centros responsaveis pelo
controle autondmico cardiovascular (Michelini e Stern, 2009, Michelini et al., 2015).
Sendo assim, no estudo 2, a génese da melhora do barorreflexo apés treinamento
de corrida pode estar relacionada com alterac6es do controle autonémico (aumento
da modulacdo parassimpatica e diminuicdo simpatica) (Brum et al., 2000, De Abreu
et al., 2009) e a melhora da sensibilidade do barorreflexo espontaneo. Além disso,
como todas as respostas espontaneas de barorreflexo em ratos T em esteira foram
abolidas ap6s administracdo de N-Propyl no PVN, atribuimos também a nNOS do
PVN os efeitos positivos observados na modulacdo do barorreflexo apoés corrida.

Alguns autores (Stern et al., 2003, Horn et al., 1994) sugerem que no
PVN, o NO atua como neuromodulador de sinapses que regulam funcdes
enddcrinas e autondmicas do sistema cardiovascular. Outros apontam que a pratica
de exercicio fisico melhora o mecanismo de acdo do NO dentro do PVN
proporcionando alteracbes da ANS em ratos com faléncia cardiaca (Zheng et al.,
2005). Nossos achados moleculares confirmam que o exercicio fisico pode alterar a
biodisponibilidade de NO dentro do PVN e influenciar a modulacdo autonémica.

A corrida, assim como a natagao, proporcinou aumento do nitrito e
expressao génica de nNOS no PVN. Além disso, em ratos T em esteira, houve maior
guantidade de marcacdo NnNOS em neurdnios parvocelulares da regiao ventro
medial e posterior do PVN comparado com animais S. Juntas, essas informagdes

consolidam nossos achados funcionais e comprovam que o treinamento de corrida
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para ratos normotensos pode ser tdo eficiente como a natagdo em promover
melhora da atividade simpética inibitoria pelo PVN via nNOS.

Portanto, as analises quantitativas e qualitativas apresentadas nos
estudos 1 e 2 deste trabalho comprovam que a realizacdo de exercicio fisico
aerdbico (natacdo ou esteira) é capaz de modular o sistema cardiovascular e o NO
derivado da enzima nNOS do PVN que tem papel relevante no controle barorreflexo.

Embora no presente estudo ambos os protocolos de treinamento
(natacdo e esteira) demonstraram ser benéficos ao sistema cardiovascular, parece
relevante que novas investigacbes busquem também comparar outras variaveis
envolvidas nos efeitos fisiolégicos desses exercicios. A escolha do protocolo
experimental de exercicio mais adequado para cada populacdo podera atender
melhor as necessidades de cada modelo animal e assim melhorar a capacidade

fisica deles, ou até mesmo reverter determinados aspectos patofisioldgicos.

5.3 ESTUDO 3: EFEITOS DA SUPLEMENTACAO ORAL COM L-ARGININA NA
MODULACAO CARDIOVASCULAR PELO NUCLEO PARAVENTRICULAR DO
HIPOTALAMO.

O estudo 3 teve como propdsito investigar os efeitos da
suplementacdo com L-arginina na modulacdo cardiovascular pelo PVN e avaliar o
papel funcional da nNOS no controle cardiovascular em animais suplementados.
Associado a isso, foram realizadas dosagens de nitrito no PVN, coracgdo, plasma,
aorta toracica e rim para evidenciar os niveis de NO presente nesses tecidos e
esclarecer possiveis relacdes com os efeitos cardiovasculares observados.

Os principais achados em ratos suplementados com L-arginina
foram: 1) Bradicardia de repouso sem alteracées na PAM; 2) Aumento dos niveis de
nitrito no PVN e aorta toracica; 3) Maior resposta pressora e taquicardica apdés
inibicdo da NnNOS no PVN; 4) Menor modulacao simpatica da PAS; 5) Diminuicdo da
modulacdo simpatica e aumento da parassimpatica na variabilidade da FC; 6) Menor
balanco simpatovagal; 7) Niveis de nitrito cardiaco e plasmatico inalterados.

Outros estudos ja evidenciaram beneficios da suplementagéo de L-
arginina para a saude cardiovascular de popula¢gdes saudaveis (Blum et al., 2000),
cardiopatas (Boger e Ron., 2005), hipertensas (Lekakis et al., 2002) e diabéticas
(Piatti et al., 2001). Contudo, ainda ndo havia trabalho associando os efeitos da
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suplementacdo com L-arginina sob o SNC e o0s possiveis beneficios
cardiovasculares para animais saudaveis. Assim, este estudo realizado com ratos
normotensos, permitiu identificar algumas das diversas variaveis que possivelmente
estdo envolvidas no controle cardiovascular apés suplementacdo com L-arginina.

A utilizagdo de L-arginina 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).
Em geral, doencas enddcrino-metabdlicas e do sistema cardiovascular estédo
relacionadas com déficits na producédo ou biodisponibilidade de NO, e o uso de L-
arginina, tem ajudado no controle de doenca arterial coronariana (Lucotti et al.,
2009), hipertenséao arterial (Palloshi et al., 2004), aterosclerose (Siasos et al., 2007)
e diabetes Mellitus (Lucotti et al., 2006).

Normalmente os beneficios advindos da suplementagdo com L-
arginina relacionam-se com a restauracao da funcéo endotelial, pois, o NO regula a
atividade de células musculares lisas vasculares e também age no controle da
agregacao plaquetaria (Hambrecht et al., 2000; Adams et al., 1997). Assim, esse gas
participa da manutencédo do tonus vascular facilitando a vasodilatagdo, melhorando o
aporte sanguineo e a efetividade vascular (Moncada et al.,1991).Por outro lado, no
SNC o NO também pode atuar como importante neuromodulador de sinapses
excitatérias e inibitorias, e seus efeitos em areas especificas como o NTS, a RVLM e
o PVN pode colaborar para aumentar ainda mais as redes neurais que controlam o
sistema cardiovascular (Horn et al.,1994).

Além de atuar como vasodilatodor (Furchgott et al., 1984) e
neuromodulador (Paakkari e Lindsberg, 1995), ha ainda indicios que as a¢6es do
NO influenciam a atividade muscular (Silveira et al., 2003, Balon e Nadler, 1994) e o
metabolismo lipidico (Ribieri et al., 1996, Gaudiot et al., 1998). Gaudiot e
colaboradores, (1998) em uma investigacdo in vitro, sugerem que o NO pode tanto
ativar como inibir a lipolise por vias moleculares distintas. Neste estudo, ndo houve
diferenca no peso corporal dos animais apds periodo de suplementacao, entretanto,
foram evidenciados menores valores relativos de tecido adiposo perigonadal e
retroperitoneal em animais LA. Este dado nos sinaliza um possivel aumento da
lipdlise e demonstra que de fato o NO pode ser importante ha modulagéo do tecido
adiposo branco. Apesar disso, necessita-se de outros estudos mais detalhados para

melhor esclarecer tais achados.
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Alguns autores (Kanaley, 2008, Collier et al., 2005) relatam que a
suplementacdo de arginina é eficaz para estimular a secrecdo de hormoénio do
crescimento (GH), pois atua na inibicdo da somatostatina, a qual inibe a secrec¢édo do
GH (Ghigo et al., 1991). Apesar disso, os achados do presente estudo, confirmam
dados prévios de Chiyoda e colaboradores, (2009) que também n&o observaram
alteracdo de comprimento (distancia naso-anal) entre animais C e LA apos 4
semanas de suplementacéo.

Em contrapartida, sabe-se também que a administracdo de L-
arginina isolada pode alterar a biodisponibilidade de NO dentro do musculo
esquelético, favorecendo o aporte sanguineo muscular (Balon e Nadler,1994).
Nesse sentido, Valgas da Silva e colaboradores, (2015) apontam que a melhoria do
desempenho fisico apds a suplementacdo com L-arginina est4 associada com a
ativacao de vias de sinalizacdo do NO dentro do musculo gastrocnémio. No presente
estudo, ratos LA apresentaram maior peso relativo de musculo gastrocnémio apés 4
semanas de suplementacdo com LA. Embora esse achado seja subjetivo, nos indica
que a suplementacao de L-arginina pode ter contribuido para a maior disponibilidade
de aminoacido facilitando assim, a sintese protéica e hipertrofia muscular.
Entretanto, sdo dados preliminares e necessitam investigacdo mais especifica.

Contudo, vale ressaltar que todos os dados apresentados aqui sobre
composicao corporal de ratos normotensos apdos suplementacao de L-arginina ainda
sdo prematuros e ha necessidade de novos estudos para maiores esclarecimentos
acerca destes e outros efeitos da arginina na composicao corporal, ja que os dados
presentes na literatura ainda sdo muito inconsistentes para comparacoes.

Embora a sintese de NO seja relevante para a homeostase dos
sistemas corporais, alguns fatores como captacdo e disponibilidade de L-arginina
podem ser limitantes para a sua producéo (Bdger, 2007) e por isso, o acréscimo de
L-arginina na dieta tém sido utilizado como aliado para favorecer a sintese de NO
(Siasos et al., 2007, Lucotti et al., 2009,). Alguns investigadores apontam ainda
efeitos benéficos para a suplementacdo com L-arginina tal como os proporcionados
pela pratica de exercicio fisico, a qual € conhecida por aumentar a producdo de NO
devido ao “shear stress” (Puga et al., 2011, Hambrecht et al., 2000).

Nesse sentido, os resultados basais (PAM e FC) de ratos LA

apresentados aqui foram similares aos observados previamente em estudo que
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evidenciou bradicardia em repouso, sem alteracdes na PAM, em ratos saudaveis
submetidos ao protocolo de 4 semanas de natacao (Raquel et al., 2016). Assim, os
dados atuais demonstram que a suplementacdo com L-arginina pode ser téo
benéfica como o exercicio fisico para efeitos cardiovasculares tonicos.

InvestigagBes de imunohistoquimica (Watkins et al., 2009) sugerem
que neurdnios do NTS com terminais axonicos localizados na borda do PVN podem
atuar via nNOS sob interneurénios GABA que estdo conectados diretamente com
neurénios pré-simpaticos do PVN. Assim, acredita-se que quanto maior for a
atividade da nNOS maior sera a liberagcdo de GABA e consequentemente, menor a
saida simpatica periférica pelo PVN (Watkins et al., 2009).

No presente estudo observamos que a microinjecdo bilateral de um
inibidor seletivo da nNOS dentro do PVN provocou maiores respostas pressoricas e
taquicardicas em ratos LA. Associado a isso, maiores concentragdes de nitrito foram
encontradas no PVN de animais LA. Juntos, esses dados revelam que de fato a
suplementacdo com L-arginina aumentou o0s niveis de NO dentro do PVN
proporcionando assim, maior efeito simpatoinibitorio.

Outros estudos também sugerem que o NO do PVN diminui a
atividade simpatica para a periferia (Horn et al.,1994, Zhang et al.,1997, Li et al.,
2003). Os dados basais de analise espectral apresentados aqui corroboram com as
demais evidéncias. Foi observado em animais LA, diminuicdo do tdnus simpatico
periférico e o aumento do tbnus parassimpatico cardiaco sendo que, a inibicdo da
NNOS no PVN prejudicou esses parametros e a modulagdo autondmica. Desta
forma, estes dados fortalecem ainda mais a hipétese sobre a participacdo do NO do
PVN na neuromodulacéo cardiovascular.

Sabemos que o PVN, juntamente com outras areas, é responsavel
pela manutencdo da atividade simpdética renal (LU et al., 1994, Ohta et al., 1993,
Schramm et al.,, 1993). Estudo demonstrou que a microinjecdo de um agonista
GABA (Muscimol) no PVN diminuiu a ANS renal e a PA, enquanto a injecdo de um
antagonista GABA, (Bicuculina) aumentou essas respostas (Horn et al.,, 1994).
Outros pesquisadores observaram que inibidores da NOS (L-NAME e L-NMMA) no
PVN provocaram aumento da ANS renal (Yang et al., 2004). Somado a isso, foi
evidenciado que baixos niveis de NO no PVN contribuem para a elevacdo da ANS

em situacdes patolégicas como faléncia cardiaca (Patel et al., 2016, Patel et al.,
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1996). Portanto, atualmente o NO do PVN tem sido intensamente indicado como
regulador da ANS, em especial, a renal (Zheng e Patel, 2016).

Corroborando os dados citados anteriormente, nossos achados
demonstraram que a suplementacdo com L-arginina aumentou 0s niveis de nitrito
renal. Sabemos que o rim é o 6rgdo priméario responsavel pela manutencdo da
concentragdo plasmatica de L-arginina (Aoki et al., 1976) e que em condi¢des
normais ou patoldgicas (hipertenséo ou faléncia 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). Somado a isso, Tseng e
colaboradores, (1996) através de marcacdes de imunohistoquimica evidenciaram
gue neurbénios NNOS da regido parvocelular do PVN fazem comunicacéo direta com
células renais.

Nesse sentido, no presente estudo, € possivel que os maiores niveis
de NO observados nos rins de animais LA, tenha contribuido para mudancas locais
no ténus vascular renal, pois, sabe-se que uma estimulacdo do nervo aferente renal
(NAR) aumenta a ANS, PA (Patel et al., 2016, Xu, et al., 2015) e a atividade de
neurénios do PVN (Solano-Flores et al., 1997). Desta forma, ndo podemos
negligenciar a hipotese de que o NO dos rins de animais LA poderia estar atuando
como neuromodulador local de atividades do NAR. Embora, esses resultados em
ratos LA apontem para uma possivel participacdo do NO renal na neuromodulagéo
da atividade simpatica pelo PVN, os dados ndo sdo conclusivos e outros
experimentos poderéo ser conduzidos para confirmar esse questionamento.

Os niveis aumentados de nitrito nas aortas toracicas de animais LA
parecem também ter contribuido para os efeitos cardiovasculares observados aqui.
Sabemos que na regulacao do tdnus vascular tanto estimulos quimicos como fisicos
sdo acionados e ativam a eNOS para a sintese e liberacdo de NO (Furchgott e
Zawadzki, 1980). Sabe-se que a forca fisica que o sangue exerce sobre a parede
vascular interna (shear stress) é o estimulo fisico mais expressivo para ativar a
producdo de NO via eNOS (Moncada,1997, Boo, 2006). Porém, a atividade dessa
enzima pode ser facilmente desregulada se houver mudancas de substratos ou co-
fatores (Boger, 2007). Considerando que a L-arginina é precursora do NO e que
houve aumento do NO na aorta toracica de animais LA, podemos deduzir que a
maior sintese e biodisponibilidade de NO vascular também pode ter contribuido para

os efeitos cardiovasculares observados no estudo 3.
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Neste contexto, no presente estudo a expectativa era que a
suplementacdo de LA também aumentasse os niveis de NO dentro do coragéo e
plasma, porém, os resultados de nitrito cardiaco e plasmatico inalterados para o
grupo LA foram inesperados. Apesar disso, como 0 peso cardiaco absoluto entre
animais C e LA foi semelhante aqui, acreditamos que os efeitos cardiovasculares
obtidos em animais LA (bradicardia de repouso, maior resposta pressoérica e
taquicardica com n-Propyl no PVN e melhora do barorreflexo) foram mediados
principalmente por alteracdes autonémicas no PVN via nNOS através da modulacao
da atividade simpatica. Trabalhos prévios realizados em homens (Adams et al.,
1995, Chin-Dusting et al., 1996) e em ratos saudaveis (Valgas da Silva et al., 2015)
também nao observaram alteracbes plasmaticas nos niveis de nitrito apos
suplementacdo oral com L-arginina. Entretanto, Adams e colaboradores (1995)
observaram em homens saudaveis, maiores niveis de L-arginina plasmatica apos 28
dias de suplementacéo.

Broer e colaboradores, (2000) identificaram em astrécitos um
importante transportador de aminoacidos que permite a transferéncia organizada e
intercelular de arginina e glutamina. Considerando que o cérebro produz um excesso
de glutamina, os autores defendem que uma troca de arginina contra a glutamina na
barreira hemato-encefélica seria capaz de mediar a oferta de arginina para o
cérebro, um mecanismo que poderia desempenhar um papel fisiolégico relevante na
producdo central de NO. Tendo em vista que animais LA apresentaram maior nivel
de nitrito no PVN e melhor ganho barorreflexo e que apds a microinjecdo de N-
Propyl no PVN houve atenuacao das respostas baroreflexas, podemos inferir que a
suplementacdo com L-arginina demonstrou ser estratégia funcional para melhorar a
producao e biodisponibilidade de NO via nNOS no PVN, contribuindo assim, para a
modulacdo autondmica de respostas cardiovasculares.

Sabe-se ainda que devido as suas caracteristicas de alta
difusibilidade, o NO é capaz de penetrar rapidamente no citoplasma celular e
provocar respostas diretas e precisas (Flora-Filho e Zilberstein, 2000). Nesse
sentido, alguns investigadores observaram que a administragéo de doadores de NO
dentro do PVN provoca alteracbes simpatoinibitérias imediatas em respostas
cardiovasculares (Horn et al., 1994, Li et al., 2004, Zhang et al., 1997, Martins-Pinge
et al., 2012). No presente estudo, a administragdo direta de L-arginina no PVN

também demonstrou ser estratégia funcional para a modulacdo positiva do
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barorreflexo, confirmando que central ou perifericamente a acdo da L-arginina
contribui para um melhor controle autondmico cardiovascular.

Portanto, os achados deste estudo permitem concluir que a
suplementacdo com L-arginina favoreceu a sintese de NO dentro do PVN e
contribuiu para uma melhor modulacdo autondémica do barorreflexo via nNOS.
Embora seja conhecido que a suplementacdo com L-arginina € indicada em
situacdes patologicas (Siasos et al., 2007, Lucotti et al., 2009, Palloshi et al., 2004,
Lucotti et al., 2006), os dados apresentados indicam que o protocolo realizado aqui
em animais normotensos e saudaveis proporcionou efeitos cardiovasculares
relevantes e positivos, assim como a pratica de exercicios fisicos. De qualquer
forma, torna-se necessario a realizacdo de novos estudos para outros
esclarecimentos acerca dos beneficios centrais e periféricos da suplementacdo com

L-arginina em diferentes populagdes.
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6 CONCLUSAO GERAL

Os achados deste trabalho permitem concluir que tanto os
treinamentos fisicos de natacdo ou esteira como a suplementacdo de L-arginina
foram efetivos para aumentar os niveis de NO do PVN através da enzima nNOS,
contribuindo para a melhora da modulagcédo autondmica e baroreflexa.

Embora a inibicdo da nNOS no PVN tenha alterado os parametros
cardiovasculares dos animais e que os efeitos observados ocorreram principalmente
devido a mudancas centrais no controle autonémico, ndo podemos descartar a
possivel participagdo de componentes periféricos nos achados aqui presentes.
Nesse sentido, os dados apresentados abrem novas perspectivas para
investigacdes futuras acerca dos efeitos benéficos do treinamento fisico ou
suplementacdo de oral com L-arginina no controle barorreflexo de populacdes

normotensas ou especiais como, hipertensos, diabéticos, idosos e obesos.
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ANEXO B: PROTOCOLO EXPERIMENTAL DE TREINAMENTO FISICO DE
CORRIDA EM ESTEIRA ELETRICA ADAPTADA PARA RATOS.




