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RESUMO

O objetivo deste estudo foi caracterizar um modelo de treinamento fisico para ratos,
usando parametros bioquimicos e composi¢ao corporal, e analisar a participacédo do
oxido nitrico (NO) na neurotransmisséo glutamatérgica da area rostroventrolateral do
Bulbo (RVLM) em ratos sedentarios e treinados. Foram utilizados dois grupos de
ratos Wistar; treinados (GTr) e sedentarios (Gsed), ambos com peso inicial de 220 a
250g. O protocolo de treinamento consistiu de 20 sessdes de natagao (1 hora/dia; 5
dias/semana). Em seguida as gorduras viscerais, glandulas adrenais, musculo so6leo
e coracado foram removidos e pesados. Ainda foram avaliados, em amostras de
sangue, 0s niveis plasmaticos de corticosterona, lactato e glicemia. Também foi
estimado o indice de massa corporal dos ratos. Depois da ultima sessao de natagao
foi feito teste baroreflexo com doses crescentes de fenilefrina e nitroprussiato de
sédio. Foram implantadas canulas-guia direcionadas a RVLM em ratos aleatérios
dos dois grupos e apos 3 dias de recuperagao foram implantadas canulas na artéria
e veia femoral para registro direto da pressao arterial (PA) e frequéncia cardiaca
(FC). Foram microinjetadas as seguintes drogas na RVLM durante o registro: L-
glutamato (5nmol/100nL), Carboxy-PTIO (scavenger de NO, 1nm/100nL), Dea
NONOate (doador de NO, 50nmol/100nL), Nw-Propyl-L-Arginina (inibidor da nNOS,
4nm/100nL), L-NAME (inibidor ndo seletivo da NOS 15nm/100nL) e 1400W (inibidor
da iNOS 2nm/100nL). Foi avaliada a expresséo génica da iINOS, eNOS e nNOS (por
real time qPCR). Foi observado menor valor de massa corporal e gordura visceral
em ratos do Gtr. J& os niveis plasmaticos de corticosterona, peso relativo das
glandulas adrenais e musculo séleo permaneceram inalterados. Foi observado
menor nivel plasmatico de lactato no Gtr, logo apés a natacédo e em repouso, e
aumento da glicemia apenas apds a ultima sessdo. Ainda se observou no Gtr um
maior peso relativo do coragdo, maior ganho baroreflexo e bradicardia de repouso.
Antes da microinjecdo de Carboxy-PTIO, Nw-Propyl-L-Arginina, L-NAME e 1400W,a
microinjegdo de L-glutamato gerou menor variagdo pressorica no Gtr, mas apods a
microinje¢gdo das drogas nado houve diferengca entre grupos. A microinje¢cao de
doador de NO causou maior aumento da PAM no Gtr. Também se observou menor
expressao génica para a enzima eNOS no Gtr. Nossos dados indicam validade do
protocolo proposto em relagdo a promogao de alteragbes benéficas ao organismo
(nos parametros bioquimicos e de composigao corporal) e ainda parece indicar que
a natacdo favorece o controle cardiovascular por modulacdo da neurotransmissao
glutamatérgica da RVLM através do NO.

Palavras-chave: Natacio. Composicao corporal. Baroreflexo. Bulbo
rostroventrolateral. Pressao arterial. Oxido nitrico.
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ABSTRACT

The objective of this study was to characterize a model of physical training for rats
using biochemical parameters and body composition and analyzes the participation
of the nitric oxide (NO) on glutamatergic neurotransmission in the rostroventrolateral
medulla (RVLM) of sedentary and trained rats. Two groups of Wistar rats were used;
trained (Gtr) and sedentary (Gsed), both with initial weight at 220 to 250g. The
training protocol consisted of 20 sessions of swimming (1 hour/day; 5 days/week).
After that the visceral fat, adrenal glands, soleus muscle and heart were removes and
weighted. In addition the plasmatic levels of corticosterone, lactate and glicemia were
evaluated from blood samples. Moreover the index of the rats’ body mass was
estimated. After the last swimming session a baroreflex test was conducted with
increasing doses of fenilefrine and sodium nitroprussiate. Guide-cannulas were
implanted aiming the RVLM in random rats from the groups and, after 3 days of
recovery, cannulas were implanted in the femoral artery and vein for direct register of
blood pressure (BP) and heart rate (HR). The following drugs were microinjected: L-
glutamate (5nmol/100nL), Carboxy-PTIO (NO scavenger, 1nm/100nL), Dea
NONOate (NO donor, 50nmol/100nL), Nw-Propyl-L-Arginine (nNOS inhibitor,
4nm/100nL), L-NAME (non-selective NOS inhibitor 15nm/100nL) e 1400W (iNOS
inhibitor 2nm/100nL). Gene expression of INOS, eNOS and nNOS was evaluated (by
real time gPCR). A lesser body mass and visceral fat was observed in Gtr rats.
However the plasma levels of corticosterone, relative weight of adrenal glands and
soleus muscle remained unaltered. A smaller lactate plasma level on Gtr was
noticed, right after swimming and at rest, and an increase in glicemia only after the
last session. On Gtr a higher relative weight of the heart, baroreflex gain and rest
bradicardia was observed. Before the microinjection of Carboxy-PTIO, Nw-Propyl-L-
Arginina, L-NAME e 1400W, L-glutamate microinjection generated a slighter pressure
variation on Gtr, but after the microinjection of these drugs there was no difference
between groups. The microinjection of NO donor caused greater increase of BP in
Gtr. A lesser gene expression for the eNOS enzyme on Gtr was also observed. Our
data indicate the protocol validity on promoting benefic alterations on organism
(biochemical and body composition parameters) and also indicate that swimming
favors cardiovascular control through modulation of glutamatergic neurotransmission
of RVLM through NO.

Keywords: Swimming. Body composition. Baroreflex. Rostroventrolateral medulla.
Blood pressure. Nitric oxide.
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1 INTRODUGAO

O exercicio fisico caracteriza-se por uma situagdo que retira o
organismo de sua homeostase o que implica em diversas adaptagdes fisiologicas
especialmente do sistema cardiovascular (Brum et al, 2004) e do metabolismo
(Afonso et al, 2003) para a manutencado energética durante e apdés o esforgco. O
aumento do débito cardiaco (DC), frequéncia cardiaca (FC) (Negrao et al, 1992) e
atividade simpatica (Mitchell; Victor, 1996) sdo alguns exemplos de adaptagdes
agudas acionadas para suprir a nova demanda metabdlica.

O treinamento aerdbio de baixa intensidade promove também
alteragcbes cronicas em parametros metabdlicos por mobilizacdo de substratos
energéticos e modificagdo da composi¢ao corporal, por isso, diversos protocolos de
exercicio tém sido aplicados em animais para tentar esclarecer os mecanismos
pelos quais o treinamento fisico provoca tais alteragées no organismo (Afonso et al.,
2003).

Além disso, o exercicio fisico € capaz de contribuir para um estado
cardiovascular favoravel por induzir adaptacdes em sitios centrais responsaveis pelo
controle autonbémico da pressao arterial (PA) em especial, na porcao simpatica
(Martins-Pinge, 2011). Sendo assim, a area rostroventrolateral do bulbo (RVLM) que
€ considerada a principal eferéncia simpatica para o controle cardiovascular pode
ser um potente alvo para o treinamento fisico exercer sua acdo modulatéria nas
fungdes autondmicas (Dampney, 1994; Mitchell; Victor, 1996). Somado a isso, é
possivel também que o oxido nitrico (NO) tenha um papel funcional nos neurdnios
da RVLM tendo em vista que essa molécula é capaz de agir a nivel sinaptico como

neuromodulador (Dun et al., 1994).

1.1 TREINAMENTO FisicO: ALTERACOES METABOLICAS E DE COMPOSICAO CORPORAL

A melhora de parametros metabdlicos como glicose e lactato e de
composicao corporal como tecido adiposo séo alguns dos diversos efeitos benéficos
promovidos ao organismo através da pratica de exercicio fisico. Assim, o
treinamento aerdébio de baixa intensidade, tem-se demonstrado forte aliado no

tratamento de doencgas crénico-degenerativas como hipertensao arterial (Véras-Silva
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et al., 1997), diabetes mellitus (Rodrigues et al., 2012), obesidade (Trombetta et al.,
2003) e insuficiéncia cardiaca (Krieger et al., 2001).

Nas ultimas décadas, diversos estudos tém sugerido protocolos de
exercicio fisico aerdbio para ratos na tentativa de evidenciar os diferentes
mecanismos pelos quais o treinamento fisico provoca as alteragbes no organismo e
como isso melhora as condigcdes de sobrevida e capacidade fisica dos animais. A
natacédo tém sido importante ferramenta metodoldgica para investigar alteragcdes de
composi¢cdo corporal, metabolismo energético, fungdes cardiovasculares e
respiratdrias nos animais, pois, apresenta-se como uma intervencgao eficiente sobre
os diferentes parametros fisioldgicos (Afonso et al., 2003; Brum et al., 2004; Cox et
al., 1985).

Em relacdo aos efeitos hormonais e bioquimicos advindos do
treinamento de natacdo, tém sido relatadas por diversos autores alteragdes em
parametros plasmaticos de corticosterona e lactato. Sabe-se, que uma uUnica sessao
de exercicio € capaz de promover ativacdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenais e
provocar um efeito estressor com aumento na liberacdo de corticosterona e lactato
(Afonso et al., 2003). Apesar disto, no estudo de Cox e colaboradores (1985) foi
observado que animais sedentarios comparados aos treinados apresentaram
maiores niveis de lactato e corticosterona quando submetidos a um teste unico de
natacao por 20 minutos. Isso evidencia, portanto, que o treinamento prévio é capaz
de promover uma resposta adaptativa para os animais em relacdo a estimulagao
simpato-adrenal.

A comparacdo de aspectos relacionados a composicdo corporal
entre animais sedentarios e treinados também tem sido observada por alguns
autores (Wilterdink et al, 1993; Speretta et al., 2012), sendo assim, ratos que nadam
diariamente tém demonstrado menor ganho de peso corporal e tecido adiposo
quando comparados a animais sedentarios.

Por outro lado, considerando as alteragdes de composicédo corporal,
podemos citar ainda as alteragcdes na hipertrofia cardiaca provocada pela pratica do
treinamento de natacdo (Medeiros et al., 2004). Tal alteracéo fisiolégica ocorre
principalmente pelo aumento do volume sanguineo e forga contratii do coragao
durante o exercicio para manter a demanda metabdlica durante o esforco e este
efeito cronico € denominado hipertrofia cardiaca excéntrica, o qual esta associado

com uma melhora do desempenho durante o exercicio.
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Além disso, dados da literatura (Irigoyen et al., 2003) sugerem que a
pratica de exercicio fisico tem sido util para promover reabilitagdo alterando as
variaveis metabodlicas e de composicdo corporal em diversos casos de doencas

degenerativas, como a obesidade e a hipertensao.

1.2 TREINAMENTO FisicO: ALTERACOES CARDIOVASCULARES

O exercicio fisico provoca uma série de respostas fisioldgicas nos
sistemas corporais e, em especial, no cardiovascular. Os efeitos fisioldgicos do
exercicio fisico no sistema cardiovascular podem ser classificados em: agudos
imediatos, agudos tardios ou cronicos. Os efeitos agudos sdo os que acontecem em
associacao direta com a sessio de treinamento e ocorrem nos periodos peri e pés-
imediato do exercicio, como elevagao da FC (Silverthorn, 2003). Os efeitos agudos
tardios acontecem ao longo das primeiras 24 ou 48 horas ap0s a sessao de
exercicio e podem ser identificados através da discreta redugdo dos niveis
tensionais, em especial nos hipertensos, por uma melhora da funcdo endotelial
(Brum et al., 2004). Ja os efeitos cronicos sdo considerados adaptagdes, as quais
resultam da exposicao freqliente as sessdes de exercicios e apresenta aspectos
morfofuncionais que diferenciam individuos fisicamente treinados de sedentarios.
Como exemplos tém-se a bradicardia relativa de repouso, hipertrofia ventricular
esquerda fisiolégica e angiogénese por aumento do fluxo sanguineo para musculos
esquelético e cardiaco (Araujo, 2001).

O exercicio fisico realizado regularmente provoca outras importantes
adaptacdes como alteragdes autondbmicas e hemodindmicas as quais, também
influenciam o sistema cardiovascular (Rondon; Brum, 2003). Com o objetivo de
manter a homeostasia celular diante do incremento das demandas metabdlicas ha
aumento do DC sendo que a PA sistdlica (PAS) aumenta diretamente na proporgéo
do aumento do DC para fazer a redistribuicdo do fluxo sanguineo e elevagéo da
perfusao circulatoria para os musculos em atividade (Araujo, 2001). No momento do
exercicio aerébio ha também uma leve diminuigdo na PA diastdélica (PAD) devido a
diminuicdo da resisténcia vascular periférica (RVP) e concomitantemente ha um
aumento da atividade simpatica que permite vasoconstricdo em tecidos nao
exercitados compensando a vasodilatacdo do musculo esquelético que esta em
atividade (De Mello Aires, 2008).
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O treinamento fisico por natagdo parece promover estes e outros
efeitos benéficos ao sistema cardiovascular. Através da modificagcdo do balanco
autondémico da FC ha um aumento do componente parassimpatico e diminuicdo do
simpatico (de Abreu et. al., 2009) e isto pode, em parte, ser responsavel pela
bradicardia de repouso observada apds treinamento fisico. Além disso, deve-se
considerar também que associado aos mecanismos hemodinamicos envolvidos na
hipotensao pds-exercicio em hipertensos (Silva et al., 1997) tem-se as altera¢des na
sensibilidade barorreflexa que apds exercicio fisico podem influenciar no controle da
PA na fase de recuperacao (Brum et al., 2004; Medeiros et al., 2004; Sant'Ana et al.,
2011).

Atualmente também parece ser consenso que o exercicio fisico de
baixa intensidade e aerdbico induz adaptacdes em sitios centrais que controlam o
sistema cardiovascular, e que tanto as alteragdes agudas como crénicas promovidas
pelo exercicio fisico parecem contribuir para o melhor funcionamento do sistema
cardiovascular, seja nos componentes hemodindmicos como nos autondmicos
(Ichiyama et al., 2002; Becker et al., 2005; Martins-Pinge et al., 2005; Mueller, 2007;
Michelini, Stern, 2009; De Abreu et al., 2009; Martins-Pinge, 2011).

1.3  TREINAMENTO Fisico: MODULACAO AUTONOMICA CARDIOVASCULAR

A manutencdo da PA dentro de valores considerados normais é
regulada momento-momento e depende do DC e RVP. Diferentes mecanismos
atuam na regulagdo dos vasos sanguineos (ténus vascular) e DC, mas o sistema
nervoso autbnomo (SNA) tem papel fundamental neste controle, pois, participa de
forma ténica e reflexa no controle cardiovascular, atuando na manutencdo da
homeostase tanto em situagdes de repouso como em exercicio (Negrao et al., 1993;
Dicarlo, Bishop, 1990).

Ja esta bem estabelecido na literatura que areas especificas do SNC
estdo envolvidas no controle cardiovascular, tendo sua atividade alterada em
resposta a uma unica sessao de exercicio (Ichiyama et al., 2002). Dentre as areas
envolvidas com as adaptacbes cardiovasculares ao exercicio podemos citar: a
RVLM (Martins-pinge et al., 2005, Muller, 2007), o Nucleo Trato Solitario (NTS) (De
Souza et al., 2001; Michelini & Stern, 2009) e o nucleo paraventricular do hipotalamo
(PVN) (de Abreu et al., 2009, Michelini & Stern, 2009, Mastelari et al., 2011).
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Dentre as areas citadas, o tbnus simpatico do sistema
cardiovascular € gerado principalmente pela area RVLM e PVN, que enviam
projecbes excitatorias para neurdnios pré-ganglionares simpaticos localizados na
coluna intermediolateral da medula espinhal (IML) (Dampney, 1994). Os centros
responsaveis pela manutencdo e controle do tdnus cardiovascular atuam
basicamente através de mecanismos reflexos como: o baroreflexo, o quimioreflexo e
o reflexo cardiopulmonar (Dampney, 1994). As terminagdes das fibras aferentes dos
reflexos cardiovasculares estao localizadas principalmente: no nucleo do trato
solitéario (NTS), cujos neurbnios se projetam para as areas do bulbo ventrolateral
caudal (CVLM) e rostral (RVLM) (Dampney, 1994). Juntas, essas areas contribuem
para a manutengao da PA e FC seja em repouso, exercicio ou durante a ativagédo de
reflexos cardiovasculares (Dampney, 1994).

As modificagbes promovidas pela pratica regular de atividade fisica
parecem estar diretamente relacionadas com a modulagéo da porgéo simpatica do
SNA (Mitchell & Victor, 1996). Sendo assim, a area RVLM, que é considerada a
principal eferéncia simpatica para o controle cardiovascular e que € capaz de
controlar também fungdes autondmicas pode ser diretamente modulada através da
pratica de exercicio fisico (Dampney, 1994). Apesar disto, apenas poucos trabalhos
avaliaram as alteragdes funcionais da RVLM em ratos submetidos previamente a
treinamento fisico (Becker et al., 2005; Martins-Pinge et al., 2005; Mueller, 2007).

1.4 TREINAMENTO Fisico: AREA RVLM E NEUROTRANSMISSAO GLUTAMATERGICA

A importancia da area RVLM no controle do sistema cardiovascular
ja esta bem estabelecida (Dampney, 1994; Guertzenstein, Silver, 1974; McAllen et
al.,, 1982, Reis et al., 1994). Na area RVLM, os neurdnios pré-motores sao
responsaveis pela condugao do ténus excitatorio para neurdnios pré-ganglionares
simpaticos localizados na IML e nesta sinalizagdo neural, o glutamato parece ser um
importante neurotransmissor (Guertzenstein; Silver, 1974; Dampney, 1994). A
microinje¢ao de L-glutamato na RVLM de ratos anestesiados (Bachelard et al., 1990)
ou acordados (Martins-Pinge et al, 2005) produz aumento de PA e bradicardia,
sendo que o aumento da PA acontece devido a ativacdo de uma area que é
considerada simpatica, a RVLM, e a bradicardia € uma resposta reflexa do controle

autondémico para tentar normalizar os valores de PA. Alguns estudos tém relatado
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um papel importante para o glutamato na RVLM durante contragcbes musculares
estaticas (Lillaney et al., 1999, Caringi et al., 1998; Ishide et al., 2000), pois a
liberagdo deste neurotransmissor parece estar diretamente envolvida no reflexo
pressorico ao exercicio (Ally, 1998).

Dados evidenciaram uma menor resposta pressora ao L-glutamato
na RVLM de ratos acordados e submetidos previamente ao protocolo de natacéo, e
esta resposta provavelmente aconteceu devido ao down-regulation dos receptores
de glutamato por exposi¢ao crénica a este neurotransmissor na area RVLM (Martins-
Pinge et al., 2005). Somado a isso, um estudo evidenciou (Mueller, 2007) que
durante a estimulagdo de neurénios glutamatérgicos da RVLM, animais sedentarios
apresentaram maior atividade nervosa simpatica lombar (ANSL) quando
comparados aos treinados, corroborando assim, com as evidéncias anteriores sobre
a menor simpatoexcitacao da RVLM em animais treinados.

Portanto, considerando os centros cardiovasculares do SNA, em
especial, a RVLM que controla a saida do ténus simpatoexcitatério e participa do
reflexo pressérico ao exercicio através da liberacdo de glutamato; o treinamento
fisico que parece causar alteracbes neuronais e influenciar nas respostas
autonémicas cardiovasculares (DiCarlo, Bishop, 1990, Mack et al., 1991, Negréao et
al., 1993, Raven, Pawelczyk, 1993, Chen, DiCarlo, 1996), € possivel que o glutamato
como neurotransmissor excitatério durante reflexos cardiovasculares (Talman et al.,
1980; Kiely, Gordon, 1994; Mitchell et al., 1983; Ishide et al., 2000), seja um dos

principais alvos dessa modulagao.

1.5 TREINAMENTO Fisico: SINTESE DE NO

O exercicio fisico regular € conhecido por promover melhora na
funcdo endotelial e isso favorece alteragcbes positivas ao sistema cardiovascular.
Diversos mecanismos estdo envolvidos na sintese de NO através da atividade fisica,
especialmente, pelo aumento do fluxo de sangue por “estresse de cisalhamento” que
resulta em aumentada produgao e biodisponibilidade de NO pelo endotélio vascular
(Di Francescomarino et al., 2009).

O NO é um radical produzido a partir da L-arginina, por uma reagao
mediada pela enzima NO-sintase (NOS) (Knowles et al.,, 1990). Ele pode ser

produzido por distintas isoformas da enzima NOS. O tipo | da NOS conhecida como
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NNOS (neuronal) &€ encontrada nos neurbénios 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 lll esta presente principalmente no endotélio, plaquetas e cardiomidcitos
(Forstermann et al., 1995; Szabo, Thiemermann, 1995). Tem sido aceito que
enquanto ambas nNOS e eNOS sao expressas constitutivamente, a atividade da
INOS é principalmente induzida por macréfagos em resposta a um estimulo
inflamatdrio (MaCmicking et al., 1997).

Foi comprovado que o NO tem um papel funcional nos neurdnios da
RVLM no controle cardio-circulatorio, ja que neurdnios que expressam NOS foram
encontrados na RVLM (Dun et al., 1994). Entretanto, existe controvérsia a respeito
dos efeitos do NO nessa area do bulbo. Alguns investigadores descreveram
aumentos na PA com a administracdo de L-arginina e doadores de NO (Hirooka et
al., 1996; Martins-Pinge et al., 1997), enquanto outros obtiveram decréscimos
(Shapoval et al., 1991; Zanzinger et al., 1995; Tseng et al., 1996; Kagiyama et al.,
1997). E possivel que esses efeitos contraditorios estejam embasados nas
diferentes concentracdes utilizadas pelos pesquisadores. Enquanto, altas doses de
NO na RVLM levam a quedas na PA, doses menores produzem aumentos
(Morimoto et al., 2000). Huang e colaboradores (2003) constataram que altas
concentracdes de SIN-1, um doador de NO, parece inibir a liberacao pré-sinaptica de
glutamato através da formagao de peroxinitrito, 0 que por sua vez atuaria liberando
adenosina para ativar seus receptores pré-sinapticos. No entanto, o NO demonstra
ter papel fundamental nos efeitos pds-sinapticos do glutamato na RVLM, ja que
inibidores da guanilato ciclase inibiram quase completamente o aumento da PA
produzido pela microinjecdo de glutamato nessa area (Martins-Pinge et al., 1999).

Um estudo (Chan et al., 2001) evidenciou a existéncia de RNAm
para a nNOS e iNOS na RVLM, as quais, em condi¢des fisiolégicas sdo capazes de
ativar a sintese e expressao molecular de NO. Nesse estudo também foi sugerido
que em situagdes fisioldgicas parece existir uma prevaléncia da atividade da nNOS
sobre a INOS, associando uma domindncia simpatoexcitatéoria sobre a
simpatoinibicdo para a manutencdo do tbnus simpatico pela area RVLM. Foi
observado também, que bloqueadores especificos da nNOS na RVLM promovem

reducdo na PA e no tdnus simpatico, enquanto inibidores da iINOS induzem o
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aumento desses parametros (Chan et al.,, 2001). Em animais anestesiados
demonstrou-se que o NO derivado da nNOS induziu simpatoexcitagao via receptores
ionotropicos para o glutamato na RVLM e que o NO derivado da iNOS media seus
efeitos via GABA (Chan et al. 2003). Os achados sobre os efeitos diferenciais do NO
pelas isoformas nNOS e iINOS na excitacéo e inibicdo da RVLM foram corroborados
em estudo com ratos acordados (Martins-Pinge et al., 2007).

Pesquisadores tém utilizado um método interessante para analisar
os efeitos do reflexo pressorico ao exercicio: a contragdo muscular estatica. Ela é
promovida por estimulagdo de nervos periféricos (Nervo Ciatico) e é considerada
uma contragdo muscular sem realizagdo de movimento. A literatura mostrou que
antagonistas da nNOS (Ishide et al, 2003; Ally, et al., 2007) na RVLM
potencializaram os efeitos pressoricos, através da liberagdo de glutamato, durante a
contracdo muscular estatica em ratos anestesiados. Em outro estudo do mesmo
grupo observou-se que apds o bloqueio da INOS com aminoguanidina, a resposta
pressora devido a contragdo muscular estatica foi atenuada, assim como o aumento
da FC e os niveis de glutamato na RVLM (Ally et al., 2006). Juntos, esses resultados
sugerem que durante o reflexo pressérico ao exercicio, a NnNOS diminui a
simpatoexcitacao por inibicdo da via glutamatérgica sendo que a iNOS parece atuar
produzindo efeitos contrarios. No entanto, nenhum trabalho mostrou a influéncia do
NO na RVLM apds treinamento fisico.

Outro grupo mostrou que a super expressao de eNOS (por vetores
AdeNOS) na RVLM diminuiu a PA, FC e atividade nervosa simpatica renal (ANSR)
tanto em ratos normotensos conscientes (Kishi et al., 2001) como em hipertensos
(Kishi et al., 2002), sendo que, estas respostas foram mediadas por liberagcdo de
GABA na RVLM. Neste mesmo sentido, outro trabalho sugere que o aumento na
producao de NO na RVLM parece promover maior inibicdo simpatica para o coragao,
assim como, melhor ganho baroreflexo em ratos hipertensos (Kishi, et al., 2003). Em
contrapartida, a microinjegdo de antagonista seletivo da eNOS na RVLM
potencializou as respostas cardiovasculares através do aumento dos niveis de
glutamato e diminuicdo de GABA durante a contragdo muscular em ratos
anestesiados (Ishide et al., 2005).

Contudo, existem ainda evidéncias indicando que durante o
treinamento fisico aerdbico ha aumento na producao periférica de NO devido ao

aumento do fluxo durante o exercicio, efeito este denominado “estresse de
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cisalhamento” o qual, associado as sessdes repetidas de exercicio estimula a
producao de NO e consequente vasodilatagdao (Green et al.,, 2004; McAllister,
Laughlin, 2006). Apesar disto, os efeitos do NO dentro do SNC bem como seus
potenciais efeitos no controle neural da circulagao apds treinamento fisico, ainda nao

foram avaliados.
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2 JUSTIFICATIVA

Considerando a importancia do exercicio fisico para a promoc¢io da
saude através de alteracbes metabdlicas e de composicdo corporal, bem como
diminuicdo da frequéncia cardiaca e da pressdo arterial em hipertensos; das
evidéncias a cerca da aumentada producao periférica de NO pelo exercicio; da
conhecida participagado do glutamato liberado na RVLM durante o reflexo pressor do
exercicio; da também conhecida relagdo do NO com as sinapses glutamatérgicas no
sistema nervoso central assim como o conhecimento dos efeitos atenuados na
resposta pressora ao glutamato em animais submetidos a um treinamento fisico por
natacdo, pretende-se com esse estudo esclarecer os efeitos do treinamento por
natacdo em parametros metabdlicos e de composicdo corporal, além de melhor
elucidar as alteragdes funcionais do NO sobre a resposta cardiovascular ao
glutamato na RVLM, bem como avaliar a expressao génica das isoformas da NOS

na RVLM de animais conscientes sedentarios e treinados.
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3 OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram:

1. Caracterizar o modelo de treinamento fisico de natagcdo para
ratos Wistar através da analise de parametros bioquimicos e de composicao
corporal;

2. Analisar a sensibilidade barorreflexa em animais acordados
sedentarios e treinados;

3. Avaliar os efeitos funcionais do NO e da inibicdo do NO sobre a
resposta cardiovascular ao glutamato na RVLM de ratos acordados sedentarios ou
treinados;

4. Analisar a expressao génica das isoformas da NOS na RVLM de

animais sedentarios e treinados.
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4 METODOS

4.1 CARACTERIZAGAO DA AMOSTRA

Foram utilizados ratos Wistar (n=196), adultos, com peso entre 220-
240g (inicio treinamento), provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual
de Londrina, Brasil. Os animais foram divididos aleatoriamente em caixas e alojados
em uma sala silenciosa, com temperatura de 21x1°C, ciclo claro escuro de
12/12horas e com agua e ragao oferecidas “ad libitum”. Todos os experimentos
foram aprovados pelo Comité de Etica da Universidade Estadual de Londrina, Brasil
(processo numero: 35247.2011.45).

4.2 PROTOCOLO DE TREINAMENTO FisICO

Os animais utilizados foram divididos aleatoriamente em grupos
sedentarios (Gsed) ou treinados (Gtr) sendo que os animais do Gsed n&o foram
submetidos ao protocolo de exercicio fisico, enquanto os do Gtr realizaram
treinamento fisico espontaneo de natacdo sem estimulos ou cargas.

O treinamento proposto aos animais foi a natagdo realizado de
acordo com trabalho prévio do grupo (Martins-Pinge et al., 2005).

As sessbes de natagéo foram realizadas no periodo matutino (entre
11:00h e 13:00h), em um tanque de vidro, com 4000cm? de area de superficie e 60
cm de profundidade, com agua aquecida a 31+ 1°C. O protocolo de treinamento
consistiu em 4 semanas (20 sessbes) de natacdo sendo realizado 5 vezes por
semana e 60 minutos por dia. Durante a primeira semana, os animais foram
submetidos a uma fase de adaptacdo ao treinamento fisico, onde nadaram 15
minutos no primeiro dia, 30 minutos no segundo dia e 45 minutos no terceiro dia. A

partir do quarto dia, cada sessao consistiu em 60 minutos de treinamento fisico.
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4.3  ANALISE DA CoMPOSICAO CORPORAL E BloQuiMICA

4.3.1 Composicao Corporal

O peso corporal dos animais foi avaliado desde o primeiro dia
quando chegaram do Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina, até o
ultimo dia de protocolo experimental. O peso corporal era avaliado antes do
treinamento fisico, através de uma balanga digital e anotado em uma planilha de
dados para posterior andlise da curva de crescimento e ganho de peso. O peso
corporal dos animais sedentarios também foi avaliado diariamente.

O indice de massa corporal para ratos foi estimado pelo calculo do

indice de Lee [ peso corporal / distancia naso-anal x 1000] e a obtencdo do

comprimento naso-anal foi mensurado por fita métrica, no momento final do
experimento, antes da coleta dos seguintes tecidos: gordura visceral e gonadal,
musculo soleo, glandulas adrenais, e coragdo. O peso absoluto dos tecidos foi
normalizado em (Peso Relativo= peso absoluto do tecido / peso corporal x 100) para

as analises dos dados.

4.3.2 Coleta de Sangue

Os animais foram divididos em Gsed e Gtr, porém, o Gtr foi dividido
em Ohoras (Gtr/Oh) ou 24horas (Gtr/24h). Os animais do Gtr/Oh foram eutanasiados
logo apds os 60 minutos de treinamento da ultima sessdo de natagao e o Gtr/ 24h,
foram eutanasiados por guilhotina, 24 horas apos a ultima sessao de exercicio para
retirada de sangue (4mL).

As amostras de sangue foram transferidas para tubos de vidro
heparinizados e mantidos a 4°C até a centrifugagéo a 2000 rpm (4°C, 15 minutos). O
plasma obtido foi armazenado a -80°C e utilizado para dosagens de glicemia, lactato

e corticosterona.
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4.3.3 Analises Bioquimicas

Vinte e quatro horas apos a ultima sessdo de exercicio fisico os
animais do Gsed e Gtr/24h foram alojados em ambiente silencioso, onde
permaneceram em repouso e alimentados por 30 minutos. Em seguida, foi realizada
a eutanasia por guilhotina para retirada de sangue e separagao do plasma. A
concentragao plasmatica de corticosterona foi determinada pelo método fluorimétrico
modificado de Guillemin (Guillemin et al., 1959), utlizando-se padrdo de
corticosterona (1mg de corticosterona em 10mL de Aalcool etilico anidro),
diclorometano, acido sulfurico concentrado, NaOH 0,1M, agua destilada, alcool
etilico anidro e 100 pyL de plasma. A fluorescéncia foi determinada no leitor de
microplacas Victor® no nivel de excitagdo de 477, emissdo de 520 e sensibilidade
de 11. A concentracao de corticosterona foi obtida em pg/dL.

Nos animais do Gsed e Gtr as concentragdes plasmaticas de lactato
e glicemia foram analisadas em repouso, imediatamente apds a ultima sesséao de
natacéo (Gtr/Oh) e 24 horas apos a ultima sessao de exercicio (Gtr/24h). A coleta de
sangue dos animais em repouso (Gsed e Gtr/24h) foi realizada por decapitagéao
sendo que eles estavam previamente alimentados e alojados em um ambiente
silencioso. Ja a coleta de sangue apos o exercicio fisico (Gtr/Oh), foi feita nos
animais do Gtr imediatamente apds 60 minutos de treinamento de natacgao.

A analise de lactato plasmatico foi realizada por método enzimatico,
segundo a técnica de Gutman, Wahlefeld (1974). O teste consistiu em 150uL de
plasma diluido (20 puL plasma + 1,0 mL H20) + 300 uL de mistura reativa. As
amostras permaneceram 30 minutos em banho Maria e utilizou-se 150uL de agua
destilada para leitura (branco a 340nm). A equagédo utilizada para calculo da
concentragao de lactato no sangue (mM) foi: [Lac]= Abs x 3,0 (diluicdo dosagem) x
51 (diluicdo amostra) + 6,22 = Abs x 24,6.

A glicemia dos animais foi avaliada através do método enzimatico de

acordo com a técnica de Bergmeyer, Bernt, (1974).
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4.4 ANALISE DOS PARAMETROS CARDIOVASCULARES

4.4.1 Implante de canulas-guias na RVLM

Um dia apds a ultima sesséo de exercicio fisico os ratos dos Gsed e
Gtr foram anestesiados com pentobarbital sédico (40 mg/kg, i.p.) € submetidos a
cirurgia estereotaxica para implante de canulas-guia direcionadas bilateralmente a
area RVLM. Os animais foram posicionados no aparelho estereotaxico (David Kopf
Institute) com a barra incisiva 5 mm abaixo da linha interaural e as canulas guia
direcionadas a partir da linha Lambda de acordo com as coordenadas antero
posterior (AP= -2.5 mm) e latero-lateral (L= 1.8 mm). Todos os procedimentos
cirargicos para fixagdo das canulas guias seguiram a descrigdo de Martins-Pinge e
colaboradores (1997). Ao término desse procedimento, os animais receberam uma
dose profilatica de 30.000 Ul de pentabidtico veterinario e voltaram ao biotério por 3

dias para recuperagéo cirurgica.

4.4.2 Cateterizagado e Registro Cardiovascular

Vinte e quatro horas antes dos experimentos, os animais foram
novamente anestesiados (Tribromoetanol, 250 mg/kg, i.p.) para implante de
cateteres na artéria e veia femoral, para mensuracdo da PA e FC, e quando
necessaria administragao de drogas respectivamente. Trinta minutos antes do inicio
do registro, os animais eram adaptados ao ambiente de experimento e mantidos em
gaiolas individuais em uma sala silenciosa. Em seguida, era registrada a PA e FC
por 30 minutos. O registro foi feito com os animais acordados e com livre
movimentagdo. A canula arterial do animal estava acoplada a um transdutor de
pressdo (Powerlab modelo MLT0380) e conectado a um sistema de registro
computadorizado (Powerlab/ADInstruments). Durante o periodo de registro os

animais foram mantidos em caixas individuais e em ambiente silencioso.
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4.4.3 Microinjecdo de Drogas na Area RVLM

Foram submetidos aos protocolos experimentais de microinje¢do na
area RVLM os animais sedentarios (Gsed) e treinados por natagdo (Gtr). Foram
microinjetadas unilateralmente na RVLM dos animais as seguintes drogas: L-
glutamato (5 nmol/100 nL), solugdo de salina estéril 0,9%, “Scavenger” de NO
(Carboxy-PTIO: 1 nmol/100nl), doador de NO (DEA-NONOate: 50nmol/100nL),
inibidor da NOS (NG-nitro-L-arginina metil ester: L-NAME 15 nmol/100nl), inibidor da
nNOS iINOS (1400W: 2
nmol/100nl). As concentragdes das drogas utilizadas foram baseadas nas seguintes
literaturas: L-glutamato, Salina estéril 0,9% e L-NAME: Martins-Pinge et al., (2007);
Carboxi-Ptio e n-Propyl-L-arginina: Busnardo et al., (2010); Dea-NONOate: YAO et
al., (2007); 1400W: Tabrizian et al., (2010). Ao final de cada protocolo experimental

os animais foram eutanasiados com uma dose extra de anestésico e em seguida

(Nw-Propyl-L-Arginina, 4nmol/100nL) e inibidor da

realizado os procedimentos de marcagédo dos sitios de microinjecdo e retirada do

cérebro para posterior analise histoldgica.

4.4.4 Protocolos Experimentais de Microinjecdo de Drogas na Area RVLM:

A microinjecdo de substancias na area RVLM foi realizada de acordo

com o seguinte esquema de protocolo:

— Microinjegéo de L-glutamato e Salina Estéril 0,9%

Registro Microinjecao Intervalo e Microinjecdo Intervalo e Microinjecao
basal PA L-glutamato retorno valor de Salina retorno valor L-glutamato
basal PA 0,9% basal PA
30 minutos 5 minutos 5 minutos
_____________________________________________________________ »
— Microinjegao de L-glutamato e “Scavenger” de NO
Registro Microinjecdo Intervalo e Microinjecéo Intervalo e Microinjecéo
basal PA L-glutamato retorno valor de retorno valor | L-glutamato
basal PA “Scavenger” basal PA
de NO
30 minutos 5 minutos 5 minutos




— Microinjegao de doador de NO

Registro Microinjecdo Intervalo e Microinjecéao
basal PA de Doador de | retorno valor | L-glutamato
NO basal PA
30 minutos 5 minutos
_______________________________________ »

— Microinjegao de L-glutamato e inibidor da NOS

30

Registro Microinjecao Intervalo e Microinjecdo Intervalo e Microinjecao
basal PA L-glutamato retorno valor | de inibidor da | retorno valor | L-glutamato
basal PA NOS basal PA
30 minutos 5 minutos 5 minutos
_____________________________________________________________ >
— Microinjegéo de L-glutamato e inibidor da nNOS
Registro Microinjecao Intervalo e Microinjecdo Intervalo e Microinjecao
basal PA L-glutamato retorno valor | deinibidor da | retorno valor | L-glutamato
basal PA nNOS basal PA
30 minutos 5 minutos 5 minutos
_____________________________________________________________ >
— Microinjegao de L-glutamato e inibidor da iINOS
Registro Microinjecdo Intervalo e Microinjecéo Intervalo e Microinjecéo
basal PA L-glutamato | retorno valor | deinibidor da | retorno valor | L-glutamato
basal PA iNOS basal PA
30 minutos 5 minutos 5 minutos
_____________________________________________________________ »
45 HisTOLOGIA DA RVLM

Ao término do protocolo experimental, os

animais foram

eutanasiados com sobredose de pentobarbital soédico e em seguida tiveram a

marcagao dos sitios de microinjecdo na RVLM com corante azul de Evans 2%

(100nl). Apds este procedimento, o cérebro de cada animal foi retirado e

armazenado em formaldeido 10% para posterior analise histologica. Os cérebros




31

foram cortados em criostato, em fatias com espessura de 25um e coradas com
vermelho neutro 1%. Os cortes foram examinados microscopicamente e comparados
com auxilio de um atlas de cérebro de rato (Paxinos, Watson, 1998). Somente os
ratos com marcagdo da microinje¢cdo na area RVLM foram considerados para as

analises (Figura 5 e 6).
4.6  ANALISE DE EXPRESSAO GENICA DA AREA RVLM

A expressdo de RNAm foi estimada através da quantificacdo por
PCR em tempo real em 7-9 amostras por grupo, sendo eles, Gsed e Gtr. As
amostras foram adquiridas apds perfusédo transcardiaca de salina estéril 0,9%. O
cérebro foi retirado e sob baixa temperatura com gelo seco, foi separado a porgéo
bulbar para sec¢cao de uma fatia de 1 mm na altura da area RVLM. Considerando o
Nucleo Ambiguo (NA) como referéncia anatdbmica cerebral e com o auxilio de uma
agulha para “punchs”, foi coletado bilateralmente amostras de tecido cerebral da
area RVLM. Apds este procedimento os punchs foram armazenados em -80°C e
posteriormente usando o reagente Trizol® foi feita a extracdo do RNAmM que em
seguida foi dissolvido em 10 pl de agua DEPC e novamente estocado em -80°C.
Logo apos, as amostras foram tratadas com DNAse | para sintese de cDNA por
transcrigdo reversa (RevertAidTM M-MuLV Reverse Transcriptase) de acordo com o
protocolo fornecido pelo fabricante. O cDNA obtido foi entdo armazenado a —20C. As
amostras foram submetidas a amplificacdo por método de Real Time gPCR usando
Platinum SYBR Green PCR Supermix-UDG e oligonucleotideos especificos da
enzima NOS: (eNOS: sense primer: GCCAAACAGGCCTGGCGCAA, antisense

Primer: GTGCTGTCCTGCAGTCCCGA; iINOS: sense primer:
GGATATCTTCGGTGCGGTCTT, antisense primer:
GCTGTAACTCTTCTGGGTGTCAGA,; nNOS: sense primer:

CGCTACGCGGGCTACAAGCA, antisense primer: GCACGTCGAAGCGGCCTCTT).
A expressao do RNAm foi estimada pelo método PCR semi-quantitativo em tempo
real, através do termociclador denominado 7500 Real-Time PCR System. A
especificidade dos ensaios de SYBR Green foi confirmada por analise dos pontos da
curva de melting. O gene endogeno utilizado foi a Hipoxantina-guanina fosforibosil
transferase (HPRT) o qual é expresso constitutivamente em todas as células do

organismo e que, em experimento-piloto, ndo foi alterado pelo treinamento fisico. A
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analise da expressao génica das reagdes foi obtida pelo software geNorm VBA
applet for Microsoft Excel considerando os valores de threshold cycle (Ct), pelo
método de AACt (Pfaffl, 2001) e com resultados expressos em porcentagem de
aumento (fold increase). Todos os reagentes e oligonucleotideos foram comprados

da Invitrogen (San Diego, CA).

4.7 GANHO BAROREFLEXO

A analise da funcéo baroreflexa da FC de cada animal (sedentario
ou treinado) foi feita nos animais previamente cateterizados (de acordo com a
metodologia ja descrita) e apds um periodo de registro basal foi realizada a injegcao
em “bolus” intravenoso de doses crescentes de Fenilefrina e Nitroprussiato de Sédio
(0,2 até 12,8 pg/kg). Os valores de PAM e FC foram avaliados por equacéo logistica
sigmoidal, conforme descri¢gdes prévias (Higa et al., 2002; Head; McCarty, 1987;
Kent et al, 1972). Esses experimentos foram realizados em animais dos grupos

sedentarios e treinados sem implantes de canulas-guia.

4.8 ANALISE DOS RESULTADOS

Todos os dados foram expressos como meédia £ erro padrao da
média. Os dados de composi¢ao corporal e dosagens bioquimicas foram analisados
através do teste t' de Student pareado e nado pareado e as variagcbes da PAM
induzidas por microinjegdo de drogas na area RVLM foram analisadas pelo teste
Anova One Way, seguido de Newman Keuls post hoc. O nivel de significancia
adotado foi de 95% (p<0,05). Os valores de expressao génica das isoformas de NOS
com os valores de FC de repouso foram analisadas através do teste de correlagcéo

de Pearson considerando como significante r = 0.1 e p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 CoMmPOSICAO CORPORAL

Peso corporal, indice de Lee, comprimento naso-anal e coleta de tecidos.

O ganho de peso corporal foi diretamente modificado pelo
treinamento fisico. Os animais (Gsed; n=10 e Gtr; n=10) iniciaram o protocolo
experimental com peso corporal similar (Gsed: 264,30 £ 3,91g vs. Gtr: 265,30 +
2,95g). Ja na segunda semana de natacdo, os animais treinados apresentaram
valores menores para ganho de peso corporal comparados aos animais sedentarios
(Gsed: 295 + 2,209 vs. Gtr: 286,22 + 0,999), e isto se repetiu na terceira semana de
treinamento/sedentarismo sendo que ao final da quarta semana experimental esta
diferenga no peso corporal entre os animais foi ainda mais evidente (Gsed: 328,34 +
16,02 vs. Gtr: 309,22 + 1,11) (Figura 1).

Figura 1 — Ganho de Peso Corporal (g) durante o periodo de Sedentarismo vs.
Treinamento (* p < 0.05 treinados vs. Sedentarios).
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Nao foram encontradas diferengas estatisticas entre os animais nas
analises do indice de Lee (Gsed: 0,30 + 0,002 vs. Gtr: 0,30 + 0,003) e comprimento
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naso-anal (Gsed: 23,10 £ 0,31 vs. Gtr: 22,55 +0,26) demonstrando que o
treinamento de natagdo proposto nido alterou esses parametros da composi¢ao
corporal (Tabela 1).

As alteragbes na gordura visceral acompanharam as mudangas de
peso corporal dos animais. Ao final de 4 semanas de natacdo, os animais treinados
apresentaram menores valores de gordura retroperitonial (Gsed: 0,90 + 0,09g vs.
Gtr: 0,60 £ 0,06) e perigonadal (Gsed: 0,82 + 0,05 vs. Gtr: 0,61 + 0,03) comparados
aos sedentarios (Tabela 1).

Foi avaliado também o peso relativo de alguns érgaos e musculos. O
peso relativo do coragcdo dos animais treinados foi estatisticamente maior que os
animais sedentarios (Gsed: 0,33 + 0,01 vs. Gtr: 0,37 + 0,01). Além disso, n&o foi
encontrada diferenga entre os animais em relacdo ao peso relativo de glandulas
adrenais (Gsed: 0,019 £ 0,002 vs. Gtr: 0,016 £ 0,002) e musculo Séleo (Gsed: 0,106
+ 0,004 vs. Gtr: 0,109 £ 0,005) (Tabela 1).

Tabela 1 — Variaveis de composi¢cao corporal. Peso relativo (peso absoluto/ peso
corporal x 100) de gorduras viscerais, coragdo, musculo Séleo e
glandulas Adrenais; indice de Lee [massa corporal (g) / comprimento
naso-anal (cm) x 1000] e Distancia Naso-anal (cm). (* p< 0.05 vs. Grupo

Sedentarios).
Tecidos Grupo Grupo
e Sedentario Treinado

Medidas (n=10) (n=10)
Gordura Retroperitoneal 0,90 £ 0,09 0,60 + 0,06*
Gordura Perigonadal 0,82 + 0,05 0,61 +0,03*
Coragéo 0,33 £ 0,01 0,37 £0,01*
Musculo Séleo 0,106 + 0,004 0,109 + 0,005
Glandulas Adrenais 0,019 + 0,002 0,016 + 0,002
indice de Lee 0,30 £+ 0,002 0,30 £ 0,003
Distancia Naso-Anal (cm) 23,10 £ 0,31 22,55+ 0,26
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5.2 PARAMETROS METABOLICOS: ANALISES BIOQUIMICAS

Corticosterona, Glicemia e Lactato

De acordo com os dados analisados, ndo foram encontradas
diferencas estatisticas nas analises dos niveis plasmaticos de corticosterona entre
os animais sedentarios (n=10) e treinados (n=10) em repouso, 24 horas apds a
ultima sessao de treinamento (Gsed: 5,31 £ 0,38 mg/dL vs. Gtr: 5,09 £ 0,50 mg/dL)
(Figura 2c).

Os niveis plasmaticos de glicose e lactato foram avaliados em duas
situagdes diferentes: em repouso: (24 horas apos exercicio; Gsed: n=10 e Gtr: n=10)
e imediatamente apds 60 minutos de natagao (0 hora; Gtr: n=10). Foi observado que
logo apds o treinamento a glicemia dos animais treinados estava maior que a dos
animais sedentarios (Gsed: 124,14 + 2,56 mg/dL vs. Gtr: 140,26 + 04,01 mg/L).
Entretanto, em repouso, 24 horas apos a ultima sessdo de treinamento, ndo foram
encontradas diferencgas nos niveis plasmaticos de glicose dos animais (Gsed: 124,14
t+ 2,56 mg/dL vs. Gtr: 121,93 £ 3,74 mg/dL). Apesar disso, quando comparados o0s
niveis de glicose dos animais treinados nas diferentes situagdes (Gtr/Oh vs. Gtr/24h)
foi encontrado menores niveis de glicemia para o Gtr/24h (Gtr/24h: 121,93 + 3,74
mg/dL vs. Gtr/Oh: 140,26 + 01,04 mg/dL) (Figura 2b).

Os niveis plasmaticos de lactato também foram analisados em duas
situagdes como a glicemia. Os animais do Gtr/Oh tiveram menores niveis de lactato
sanguineo quando comparados com os animais sedentarios (Gsed: 3,74 £ 0,15 mM
vs. Gtr/Oh: 3,22 + 0,25 mM), entretanto, quando comparados aos animais do Gtr/24h
esses valores nao foram diferentes (Gtr/24h: 2,96 £ 0,13 vs. Gtr/Oh: 3,22 £ 0,25 mM)
(Figura 2a).
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Figura 2 — Concentragao plasmatica de lactato (umol/L) e glicose (mg/dL) de ratos
Wistar sedentarios, treinados em repouso (24h) e treinados apdés ultima
sessdo de natagdo (0Oh). Concentracdo plasmatica de corticosterona
(mg/dL) de ratos Wistar sedentarios e treinados em repouso (24h). (*p <
0,05 vs. Gsed). (# p< 0,05 vs. Gtr/0Oh).
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5.3 PARAMETROS CARDIOVASCULARES

Pressao arterial e frequéncia cardiaca de repouso

Os valores basais de PAM nao demonstraram diferencas entre os
grupos (Gsed: 111,3 £ 1,3 mmHg vs. Gtr: 109,1 £ 3,4 mmHg) (Figura 3a). Ja os
resultados basais da FC demonstraram bradicardia de repouso para os animais
treinados quando comparados ao grupo sedentarios (Gsed: 349,63 + 4,9 bpm vs.
GTr: 326,67 £ 7,3 bpm) (Figura 3b).

Figura 3 — Valores de Press&do Arterial Média em repouso (mmHg) e Frequéncia
Cardiaca em repouso (bpm) de animais controles sedentarios (n=9) e
treinados (n=10) ndo anestesiados. (* p < 0,05 vs. Sedentarios).
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Ganho baroreflexo

Os dados demonstraram maior sensibilidade ao baroreflexo (figura
4a) e maior ganho baroreflexo (figura 4b) para os animais treinados (n=8)
comparado aos sedentarios (n=8) (Gsed: -2,42 + 0,31 vs. Gtr: -4,41 + 0,5), o que
evidenciou, efeitos cardiovasculares benéficos advindos do protocolo de natacéo

proposto aos animais.

Figura 4 — (A) Curvas de variagao da Pressao Arterial Média (mmHg) e Frequéncia
Cardiaca (bpm) durante o teste de baroreflexo. Doses crescentes de
Fenilefrina e Nitroprussiato de Sédio administrados intravenosamente.
(B) Curvas de Ganho da Sensibilidade Baroreflexa. Valores de Presséo
Arterial Média (mmHg). Linha continua (-): Gsed; Linha pontilhada (...):
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Histologia e localizagcdo da area RVLM

A confirmagédo do sitio de microinjecdo unilateral na RVLM foi
detectada através da visualizagcdo de corte histolégico com marcagdo com corante
Azul de Evans e auxilio do Atlas Paxinos, Watson, (1998) e por meio de um mapa da
superficie ventral do Bulbo (Figura 5). Somente os ratos com marcacdo da
microinjecdo na area RVLM foram considerados para as analises tendo como

referéncia para localizagdo da RVLM o nucleo Ambiguo (NA) (Figura 6).

Figura 5 — Mapa da superficie ventral do Bulbo com localizagao bilateral da area
RVLM. XIlI Nervo craniano; C1: Primeiro nervo cervical.
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Figura 6 — Corte histolégico e diagrama da regidao bulbar com a marcacgao do sitio
central de injecdo na RVLM. NTS: Nucleo Trato Solitario; nA: Nucleo
Ambiguo; Sp5: nucleo espinhal do trigémeo; py: Trato Piramidal.
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Microinjecao de L-glutamato e Salina 0,9% estéril

Os grupos controles sedentarios (n=6) e treinados (n=6) foram
obtidos através da microinjecdo de L-glutamato na RVLM antes e depois da
microinje¢ao de salina 0,9%. Nao foi observada diferenca estatistica para os valores
de PAM entre os grupos imediatamente antes da primeira (Gsed: 118 £ 5,2 mmHg
vs. Gtr: 122 £ 8 mmHg) e segunda (Gsed: 125 + 3,8 mmHg vs. Gtr: 120 + 2,7 mmHgQ)
microinje¢ao unilateral de L-glutamato. A microinje¢do de L-glutamato promoveu
maior variagao pressoérica em ratos sedentarios antes (APAM: Gsed: 52 + 5,6 mmHg
vs. Gtr: 32 £ 2 mmHg) e depois (APAM: Gsed: 51 + 5 mmHg vs. Gtr: 32 + 2,4 mmHgQ)
da microinjecdo de salina, entretanto, a microinje¢do de salina n&o alterou as

respostas de variagdes pressoricas ao L-glutamato em ambos os grupos (Figura 7).

Figura 7 — Alteracdes da PAM induzidas por microinjecdo unilateral de L-glutamato
antes e depois da microinjecdo de salina 0,9% estéril na RVLM. (* p
<0,05 vs. Gsed antes e Gsed depois).
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Em relacdo a PAM, nao foi observada diferenca estatistica entre os
grupos sedentarios (n= 8) e treinados (n= 10) imediatamente antes da primeira
(Gsed: 126 + 1,9 mmHg vs. Gtr: 125 £ 2,1 mmHg) e segunda (Gsed: 124 + 2,3
mmHg vs. Gtr: 125 + 1,8 mmHg) microinjecdo unilateral de L-glutamato. No
momento da primeira microinjegao de L-glutamato, observou-se aumento imediato
de PAM nos animais de ambos os grupos, porém, nos animais treinados o aumento
foi menor (APAM: Gsed: 53 + 7,7 mmHg vs. Gtr: 32 + 4,2 mmHg, p<0,05). Por outro
lado, quando foi realizada a segunda microinjegdo de L-glutamato, apds a
microinje¢ao do “Scavenger” de NO, nao foi observada diferenca estatistica entre os
grupos avaliados (APAM: Gsed: 41 + 7,7 mmHg vs. GTr: 39 £ 5,9 mmHg) (Figura 8).

Figura 8 — Alteragcdes da PAM induzidas por microinjecdo unilateral de L-glutamato
antes e depois da microinjecdo de Carboxi-Ptio (1nmol/100nl) na RVLM.
(* p =0,05 vs. Gsed antes do Carboxi-Ptio).
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Microinje¢ao de doador de NO

Imediatamente antes da microinjegdo de doador de NO, n&o houve
diferenca nos valores de PAM para os animais sedentarios (n= 8) e treinados (n= 7)
(Gsed: 118 £ 2 mmHg vs. GTr: 123 £ 1,7 mmHg). A microinje¢ao unilateral de Dea-
NONOate na RVLM causou aumento imediato na PAM de ambos os grupos, sendo
que nos animais treinados esse aumento foi estatisticamente maior (APAM: Gsed:
16 £ 1,1 mmHg vs. GTr: 39 + 6,1 mmHg) (Figura 9).

Figura 9 — Alteragcbes da PAM induzidas por microinjecao unilateral de Dea-
NONOate (50 nmol/100nl) na RVLM de ratos sedentarios e treinados. (*
p <0,05 vs. sedentarios).
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Microinjegao de L-glutamato e inibidor ndo seletivo da NOS

Em relacdo a PAM, nao foi observada diferenca estatistica entre os
animais sedentarios (n=8) e treinados (n=7) imediatamente antes da primeira (Gsed:
119 £ 2 mmHg vs. Gtr: 116 + 2,2 mmHg) e segunda (Gsed: 121 + 3 mmHg vs. Gtr:
116 £ 2,8 mmHg) microinjecao unilateral de L-glutamato. A microinjecédo de L-
glutamato na RVLM antes da microinjecdo do inibidor ndo seletivo da NOS, o L-

NAME, produziu maior variagdo pressorica nos animais sedentarios (APAM: Gsed:
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56 + 4,5 mmHg) comparados aos treinados (APAM: Gtr: 41 £ 5 mmHg). Apds a
microinje¢ao de L-NAME néo foi observada diferenga estatistica para a microinjegao
de L-glutamato entre os animais (APAM: Gsed: 44 + 6,2 mmHg vs. Gtr: 28 + 6,3
mmHg) (Figura 10).

Figura 10 — Alteragdbes da PAM induzidas por microinje¢do unilateral de L-
glutamato antes e depois da microinjecao de L-NAME (15 nmol/100nl)
na RVLM de ratos sedentarios e treinados. (* p 0,05 vs. Gsed antes
do L-NAME).
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Microinjegao de L-glutamato e inibidor da nNOS

Respostas semelhantes as encontradas com o “Scavenger” de NO
foram observadas com o inibidor da nNOS. Nao foi encontrada diferenca estatistica
para os valores de PAM entre os animais sedentarios (n= 8) e treinados (n= 10)
imediatamente antes da primeira (Gsed: 129 + 2,6 mmHg vs. Gtr: 123 + 1,2 mmHg)
e segunda (Gsed: 130 £ 2,6 mmHg vs. Gtr: 128 £+ 2 mmHg) microinje¢do de L-
glutamato. A primeira microinjecao unilateral de L-glutamato provocou aumento de

PAM em ambos os grupos, porém, menor resposta pressora foi observada nos
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animais treinados (APAM: Gsed: 49 + 3,8 mmHg vs. GTr: 36 £ 3,9mmHg). Apds a
microinje¢do do inibidor da nNOS, a microinjecdo de L-glutamato provocou
novamente aumento na PAM em ambos os grupos, porém, sem diferenca estatistica
entre eles (APAM: Gsed: 42 £ 5 mmHg vs. GTr: 41 £ 5,2 mmHg) (Figura 11).

Figura 11 — Alteragdes da PAM induzidas por microinje¢do unilateral de L-
glutamato antes e depois da microinjecéo de n-Propyl (4nmol/100nl) na
RVLM de ratos sedentarios e treinados. (* p 0,05 vs. Gsed antes do n-
Propyl).
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Microinjecdo de L-glutamato e inibidor da iNOS

Nao houve diferenca entre os valores de PAM imediatamente antes
da primeira (Gsed: 123 * 3,6 vs. Gtr: 117 + 3,2) e segunda (Gsed: 126 + 5,3 vs. Gtr:
118 = 3,4) microinjegdo de L-glutamato entre os animais sedentarios (n= 11) e
treinados (n= 16), porém, a microinjecédo de L-glutamato antes do inibidor seletivo da
iINOS provocou menor aumento da PAM em animais treinados comparados aos
sedentarios (APAM: Gsed: 47 + 4,1 vs. Gtr: 37 + 3,7) sendo que apds a microinjecao
de 1400 W essas respostas ao glutamato foram estatisticamente menores (APAM:

Gsed: 27 + 3 vs. Gtr: 21 + 2,5) para ambos os grupos (Figura 12).
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Figura 12 — Alteragdes da PAM induzidas por microinje¢ao unilateral de L-
glutamato antes e depois da microinjegcdo de 1400W (2nmol/100nl) na
RVLM de ratos sedentarios e treinados. (* p <0,05 vs. Gsed antes do
1400 W; # p <0,05 vs. Gtr antes do 1400 W).
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Andlise dos valores de FC durante os protocolos experimentais de microinjecao na
RVLM

As variagbes da FC durante as respostas pressoras com
microinjegdes de glutamato e Dea-NONOate na RVLM foram distintas. Alguns
animais responderam com aumento de FC (taquicardia) com a microinjecéo de L-
glutamato antes ou depois do Carboxi-ptio, L-NAME, n-Propyl e iNOS. Por outro
lado, alguns animais responderam com diminuigdo da FC (bradicardia) em reflexo as
alteracdes de PA. (Tabela 2 e 3).

A microinjecdo de doador de NO também apresentou respostas de
FC divergentes. Alguns animais responderam com taquicardia ao doador de NO,

enquanto outros, responderam com bradicardia (Tabela 4).
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Tabela 2 — Valores das alteragcdées de FC durante microinjecao de L-glutamato antes
(1?) e depois (2%) da salina ou das drogas moduladoras do NO em
animais sedentarios.

AFC (bpm) Bradicardia Taquicardia Bradicardia Taquicardia

12 12 28 28

Gsed
Salina 0,9 % -23+6 2743 -24+4 28+0
(n=4) (n=2) (n=5) (n=1)
Carboxi-ptio -40+2 9516 -71£ 0 47+10
(n=2) (n=6) (n=1) (n=7)
n-Propyl -43+0,8 55+0,9 -26+1 4018
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4)
L-NAME -46+5 66+14 -42+42 19+4
(n=4) (n=4) (n=6) (n=2)
1400W -63+18 83+18 -40+7 60+6
(n=5) (n=6) (n=6) (n=5)

Tabela 3 — Valores das alteragdées de FC durante microinjecédo de L-glutamato antes
(1?) e depois (2%) da salina ou das drogas moduladoras do NO em
animais treinados.

A FC (bpm) Bradicardia Taquicardi Bradicardia Taquicardia

12 a 22 28
Gtr 1@

Salina 0,9 % -2945 45+12 -29+5 45+11
(n=3) (n=4) (n=3) (n=4)
Carboxi-ptio 477 52+1 -71£11 2415
(n=6) (n=2) (n=5) (n=3)
n-Propyl -33+38 57+10 -54+2 5149
(n=3) (n=4) (n=3) (n=4)
L-NAME -50+10 59+8 -42+12 30+13
(n=4) (n=3) (n=4) (n=3)
1400W -22+2 53+7 -31+4 36+4

(n=8) (n=8) (n=4) (n=12)
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Tabela 4 — Valores das alteragcdes de FC durante microinjecdo de doador de NO em
animais sedentarios e treinados.

A FC (bpm) Bradicardia Taquicardia

Dea-NONOate -43+5 41+8
Gsed (n=5) (n=3)
Dea-NONOate -36+8 34+7
Gtr (n=5) (n=2)

5.4 EXPRESSAO GENICA DAS ISOFORMAS DE NOS NA AREA RVLM

As analises de expressao génica das isoformas de NOS na RVLM
também foram avaliadas em ambos os grupos (sedentarios: n= 7 e treinados: n= 9).
Foram encontrados os seguintes valores: Fold increase: eNOS: (Gsed: 1,2 + 0,25 vs.
Gtr: 0,41 + 0,08), iINOS: (Gsed: 3,38 + 1,6 vs. Gtr: 0,64 £ 0,21) e nNOS: (Gsed: 1,46
+ 0,42 vs. Gtr: 1,04 + 0,27). Das trés isoformas avaliadas (endotelial, induzivel e
neuronal), apenas a expressao génica de eNOS apresentou diferenca estatistica
significante entre os grupos sedentario e treinado (p<0,05) (Figura 13).

Além disso, foi realizada a analise de co-relagcdo dos valores de
expressado génica das isoformas de NOS com os valores de FC de repouso dos
animais. Foi encontrada diferenga estatistica (p<0,05) para as isoformas de eNOS (r:
0,52) e INOS (r: 0,51) (Figura 14).
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Figura 13 — Expressdo génica das isoformas da NOS na RVLM de ratos
sedentarios e treinados. (* p <0,05 vs. Sedentarios).
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Figura 14 — Co-relacdo dos valores de expressao génica das isoformas da NOS
com os valores de FC de repouso de ratos sedentarios e treinados. (* p

<0,05).
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, foi proposto um protocolo de treinamento fisico de
natagcao para ratos, o qual possibilitou caracterizar um modelo eficiente de exercicio
aerobio para animais levando em consideracdo parametros bioquimicos plasmaticos
e alteracbes do NO controle da modulagdao autonémica cardiovascular. Através
desse modelo de natacdo, foram observados nos animais treinados: menores
valores de ganho de peso corporal, menores valores relativos de gorduras viscerais,
maior peso relativo do coracdo e menores niveis de lactato, o que provavelmente
contribuiu para maiores valores de glicemia plasmatica avaliados logo apds a ultima
sessao de natagdo. Os achados demonstraram niveis adequados de corticosterona
em repouso e, além disso, peso relativo normal para glandulas adrenais,
evidenciando entdo, efeitos positivos do treinamento fisico aerdbio proposto para
alteragbes de parametros metabdlicos, bioquimicos e de composi¢cdo corporal.
Somado a isso, o treinamento realizado também promoveu importantes alteracdes
na modulacido autondmica do sistema cardiovascular. Em animais fisicamente
ativos, foi observado bradicardia de repouso, niveis normais de PA e aumento da
sensibilidade e ganho baroreflexo. Neste estudo, ficou evidente também, que o
treinamento fisico favoreceu um menor aumento da resposta pressora ao L-
glutamato na area RVLM e que, além disso, o NO de fato parece estar agindo na
modulacdo da saida simpatica desta area cerebral, considerando que a expressao
génica de eNOS estava diminuida nesses animais. Sendo assim, os dados
indicaram que a natacao foi eficiente como método de treinamento fisico aerdbio
para ratos nas analises de parametros autonémicos e cardiovasculares.

A primeira parte deste estudo objetivou caracterizar alguns
importantes parametros bioquimicos plasmaticos que poderiam estar alterados pelo
treinamento fisico como glicose, lactato, corticosterona e somado a isso, possiveis
alteracdes na composicao corporal de animais sedentarios e treinados por natacao.
Os dados demonstraram que o protocolo de treinamento proposto aos animais
provocou menor ganho de peso corporal e menores valores para gorduras viscerais,
corroborando com dados prévios (Wilterdink et al., 1993). Nao foram encontradas
alteragdes nas glandulas adrenais e musculos séleos entre os grupos, no entanto,
maiores valores de peso relativo para o coracdo foram observados nos animais

treinados, confirmando outros dados da literatura (Medeiros et al., 2004) que



51

sugerem que o treinamento por natagdo promove hipertrofia cardiaca devido
provavelmente ao aumento do volume sanguineo ejetado pelo coragdo, o que
demonstra uma associagdo com melhores parametros cardiovasculares para os
ratos treinados comparado aos sedentarios.

Niveis de glicose somente estavam modificados quando avaliados
entre treinados e sedentarios imediatamente apos a ultima sessédo de treinamento
fisico (0O hora). Tais achados, provavelmente se relacionam com a contribuicdo do
lactato como precursor de glicose na via da gliconeogénese durante o exercicio,
tendo em vista que, os niveis lactato, estavam diminuidos nos animais treinados
tanto em repouso (24h) como imediatamente apds a ultima sessao de natacao (Oh).
Sendo assim, acredita-se que o protocolo de treinamento sugerido aos animais, foi
valido para promover efeitos benéficos nos aspectos metabdlicos e de composig¢ao
corporal, mesmo tendo duracido de apenas 4 semanas.

Nés também observamos que os niveis de corticosterona nao foram
alterados depois do treinamento por natagao (24 horas apds a ultima sess&o). Os
efeitos do treinamento de natagdo nos niveis de corticosterona foram investigados
também por Cox e colaboradores (1985). Os autores observaram que animais
submetidos previamente a treinamento de natacdo quando comparados a
sedentarios apresentavam menores aumentos nos niveis plasmaticos de
corticosterona quando submetidos a 20 minutos de natagéo, sugerindo assim que os
animais treinados previamente estavam mais adaptados a esta situacdo de estimulo
simpatoadrenal. Nesse sentido, como n&o foi encontrada diferenga nos niveis de
corticosterona entre os animais treinados e sedentarios no presente estudo, assume-
se que as respostas cardiovasculares obtidas aqui se devem aos efeitos do
treinamento fisico e ndo ao “stress” que o protocolo de natagdo eventualmente
ofereceu aos animais. Portanto, os dados sugerem que o protocolo de treinamento
usado em ratos é eficiente em promover importantes alteracbes em parametros
bioquimicos e de composicdo corporal, que associados atuam na melhora da
condicao fisica e saude dos animais.

Na segunda parte do trabalho, nés objetivamos estudar os efeitos do
treinamento fisico na regulagcdo neural cardiovascular, tendo em vista a importancia
do NO para a modulagado do controle autonébmico da PA em areas especificas do
SNC (Hirooka et al., 1996; Morimoto et al., 2000; Patel et al., 2001), e que a pratica

de exercicio fisico aerébio tem demonstrado influenciar a neuromodulagao simpatica
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da RVLM (Martins-Pinge et al., 2005; Mueller, 2007). Foi proposto para este estudo,
a analise da influéncia do NO na neurotransmissao glutamatérgica na area RVLM
em animais sedentarios e submetidos a treinamento fisico, ja que foi observado
alteracdo na sensibilidade glutamatérgica apds este mesmo protocolo de
treinamento fisico (Martins-Pinge et al., 2005).

Estudos farmacoldgicos em gatos e outras espécies mostraram que
o NO interage com ambos os neurotransmissores, GABA na inibicdo e glutamato na
excitacdo (Chen et al., 2001; Tseng et al., 1996). Por outro lado, a biodisponibilidade
de NO enddégeno na RVLM também parece modular o ténus simpatico da area. Tal
hipétese foi confirmada por Chan e colaboradores (2001) em estudo realizado em
ratos anestesiados, que através da administragao bilateral de scavenger de NO na
RVLM demonstraram significante hipotensdo e bradicardia, evidenciando um
possivel papel simpatoexcitatério para o NO na RVLM sobre os parametros de PA
sistélica (PAS) e FC.

No presente estudo, também foi utilizado um “Scavenger” de NO na
RVLM, porém em ratos acordados. Examinamos através da microinje¢do do
Carboxi-Ptio os efeitos da retrada do NO enddgeno localmente sobre a
neurotransmissao glutamatérgica da RVLM de animais sedentarios e treinados.
Antes da microinjegao unilateral do scavenger de NO, foi realizada a microinjecao de
L-glutamato e observou-se aumento da PAM em ambos os grupos avaliados, porém,
menor resposta pressora nos animais treinados, corroborando com dados prévios do
laboratdrio (Martins-Pinge et al., 2005). Apds a microinje¢cao do “Scavenger” de NO
repetiu-se a administracdo de L-glutamato e novamente foi observado aumento
imediato na PAM, porém, sem diferengas entre os grupos analisados. Esses dados
sugerem inicialmente que as alteragcdes na resposta glutamatérgica pelo treinamento
fisico podem ser decorrentes do NO, ja que as alteragdes encontradas
desapareceram apos a retirada do mesmo. Além disso, deve ser ressaltado que
embora ndo tenha sido estatisticamente significante, apés a microinjecdo do
“Scavenger” o aumento da PA pelo glutamato teve uma tendéncia a ser menor nos
animais sedentarios e uma tendéncia a ser maior nos animais treinados. Essa
tendéncia no grupo sedentario faz sentido ja que foi observado em outro estudo
hipotensao e bradicardia apés microinje¢do de scavenger de NO na RVLM de ratos
(Chan et al., 2001). Apesar disto, os resultados de tendéncia para o grupo treinado,

ainda carece de possiveis explicagdes.
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O acréscimo de NO através de drogas doadoras de NO, por si s0,
também interfere na neuromodulagdo da RVLM. Um estudo demonstrou que a
microinjegao bilateral de baixas doses de doador de NO, foi capaz de promover
hipertenséo e taquicardia e por outro lado, doses mais altas, produziram significante
hipotensdo e bradicardia (Chen et al., 2001). Outros autores (Zhu et al., 2004)
evidenciaram que tanto em ratos anestesiados com faléncia cardiaca como em
controles (Sham), a microinjecado de doador de NO na RVLM foi capaz de diminuir a
PAM basal e a atividade do nervo simpatico renal. Estes autores defendem que NO
endoégeno da RVLM inicia importante papel na regulagdo da saida simpatica e
sugerem que ele promova inibicdo. No entanto, dados utilizando animais acordados
mostraram que usando outros doadores de NO na RVLM também obtem-se
aumentos de PA (Martins-Pinge et al., 1997; 1999).

Em nosso estudo, a microinjegao unilateral de um doador de NO, o
DeaNONOate causou aumento imediato na resposta pressora, tanto nos animais
treinados como nos sedentarios, corroborando dados prévios do laboratério
utilizando outros doadores de NO (Martins-Pinge et al., 1997; 1999). Esse aumento
da resposta pressorica pode ser devido a uma liberagdo de glutamato ou inibigao
GABAérgica. Dados prévios de Wu et al.,, (2001) em gatos, também indicaram
efeitos excitatorios via glutamato através de microinjegdo de NMDA e formacao de
NO na RVLM. Ja os ratos submetidos a natacido tiveram maior resposta pressora
mediante a microinjegcdo do doador de NO na RVLM. Este dado sugere que o
treinamento fisico parece levar a um aumento na sensibilidade ao NO na area
RVLM, no entanto, os mecanismos pelos quais esse efeito ocorreu ainda nao sao
conhecidos.

A inibicao da enzima NOS também parece influenciar na modulagao
autonémica da RVLM. Considerando isso, utilizamos o L-NAME para inibir tanto as
vias de produgdo da eNOS como da nNOS, sendo considerado um inibidor da via
constitutiva. Neste estudo, foi observado que a microinjecdo de L-glutamato na
RVLM de ratos treinados antes da microinjegdo de L-NAME provocou menor
resposta pressora comparado aos sedentarios e que apods o L-NAME, os aumentos
da pressao arterial ndo foram diferentes entre os grupos. Estudo prévio de Martins-
Pinge e colaboradores (2007) evidenciou respostas similares com glutamato na
RVLM de ratos sedentarios, com aumentos de PAM e bradicardia ou taquicardia,

todavia em seu estudo, apds o L-NAME tais respostas foram praticamente abolidas.
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Em animais acordados (Martins-Pinge et al., 2007) o bloqueio
unilateral da nNOS diminuiu a PAM e FC, o que sugere, uma possivel agao
simpatoexcitatoria para a nNOS na RVLM. Somado a isso, nesse mesmo estudo, a
resposta pressora ao glutamato depois do inibidor da nNOS foi atenuada em quase
50% comparada a primeira microinje¢cdo, sendo que os valores de FC foram
praticamente abolidos. Nossos dados corroboram com essa hipétese, pois, a
microinje¢cdo de L-glutamato nos animais sedentarios apds a administracdo de N-
propyl causou uma tendéncia a menor variagado pressorica, 0 que sugere que a
NNOS deve estar colaborando com a excitacdo simpatica na RVLM em animais
acordados. Os resultados obtidos apds a microinjecao do inibidor da nNOS em
animais treinados s&o semelhantes aos obtidos com o scavenger, onde as
diferencas ocorridas nas respostas pressoricas do glutamato entre sedentarios e
treinados, desaparecem com o bloqueio da nNOS, sugerindo que o NO produzido
pela nNOS parece ter um papel relevante na modulagao da resposta pressora ao
glutamato na RVLM apés treinamento fisico.

Em relagdo a iNOS na RVLM, os dados encontrados na literatura
apresentam-se contraditorios. Estudo de Chan e colaboradores (2003) demonstrou
que em ratos anestesiados a microinjegcao bilateral de inibidor da iINOS (S-
methylisothiourea) na RVLM produziu aumentos na PAM, FC e analise espectral da
pressao arterial sistdlica, sugerindo um papel inibitério para a INOS na RVLM. No
trabalho de Ally e colaboradores de 2006 os autores observaram que apds o
bloqueio da INOS com Aminoguanidina os aumentos da PAM, FC e niveis de
glutamato locais foram atenuados durante a contragdo muscular estatica, sugerindo
que a iINOS possua um papel excitatério na RVLM. No entanto, esses estudos foram
realizados em animais anestesiados e sabe-se bem que o efeito da anestesia é fator
limitante na analise dos parametros cardiovasculares, pois, interfere diretamente na
transmissao dos sinais neurais (Bachelard et al., 1990).

Neste sentido, estudo de Martins-Pinge e colaboradores (2007)
realizaram experimentos com animais acordados na tentativa de mimetizar os efeitos
da anestesia nos parametros cardiovasculares. Foi observado aumento da resposta
pressora ao glutamato acompanhado de taquicardia ap6s a microinjecao de inibidor
da iINOS (Aminoguonidina) na RVLM. Os autores sugerem que o NO enddgeno
produzido pela isoforma iNOS pode interagir com a neurotransmissao glutamatérgica

da RVLM inibindo as respostas cardiovasculares. Essa informacéo vai contra os
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achados do presente estudo, no qual se observou menor resposta pressora ao
glutamato apés inibidor da iNOS. No entanto, o inibidor utilizado no presente estudo
(1400W) é diferente do estudo anterior e trabalhos que tenham utilizado a mesma
substancia ndo existem na literatura para possiveis comparagoes.

Os dados de gPCR mostraram que a isoforma eNOS na RVLM
estava diminuida ap6s o treinamento fisico, e que embora nao tenha sido observado
diferenga estatisticamente significante, a expressdo da iINOS apresentou uma
tendéncia a ser menor também nos animais treinados comparado com o0s
sedentarios. Em relagdo a nNOS no entanto, ndo observamos alteracbes
significantes na expressao entre sedentarios e treinados. Esses achados foram
inesperados ao nosso ponto de vista, ja que a literatura tem sugerido que a
producdo de NO na periferia aumenta com o treinamento fisico aerébico. Somado a
isso, os dados de expressao génica de eNOS e INOS apresentaram co-relagao
significativa com os dados de FC basal para os animais de ambos os grupos. Nesse
sentido, embora n&o haja dados a respeito da expressdo da NOS comparativos na
literatura e nem tdo pouco sobre a influencia da eNOS e iINOS na FC de repouso,
podemos especular a hipotese que, o treinamento fisico favorece aumento da
producao e liberagdo de NO pelo endotélio dos vasos, e que este aumento ao nivel
da RVLM, possa levar a um “downregulation” da NOS por um mecanismo de
autoregulacao, sendo que, ao final das 4 semanas de natagéao, fase onde realizamos
as medidas de sua produgao, essa expressao génica estaria menor. Se de fato essa
hipotese puder ser comprovada, talvez explique a menor atividade simpatica (devido
a menor resposta pressora pelo glutamato) pela RVLM nos animais treinados e a co-
relagdo com os valores de bradicardia de repouso para os animais treinados. Assim,
esses achados nos sugerem que o NO derivado dessas enzimas (eNOS e iNOS)
podem de fato ser alterados pelo treinamento fisico, influenciando na modulagao de
parametros autondmicos relacionados ao controle cardiovascular.

Além desses dados, no presente estudo também foi avaliado a
sensibilidade baroreflexa em animais sedentarios ou submetidos ao protocolo de
treinamento por natacdo. Os animais treinados apresentaram maior bradicardia de
repouso € uma maior sensibilidade baroreflexa, caracterizada pelo aumento do
ganho. Esses achados corroboram com outros trabalhos da literatura que também
avaliaram a sensibilidade baroreflexa utilizando diferentes protocolos de treinamento

fisico (Brum et al., 2000; Medeiros et al., 2004) e nos indica que o aumento do
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ganho baroreflexo pelo treinamento fisico conferiu aos animais uma habilidade de
melhor responder aos aumentos e diminuicbes da PA, evidenciando os efeitos

benéficos do treinamento fisico para manutengdo da homeostasia cardiovascular.
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7 CONCLUSAO

Em resumo, os dados aqui apresentados evidenciaram que o
treinamento de natacido proposto aos animais provocou importantes alteragcdes em
parametros relacionados a composicdo corporal e bioquimica plasmatica, sendo
considerado um eficiente protocolo de exercicio aerdbio para ratos. Além disso, a
natacdo parece ter contribuido para adaptacbes autondmicas do controle
cardiovascular por meio da acdo modulatéria do 6xido nitrico na area RVLM. Apesar
disto, acreditamos que outras metodologias, como estudos de eletrofisiologia ou in
vitro utilizando neurdnios da RVLM, possam contribuir para elucidar os mecanismos

envolvidos nesses fendmenos fisiologicos promovidos pelo exercicio.
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ABSTRACT: Our laboratory has been studied cardiovascular aspects using a
protocol of physical training by swimming in rats. However this protocol had not been
yet characterized in biochemical and body composition aspects, which could better
support previous findings and validate the model. To this end Wistar rats were
submitted to swimming training (Gtr) for four weeks or made sedentary (Gsed). After
training the blood was collected for corticosterone, lactate and glucose analysis, and
the visceral and gonadal fat, soleus muscle, adrenal glands and heart were removed
to be weighted. The body mass index was also estimated. Our data showed that this
protocol of swimming promoted less body weight gain, lower values for
retroperitoneal and perigonadal fat, higher heart weight and no changes in the
weights of the adrenal glands and soleus muscle between trained and sedentary
rats. Furthermore, it was observed that the levels of corticosterone were not altered
after exercise training (Gsed: 5.31 £ 0.38 mg / dL vs. Gtr: 5.09 + 0.50 mg / dL) and
glucose, only changed when it was evaluated immediately after training, been
increased compared to sedentary (Gsed: 124.14 + 2.56 mg / dL vs. Gtr: 140.26 £
04.01 mg / dL). Already lactate decreased in animals trained in both conditions (Oh:
Gsed: 3.74 £ 0.15 mM vs. Gtr/Oh: 3.22 £ 0.25mM, and 24 h: Gsed: 3.74 £ 0.15 mM
vs. Gtr/24h: 2.96 £ 0.13 mM). Thus, we believe that this protocol of physical training
is valid to provide changes that benefit health promotion.

Key words: Corticosterone. Lactate. Glucose. Fat tissue. Body weight. Exercise

Introduction

Physical exercise is characterized by a situation that alters bodily
homeostasis, and leads to various physiological adaptations to the cardiovascular
system (1), respiratory and metabolic (2) for energy maintenance either during or
after physical exertion. The increase in cardiac output, heart rate (3), ventilation,
releasing hormones (4) and increased sympathetic activity (5) are some examples of
adaptations to meet the acute triggered new metabolic demand. Chronic changes in
physiological and metabolic parameters such as decrease in blood pressure, heart
rate (6), glucose, lactate, loss of fat and muscle mass gain (2,4) are some of the
beneficial effects of physical training to the body and therefore, the low-intensity
aerobic training have demonstrated strong ally in the treatment of degenerative
diseases such as hypertension (7), Diabetes Mellitus (8), obesity (9) and heart failure
(10).

Many studies with aerobic exercise protocols for rats have been
developed in the last decades (1-3). These investigations seek to highlight the
different mechanisms by which exercise training causes changes in the body and
how it improves the survival of animals and physical ability, plus reverse

pathophysiological aspects. Swimming has been an important methodological tool to
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investigate changes in body composition, energy metabolism, cardiovascular and
respiratory function in animals, therefore, presents itself as an efficient intervention
on different physiological parameters (11,12). Our laboratory has been studied the
cardiovascular aspects of a protocol of physical training by swimming in rats and
observed that this protocol promotes resting bradycardia (13-17), lower pressor
response to Lglutamate in RVLM (13), decreased sympathetic and increased
parasympathetic autonomic modulation to the heart (15) and tonic effects on blood
pressure and heart rate changed by the paraventricular nucleus of the hypothalamus
(15,16). However, this protocol of physical training by swimming in rat had not yet
been characterized in the biochemical aspects and body composition, which could
better support previous findings and validate the model.

Therefore, in view of the swimming protocol used by our group was
effective in altering peripheral and central cardiovascular parameters, the objective of
this study was to characterize this model of physical training for swimming in rats on
the aspects of body composition and corticosterone, lactate and glucose plasma

levels.

Materials and methods

Animals

All experiments were performed in adult male Wistar rats (n=55),
weighting 220 to 240 g (start training), supplied by the central animal house of the
State University of Londrina in Brazil. The animals were housed in Perspex cages in
a room with a 12:12 h light/dark cycle. Food and water were always available except
during the experiments. All experimental protocols were performed in accordance
with the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals and the Ethical Principles
for Animal Experimentation established by the Brazilian Committee for Animal
Experimentation (COBEA) and were approved by the animal experimentation Ethics

Committee of the State University of Londrina (process no. 3524.2011.45).
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Swimming training protocol

The swimming training (ST) protocol was performed in a glass tank
with vertical sides filled with lukewarm water (31+1 °C) with 4000 cm2 surface area
and 60 cm deep and occurred at the same time every day (between 11:00 a.m. and
1:00 p.m.). The ST consisted of twenty swimming sessions (5 days/week, 4 weeks)
of 60 min, according to previous study (13). The animals submitted to swimming

training were denominated Gtr and the sedentary were Gsed.

Body composition

Body weight

The body weight of the animals was assessed from the first day they
arrived from Central Animal Facility of the State University of Londrina, until the last
day of the experimental protocol. Body weight was measured before exercise
training, using a digital scale and annotated data in a spreadsheet for further analysis

of the growth curve and weight gain of the animals.

Lee index and naso-anal length

The body mass index for rats was estimated by calculating the Lee
index [ body weight / naso-anal distance x 1000]. The naso-anal length was
obtained by tape measure, in the final moment of the experiment, when the animals

were anesthetized for subsequent euthanasia and tissue collection.

Tissues collection

The animals were anesthetized with sodium pentobarbital (40 mg /
kg, ip) to measure nasoanal length and then were sacrificed by guillotine for removal
of tissues: visceral and gonadal fat; soleus muscle, adrenal glands and heart to be

weighted.
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Biochemical analysis

Corticosterone

Twenty-four hours after the last exercise session the animals were
housed in a silent environment, where they remained at rest and fed for 30 minutes.
Then, euthanasia was performed by guillotine for withdrawing of blood and plasma
separation. Serum samples were transferred to heparinized glass tubes and kept at 4
° C until centrifugation at 2000 rpm (4 ° C, 15 minutes). The plasma obtained was
stored at -20 ° C and used for biochemical determination.

The plasma concentration of corticosterone was determined by
fluorimetric method modified of Guillemin (17), using standard corticosterone (1mg
corticosterone in 10mL of anhydrous ethyl alcohol), dichloromethane, concentrated
sulfuric acid, 0.1 M NaOH distilled water, anhydrous ethyl alcohol and 100 mL of
plasma. Fluorescence was determined in a microplate reader Victor ®, with level of
excitation 477, emission of 520 and sensitivity of 11. The concentration of

corticosterone was obtained in pg/dL.

Lactate and glucose

In animals from Gtr and Gsed plasma lactate concentrations were
analyzed at rest (24 hours after the last exercise session) and Gtr immediately after
the last swimming session (0 h). Blood collection of animals at rest (24) was
performed by decapitation whereas previously they were fed and housed in a quiet
environment. The collecting blood after exercise (0 hours) was made in animals
immediately after 60 minutes of swimming training.

Analysis of lactate was performed by an enzymatic method, using the
technique of Gutman e Wahlefeld (18). The test consisted of 150 p | of diluted
plasma (20 y L plasma + 1.0 ml H20) + 300 u L of the reactive mixture. The
specimens were 30 minutes in water bath and used 150 pL of distilled H20 for
reading (white 340nm). The equation used to calculate the concentration of lactate in
the blood (mM) was: [Lac] = 3.0 x Abs (dilution dosage) x 51 (dilution sample) + 6.22
= 24.6 x Abs.
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Glucose was also performed by an enzymatic method, using the

technique of Bergmeyer e Bernt (19).

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using the statistical program InStat
(GraphPad, CA). The results were expressed as meantSEM. The differences
between the experimental and control groups were analyzed with the analysis of
variance (ANOVA) test for multiple comparisons, followed by the Newman Keuls post

hoc (P<0.05 indicated significant differences between the rat groups).

Results

The weight gain of the animals was modified through physical
training. The animals began the experimental protocol with similar body weight
(Gsed: vs 264.30 £ 3.91g. Gtr: 265.30 + 2.95g) and after the second week of
swimming, trained animals already had values of less weight gain than sedentary
individuals (Gsed : 295 £ 2.20g vs. Gtr: 286.22 + 0.99¢), and this was repeated within
two weeks of training / sedentary lifestyle, and at the end of the fourth week the
variation in weight gain was: (Gsed: 328.34 £ 16.02 vs. Gtr : 309.22 + 1.11) (Fig. 1).

Changes in visceral fat followed the changes in body weight of the
animals. At the end of four weeks of training, the trained animals showed lower
values of relative retroperitoneal (Gsed: 0.90 +0.09g vs. Gtr: 0.60 £ 0.06) and
perigonadal fat (Gsed: 0.82 + 0.05 vs. Gtr: 0.61 £ 0.03) compared to inactive rats
(Table 1). We also evaluated the relative weight of some organs and muscle. The
relative weight of the heart of Gtr was statistically higher than the sedentary animals
(Gsed: 0.33 £ 0.01 vs. Gtr: 0.37 £ 0.01, p<0,05). Moreover, there was no difference
in the relative weight of the adrenal glands: (Gsed: 0.019 £ 0.002 vs. Gtr: 0.016 %
0.002) and soleus muscle (Gtr: 0109 + 0005 + 0106 + 0004) between sedentary and
trained animals.

Regarding the biochemical variables there was no difference
between the values of plasma corticosterone in the animals evaluated at rest, 24
hours after the last swimming session (Gsed: 5.31 + 0.38 mg / dL vs. Gtr: 5.09 + 0.50
mg / dL) (Table 2).
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Plasma levels of glucose and lactate were assessed in two different
situations: at rest (24 hours after exercise) and immediately after 60 minutes of
swimming (Ohoras). It was observed that after swimming the glycemia of trained
animals was greater than sedentary animals (Gsed: 124.14 + 2.56 mg / dL vs. Gtr:
140.26 + 04.01 mg / dL). However, at rest and 24hours after swimming, glucose
levels of trained and sedentary rats were not different anymore (Gsed: 124.14 + 2.56
mg / dL vs. Gtr: 121.93 + 3.74 mg / dL). However, when compared the glucose levels
of Gtr/Oh with Gtr/24h we observed lower blood glucose for Gtr/24h (Gtr/24h: 121.93
+ 3.74 mg / dL vs. Gtr/Oh: 140.26 + 01.04 mg / dL ) (Table 2).

The blood lactate levels were also analyzed in two stages as
glucose. The animals of Gtr/Oh had lower blood lactate values when compared to
sedentary (Gsed: 3.74 + 0.15 mM vs. Gtr/Oh: 3.22 + 0.25mM), however, when
compared to animals Gtr/24h these values were not different (Gtr/24h: 2.96 £ 0.13
vs. Gtr/Oh: 3.22 + 0.25mM) (Table 2).

Discussion

The present study aimed to characterize some blood biochemical
parameters important and possible to be changed by physical training as glucose,
lactate and corticosterone, besides the comparison of body composition between
sedentary animals and undergoing training protocol by swimming already used in
prior studies of the group. Our data showed that this protocol of swimming promoted
less body weight gain, lower values for retroperitoneal and perigonadal fat, higher
heart weight and no changes in the weights of the adrenal glands and soleus muscle
between trained and sedentary rats. Furthermore, it was observed that the levels of
corticosterone were not altered after exercise training and glucose, only changed
when it was evaluated immediately after training, been increased compared to
sedentary. Already lactate decreased in animals trained in both conditions (0 and 24
h). Thus, we believe that this protocol of physical training is valid to provide changes
that benefit health promotion.

The aspects with body composition in the sedentary rats in
comparison with the swimming exercised rats have been observed by other
researchers (20). Rats that swam daily weighed less than sedentary controls and had

smaller adipose and lean tissue masses. The authors evaluated 1, 2, 4, 6 or 8 weeks
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of daily (1 h) swim training and observed that the size of these body weight and
composition changes grew as daily training progressed. Although we did not study
the exercise training with longer duration, those effects were observed in our protocol
of four weeks of swimming.

Heart weight was enhanced in our swimming trained rats,
corroborating data from the literature (11). Cardiac hypertrophy is a well known
characteristic of swimming training in response to various stimuli such as pressure
and volume overload. It is denominate eccentric cardiac hypertrophy and it is
associated with improved cardiac performance during exercise. On the other hand,
strength-trained subjects, characterized by static isometric anaerobic exercise, show
increased left ventricle wall thickness with a pattern of concentric geometry caused
by pressure overload during exercise.

The effects of exercise training by swimming on plasma
corticosterone and lactate have been also observed by other investigators. In the
study of Cox and collaborators (12), untrained rats showed increased levels of lactate
and corticosterone than did the trained rats when submitted to a swim test for 20
minutes. The authors addressed this effect to the element novelty, which has itself a
potent effect on sympathoadrenal responses and may be, the trained rats were
adapted to the situation. As we did not observe differences in the corticosterone level
between groups we assume that the differences we have observed in the
cardiovascular function in the other studies are not related with stress. Our data also
showed that adrenal glands are not increased in trained rats, what confirms that the
exercise protocol by swimming are not a promoter of cronic stress at rest, although
we believe that during the exercise those parameters must be increased. The level of
corticosterone may increase during swimming without overload in the beginning of
training which appears to trigger factors stressful to the animals, activated by
hypothalamic-pituitary-axis, as observed in other study after one single swim session
(2). But with training, the adaptation occurs with this intensity of exercise performed,
minimizing the effect of this stressor, and it may justify why it may increase less in the
swimming trained animals.

It is known that the secretion of glucocorticoid hormones is
stimulated during exercise, being dependent on its release the amount of ACTH
released by the anterior pituitary. In the exercise, cortisol stimulates the production of

glucose by the liver by activating gluconeogenesis and decreases its use, enhancing
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the release of glucagon by pancreatic islets. Considering this, it explains why in our
study glucose is increased after the last session of swimming training, on 0 h time.
Although we did not measure, it may be possible that corticosterone could be also
enhanced in this same time after swimming.

In conclusion, our data suggest that the protocol of swimming training
we have been used may be useful to promote rehabilitation of pathological aspects in

chronic degenerative diseases, like obesity and hypertension.
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Figure 1 — Body weight gain (g) during the period of training or sedentarism. (*p<
0.05 vs.Sedentary Group).
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Table 1 — Body composition of sedentary Wistar rats and trained with swimming.

Relative
Weight (g)

Sedentary Group

Trained Group

Retroperitoneal
Fat

Perigonadal
Fat

Heart

Adrenal
Gland

Soleus
Muscle

Body
Weight {g)

Maso-anal
Distance
(cm)

Index of Lee

0.90 £ 0.09

D.52 £0.05

0.33 £0.01

0.019 + 0.002

0.106 + 0.004

32832216

23102031

0.30 + 0.002

0.60 = 0.06*

0.61 = 0.03*

037 x0.01*

0.016 + 0.002

0.109 + 0.005

o2 111t

2255+0.26

0.30 = 0.003

Values obtained after 4 weeks of training or sedentarism, expressed as means + SE.
Relative weight = absolute weight of the organ or muscle / body weight x 100;

Lee Index = ¥ body weight / naso-anal distance x 1000.
Significant differences: (* p< 0.05 vs. Sedentary Group).
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Table 2 — Plasma levels of glucose (mg / dL), lactate (umol / L) and corticosterone
(ug / dL) in sedentary and swimming trained Wistar rats.

Plasmatic Levels Sedentary Group Trained Group  Trained Group

(24h) (Oh)
Glucose (mg/dL) 124 14 + 2.56 12193 +3.74 14026 +401**
Lactate (umol/L) 374+0.15 296 013" 322+025
Corticosterone 531+038 509+050

(ug/dL)

Values obtained after 4 weeks of training or sedentarism, expressed as means + SE.
Significant differences: (* p< 0.05 vs. Sedentary Group); (# p< 0.05 vs. Trained Group (24h).



