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RESUMO

Introducdo: O o&xido nitrico (NO) é um gas solluvel, sendo de suma importancia sua
capacidade mensageira, ativando ou inibindo diversas moléculas-alvo envolvidas em diversos
processos fisiologicos. A inibigdo por curto e médio prazo da producdo de 6xido nitrico (NO)
acarreta uma série de efeitos deletérios ao sistema cardiovascular. Altas doses (20-100 mg/kg)
de NC-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) promovem hipertensio arterial, aumento na
fracdo de colageno miocardico com consequente elevacdo da fibrose e necrose, bem como
prejuizo funcional. Contudo, a administracdo de baixas doses de L-NAME (0,5-10 mg/kQ)
parece aumentar a atividade das 6xido nitrico sintases (NOS) na aorta e ventriculo esquerdo
(VE), além de reverter o aumento da pressdo arterial. Esses resultados sugerem que a
administracdo de baixa dose de L-NAME pode ativar a sintese de NO por feedback negativo
e, consequentemente, promover beneficios ao sistema cardiovascular. O exercicio fisico
também esta associado a diversos efeitos cardioprotetores, além de acarretar aumento na
biodisponibilidade de NO e expressdo e atividade da 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS).
Objetivo: Avaliar os efeitos do exercicio fisico aerébio e administragdo de baixa dose de L-
NAME sobre o processo de remodelamento cardiaco, parametros contrateis e cinética de
calcio (Ca*?) em cardiomidcitos isolados. Métodos: Ratos Wistar (n = 56) foram distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos: Controle (C), L-NAME (L), Exercicio (Ex), e Exercicio +
L-NAME (ExL). Os grupos exercitados realizaram treinamento fisico aerdobio com
intensidades progressivas de 50 a 80% da velocidade méxima média por 12 semanas. A
administracdo de L-NAME foi realizada diariamente por meio de gavagem orogastrica na
concentracdo de 1,5 mg/kg/dia. Foram analisados a adiposidade corporal, o perfil pressorico,
morfologia cardiaca, area seccional transversa (AST) do midcito, coldgeno miocérdico,
parametros de contratilidade cardiaca e transiente de Ca*? intracelular. Os dados foram
expressos em média * erro padrdo da média. O nivel de significancia considerado foi de 5%.
Resultados: A associacdo do exercicio fisico aerébio e baixa dose de L-NAME acarretou
elevacdo significante da pressdo arterial sistélica na 8% semana e pressdo diastolica final do
VE (semana 12), bem como aumento na relagdo coracdo/tibia e fracdo de colageno
miocardico, no entanto, com diminuicdo da AST. Além disso, o percentual de encurtamento e
os tempos de encurtamento e relaxamento a 50% foram menores no grupo ExL in relacéo ao
L e Ex. A amplitude de Ca*? e o tempo para 50% do pico de Ca*? foram maiores no ExL, no
entanto, essa associacio acarretou menor tempo para 50% de decaimento de Ca*.
Concluséo: A associacao do exercicio fisico aerdbio e baixa dose de L-NAME ndo promove
beneficios ao sistema cardiovascular, uma vez que acarreta remodelamento cardiaco
decorrente de aumento da fracdo de colageno e pressao diastolica final do VE, bem como
disfuncdo contratil em cardiomiécitos isolados. Os achados também indicam que essa
associacdo promove aumento na sensibilidade ao Ca*? intracelular.

Palavras-chave: Oxido Nitrico, Remodelamento Cardiaco, Oxido Nitrico Sintases,
Contratilidade



ABSTRACT

Introduction: Nitric oxide (NO) is a soluble gas and its messenger capacity is extremely
important, activating or inhibiting several target molecules involved in various physiological
processes. The short and medium-term inhibition of NO production leads to a series of
deleterious effects on the cardiovascular system. High doses (20-100 mg/kg) of NG-nitro-L-
arginine methyl ester (L-NAME) promote arterial hypertension, increased myocardial
collagen fraction with consequent elevation of fibrosis and necrosis, as well as functional
impairment. However, low doses of L-NAME (0.5-10 mg/kg) appears to increase the activity
of nitric oxide synthases (NOS) in the aorta and left ventricle (LV), reversing the increase in
blood pressure (BP). These results suggest that low-dose of L-NAME can activate NO
synthesis by negative feedback and, consequently, promote benefits to the cardiovascular
system. Physical exercise is also associated to several cardioprotective effects, besides
causing increased bioavailability of NO and expression and activity of endothelial nitric oxide
synthase (eNOS). Objective: To evaluate the effects of association of aerobic exercise
training and low-dose of L-NAME on the process of cardiac remodeling, contractile
parameters and calcium (Ca?*) handling in isolated cardiomyocytes. Methods: Wistar rats (n
= 56) were randomly assigned into four groups: control (C), L-NAME (L), exercise (Ex), and
exercise + L-NAME (ExL). The exercised groups performed aerobic physical training with
progressive intensity increase (50 to 80% of maximum running speed) for 12 weeks. L-
NAME was given daily by orogastric gavage at 1.5 mg/kg/day. Body adiposity, pressure
profile, cardiac morphology, myocyte cross sectional area (CSA), myocardial collagen,
cardiac contractility parameters and intracellular Ca?* handling were analyzed. Data were
expressed as mean + standard error of the mean. The significance level considered was 5%.
Results: Association of chronic aerobic exercise and low-dose of L-NAME promoted in
significantly increased systolic BP (at week 8) and LV end-diastolic-pressure (at week 12), as
well as increased heart/tibia ratio and interstitial collagen fraction, but with reduction of CSA.
In addition, the shortening and times to 50% shortening and relaxation were lower in EXL in
relation to L and Ex. The Ca?" transient amplitude and the time to 50% peak Ca®* were higher
in the ExL, however, this association brought lower time to 50% Ca?* decay. Conclusion:
Association of chronic aerobic exercise and low-dose of L-NAME does not promote benefits
to the cardiovascular system, since it causes cardiac remodeling with increase in the synthesis
of collagen and LV end-diastolic-pressure, as well as contractile dysfunction evidenced by
reduction of the percentage of shortening. The findings also indicate that this association
promotes an increase in sensitivity to Ca?*intracellular.

Keywords: Nitric Oxide, Remodelling, Nitric Oxide Synthases, Contractility;
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1. INTRODUCAO

O Oxido nitrico (NO) é uma molécula sinalizadora gasosa que atua em madltiplas
fungdes no organismo, sendo inicialmente identificado como fator de relaxamento vascular e,
consequentemente, importante para o processo de vasodilatacdo de células endoteliais
(KHAZAN e HDAYATI, 2015; SOBOLEWSKI et al, 2005). Sua sintese ocorre por meio de
uma familia de enzimas Oxido nitrico sintases (NOS) a partir da conversdo de L-arginina em
L-citrulina. As enzimas NOS apresentam trés isoformas, sendo duas constitutivas e
dependentes de Ca*? denominadas isoforma endotelial (eNOS) e neuronal (nNNOS); uma
isoforma induzivel (iNOS), independente de Ca*? com expressdo e ativacio estimulada em
condicBes adversas na presenca de mediadores envolvidos no processo inflamatério
(KHAZAN e HDAYATI, 2015). O NO influencia a funcdo cardiaca, seja em situacoes
fisioldgicas e patoldgicas (SEARS; ASHLEY; CASADEI, 2004), onde este participa da
captacdo de glicose, supressdo da sintese de colageno, crescimento e sobrevivéncia celular,
contracdo celular e inibicdo enddgena da cascata de sinalizacdo da hipertrofia cardiaca
patolégica (KOLPAKOV et al. 1995; MATSUOKA et al. 1996; CAO et al. 1997;
KINGWELL, 2000; OZAKI et al. 2002; XAVIER-VIDAL et al. 2003; SEDDON et al. 2007;
LUNZ et al. 2011), além de apresentar propriedades antiaterogénicas (ALLEN et al. 2006) e
desempenhar papel significativo no controle do fluxo sanguineo coronario e do ténus vascular
(SEARS; ASHLEY; CASADEI, 2004).

Considerando a gama de processos fisiologicos que o NO participa no sistema
cardiovascular, é possivel considerar que sua inibicdo promova uma série de efeitos negativos
a esse sistema, tais como a hipertensdo arterial, aumento nos depdsitos de colageno, fibrose e
necrose no miocardio, e consequente reducdo da capacidade contratil de coracdes isolados
(MORENO JR et al, 1996; OLIVEIRA et al, 2000; BUNBUPHA et al, 2015; CEBOVA et al,
2017). Para a inibicdo da sintese de NO tem sido utilizado altas doses (20 a 100 mg/kg) de
NC-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), um analogo da arginina que inibe a producio de
ON por competi¢do (VITEGEK et al., 2012). Entretanto, os estudos que utilizaram baixas
doses de L-NAME (0,5 a 10 mg/kg/dia) ndo observaram efeitos deletérios ao coragéo,
normalizando os valores pressoricos, além de acarretar maior relaxamento induzido pela
acetilcolina e menor vasoconstricdo induzido pela serotonina (BERNATOVA et al. 2007),
sugerindo que a administracdo de baixa dose de L-NAME ativa a sintese de NO por feedback

negativo e, consequentemente, promove beneficios ao sistema cardiovascular.
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O exercicio fisico (EF) é outro fator que promove beneficios ao sistema cardiovascular,
como aumento do VO-max, diminuicdo da frequéncia cardiaca de repouso, maior
capilarizacdo do miocardio, reducao da pressdo arterial (GLENNEY et al, 2017). Em corac0es
isolados de modelos animais, essa ferramenta ndo farmacologica aumenta o ndmero de
midcitos cardiacos o débito cardiaco, a forga contratil e o mecanismo de Frank-Starling
(RICHEY e BROWN, 1998; NATALI et al, 2002; BERNARDO MCMULLEN, 2016). O EF
também € capaz de promover alteracbes na expressao de proteinas envolvidas na
contratilidade (DIFFEE e NAGLE, 2003) e aumentar a biodisponibilidade cardiaca de ON por
mecanismos que acarretam elevacdo da expresséo e atividade das NOS (ZHANG et al, 2007,
GRIJALVA et al, 2008). Contudo, poucos trabalhos estudam a associacdo entre o exercicio
fisico aerobio e o L-NAME na salde cardiovascular (LUNZ et al. 2011; CARNEIRO-
JUNIOR et al. 2013b; BERNARDO e MCMULLEN, 2016). Cabe salientar que ndo foram
encontrados estudos que avaliaram a funcdo cardiaca quando utilizadas baixas doses de L-
NAME (0,5 a 10 mg/dia) associado ao exercicio fisico aerdbio.

Diante desse contexto, o estudo justifica-se pela necessidade de se investigar os efeitos
da interacdo do exercicio fisico aerébio e administracdo cronica de baixa dose de L-NAME
sobre o processo de remodelamento cardiaco, pardmetros funcionais contrateis e cinética de
Ca*? intracelular. A hipotese desse trabalho é que a associagdo do exercicio fisico aerdbio e
administracdo crdnica com baixa dose de L-NAME promovera beneficios de maior magnitude
ao coracgdo, aumentando a contratilidade miocardica e melhorando a cinética de Ca'2

intracelular quando comparado as intervencdes isoladas.
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2. REFERENCIAL TEORICO

Oxido Nitrico

Em seu estado puro, sob condi¢gdes normais de pressdo, o NO é um gas (BARRETO et
al. 2005) com meia vida de apenas alguns segundos, mas com acdo sinalizadora intra e
intercelular bastante ampla. Constitui a mais importante molécula reguladora do sistema
imune, além de exercer papel fundamental e atuar como mensageiro/modulador em diversos
processos bioldgicos essenciais (DUSSE et al. 2003). Sua importancia fisiolégica foi
evidenciada a partir dos estudos produzidos por Robert F. Furchgott, Louis J. Ignarro e Ferid
Murad, uma vez que foram premiados em 1998 com o prémio Nobel em fisiologia ou
medicina. Esse achado foi importante para a ciéncia, uma vez que o NO é capaz de atuar
como um importante mensageiro, ativando ou inibindo diversas moléculas-alvo envolvida em
diversos processos (BARRETO et al. 2005).

A sintese de NO resulta da oxidacdo de um dos dois nitrogénios guanidino da L-
arginina, que é convertida em L-citrulina. Essa reacdo é catalisada pela enzima 6xido nitrico
sintase (NOS) (SOUZA JUNIOR et al. 2012). A grande maioria do NO de mamiferos é
derivada das enzimas (NOS), sendo identificadas trés isoformas distintas de NOS, produtos de
diferentes genes, localiza¢es, regulacdo, propriedades cataliticas e sensibilidade ao inibidor.
Duas dessas isoformas séo constitutivas, a NOS1 ou nNOS, predominante no tecido neuronal
com principal funcdo na contratilidade e fungdo neuromuscular (SOUZA JUNIOR et al.
2012), e NOS3 ou eNOS, predominante nas células endoteliais vasculares e com principal
funcdo no vasorrelaxamento do musculo liso (ALDERTON; COOPER; KNOWLES, 2001;
SOUZA JUNIOR et al. 2012). A terceira é conhecida como iNOS ou NOS2, sendo a isoforma
induzivel e é produzida por macréfagos e outras células ativadas por citocinas (ALDERTON;
COOPER; KNOWLES, 2001; DUSSE et al. 2003; IGNARRO, 2010).

Suas descobertas sdo antagbnicas e complexas, no entanto, um fato que deve ser
considerado € a capacidade do NO promover efeitos benéficos ou tdxicos, dependendo da sua
concentragdo (FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000). O NO produzido pela eNOS tem
papel essencial no processo de relaxamento do vaso sanguineo e contratilidade do musculo
cardiaco (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002). Em condigdes fisiologicas, o relaxamento
vascular ocorre quando receptores da membrana das células endoteliais sdo ativados por
estimulos soluveis (incluindo-se acetilcolina, bradicinina, adenosina difosfato, serotonina e
outros) ou quando ha um aumento no atrito exercido pelas células circulantes sobre a camada

endotelial, o shear-stress, o qual é caracterizado pela tenséo de cisalhamento, sendo a forca
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por unidade de &rea criada quando uma forga tangencial (fluxo sanguineo) atua sobre uma
superficie (endotélio) (SOUZA JUNIOR et al. 2012).

O NO exerce participacdo no sistema nervoso autdbnomo, no endotélio e na resposta
imunoldgica (RANG; DALE, 2016). Atua como mediador de inUmeros fenbmenos como a
citotoxicidade mediada por macréfagos, inibicdo da ativacdo, adesdo e agregacdo plaquetaria,
relaxamento do corpo cavernoso peniano, regulacdo da pressdo sanguinea basal, além de
modular o diametro e resisténcia vascular através da sua capacidade de relaxar o musculo liso
vascular (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002; DUSSE et al. 2003).

Oxido Nitrico e Coragéo

O NO tem demonstrado regular a funcdo cardiaca, tanto em condigdes fisioldgicas,
guanto em condicbes de doenca. (SEARS; ASHLEY; CASADEI, 2004). Além de ser um
fator relaxante de vasos de resisténcia e estar diretamente relacionado a prépria integridade da
fungéo endotelial (GOTO et al. 2003; LEUNG et al. 2008; VANHOUTE et al. 2009), o0 NO
também participa de varios eventos fisiolégicos no coracdo como, por exemplo, captacdo de
glicose, supressdo da sintese de colageno, crescimento e sobrevivéncia celular, contracao
celular e inibicdo enddgena da cascata de sinalizacdo da hipertrofia cardiaca patoldgica
(KOLPAKOQV et al. 1995; MATSUOKA et al. 1996; CAO et al. 1997; KINGWELL, 2000;
OZAKI et al. 2002; XAVIER-VIDAL et al. 2003; SEDDON et al. 2007; LUNZ et al. 2011),
além de apresentar propriedades antiaterogénicas (ALLEN et al. 2006). O NO também
desempenha papel significativo no controle do fluxo sanguineo coronério e do ténus vascular
(SEARS; ASHLEY; CASADEI, 2004).

No coracgéo, as isoformas constitutivas das NOS (eNOS e nNOS) séo encontradas em
diferentes localizagbes subcelulares, entretanto, ambas sdo dependentes e ativadas pelo
aumento de Ca*? (SEARS; ASHLEY; CASADEI, 2004). No cardiomiocito, a eNOS esta
localizada principalmente em regides conhecidas como cavéolas, que sdo pequenas
invaginagbes da membrana plasmatica de formato vesicular. A eNOS também ja foi
encontrada associada aos receptores de rianodina (RyR). Quando se considera a estrutura
cardiaca como um todo, a eNOS é encontrada em maior quantidade em células endoteliais dos
vasos coronarianos e do endocardio (SEDDON et al. 2007). Além disso, tem sido sugerido
que o NO produzido a partir da eNOS desempenha importante fungdo no controle da
frequéncia cardiaca, na protecdo contra lesdes isquémicas e na contracdo (SEARS; ASHLEY;
CASADEI, 2004)
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A nNOS estéa localizada no reticulo sarcoplasmético dos cardiomidcitos, sendo também
encontrada acoplada as proteinas do sarcolema (SEDDON et al. 2007). Além disso, Xu et al.
(1999) demonstrou que a nNOS esta presente no armazenamento de Ca*? nos midcitos
cardiacos. Em camundongos que hiperexpressam a nNOS, constatou-se que a nNOS interage
com a ATPase de Ca* do reticulo sarcoplasmatico (SERCA), importante proteina envolvida
na recaptacdo de Ca*? intracelular, bem como com canais de Ca*? do tipo L, um importante
tipo de canal envolvido na entrada de Ca*? para a contragio muscular. As nNOS também s&o
encontradas em nervos cardiacos autondmicos (MASSION et al. 2003; SEDDON et al.
2007). A INOS é encontrada principalmente em células endoteliais dos vasos cardiacos, sendo
hiperexpressada em situac¢des de inflamacdo tecidual (SEDDON et al. 2007) e moduladas por
citocinas inflamatorias (MASSION et al. 2003), independente de Ca*? (SEARS; ASHLEY;
CASADEI, 2004).

Em cardiomidcitos isolados os efeitos do NO sdo contraditérios, na qual tem sido visto
os efeitos inotrépico positivo, porém, podendo ser negativo, variando de acordo com sua
concentracdo (MASSION, 2003). Alguns estudos tém mostrado maior contratilidade em
cardiomidécitos de camundongos knockout nNOS e eNOS (MARTIN et al. 2006; WANG et
al. 2008). Por outro lado, estudos mostram menor contratilidade em cardiomidcitos de
camundongos knockout para nNOS (KHAN et al. 2003) e auséncia de alteracdo contratil em
camundongos knockout para eNOS (MARTIN et al. 2006). Esses efeitos contraditorios
podem estar relacionados aos modelos de estudo, uma vez que a eliminacdo dos genes nNOS,
eNOS ou iNOS de forma isolada, extingue a producdo de NO daquele gene, ndo eliminando

completamente a producédo de NO.

Oxido Nitrico e administracio de L-NAME (em altas e baixas doses)

Levando em consideracdo a importancia do NO em diversos processos fisiolégicos, é
indubitavel que a inibicdo de curto e médio prazo da produgdo de NO promove uma série de
efeitos deletérios ao coracdo. Na literatura atual, existe consenso de que quando reduzida a
atividade do NO, a partir do desequilibrio entre sintese e degradacéo através do estresse
oxidativo, tem sido identificado como o mecanismo de maior relevancia no processo
multifatorial da disfuncdo endotelial e posteriores disfun¢des cardiovasculares (DIAS et al.
2011).

Para a inibicdo da sintese de NO sao utilizados inibidores inespecificos, derivados da L-

arginina e que atuam por competicdo. Um dos mais comuns desses inibidores é o Ne-nitro-L-
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arginine methyl ester (L-NAME). Tem sido visto que sua administragédo em doses altas (20 a
100 mg/kg) promove elevada e sustentada hipertensdo arterial (RIBEIRO et al. 1992;
BUNBUPHA et al. 2015; CEBOVA et al. 2017; SONODA et al. 2017) aumento nos
depdsitos de colageno (BUNBUPHA et al. 2015), lesbes isquémicas no miocardio
caracterizadas por fibrose e necrose principalmente na regido do subendocardico ventricular
(MORENO JR et al. 1996; OLIVEIRA et al. 2000; BUNBUPHA et al. 2015; CEBOVA et al.
2017), causando reducdo da capacidade contratil em corag6es isolados (MORENO JR et al.
1996). Ressalta-se que esses efeitos deletérios parecem independentes do aumento da pressao
arterial. Outros estudos demonstram que a administracdo crénica de L-NAME em ratos ou
camundongos aumenta de forma compensatéria as isoformas NOS ou a atividade das NOS
em varios tecidos, incluindo o miocéardio, 0 que pode sugerir que, dependendo da duracdo do
tratamento com L-NAME, pode-se observar efeitos positivos sobre a contratilidade de
cardiomidcitos.

No entanto, ao avaliar estudos que utilizaram baixas doses de L-NAME (0,5 a 10
mg/kg/dia), tem sido verificada maior atividade das NOS na aorta e VE, além de maior
relaxamento induzido pela acetilcolina e menor vasoconstricdo induzida por serotonina na
artéria femoral (BERNATOVA et al. 2007). Além disso, a administracdo (1,5 mg/kg/dia) por
oito semanas nao apresentou alteracdes quanto ao peso cardiaco, fibrose cardiaca e
espessamento na area transversa das artérias aorta e femoral (OLIVEIRA et al. 2000;
BERNATOVA et al. 2007), no entanto, observa-se diminuicdo do peso corporal e cardiaco
com a administracdo de 7,5 mg/kg/dia (OLIVEIRA et al. 2000). Os autores também
verificaram que a administragdo de baixas doses de L-NAME foi capaz de promover aumento
da presséo arterial nas primeiras seis semanas, entretanto, esse parametro foi normalizado ao
final das 8 semanas de tratamento (BERNATOVA et al. 2007).

Esses resultados sugerem que a administracdo de baixas doses de L-NAME (menor que
7,5mg/kg/dia) pode ser capaz de ativar a sintese de NO no sistema cardiovascular por
feedback negativo e promover beneficios ao sistema cardiovascular, assim acarretar maior
atividade das enzimas NOS e, reversao da hipertensdo arterial causada pelo bloqueio da
sintese de NO.

Exercicio Fisico Aerdbio e o Sistema Cardiovascular
Além dos possiveis beneficios que a adminstracdo de baixas doses de L-NAME pode

proporcionar ao sistema cardiovascular, outro importante fator que promove beneficios a
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salde cardiovascular é o exercicio fisico. A literatura relata que o exercicio fisico realizado de
forma aguda ou cronica promove efeitos protetores ao sistema cardiovascular tanto em
individuos saudaveis quanto em situacdes patoldgicas (CARTER; RAY, 2015). O exercicio
fisico e a melhora da condicdo cardiorrespiratdria correlaciona-se inversamente com o risco e
mortalidade por doencas cardiacas (SCHNOHR et al. 2011).

Dentre os possiveis efeitos causados pelo exercicio fisico aerébio estdo o aumento no
consumo maximo de oxigénio (VO2max) (GLENNEY et al. 2017), maior capilarizagdo do
miocardio, diminuicdo da frequéncia cardiaca de repouso (BLOMQVIST; SALTIN, 1983) e
durante o exercicio subméximo (GLENNEY et al. 2017), além de reducdo da participacdo do
sistema simpético (MINAMI et al. 2003). A reducdo da pressao arterial derivada do exercicio
fisico também tem destaque, tanto em individuos normotensos quanto em hipertensos,
estando esse efeito mais acentuado em individuos hipertensos (GLENNEY et al. 2017). Cabe
ressaltar que esses efeitos estdo relacionados tanto a fatores centrais, como a diminui¢do do
débito cardiaco em resposta ao decréscimo da atividade simpatica, quanto fatores periféricos,
como reducdo da resisténcia vascular periférica em resposta a vasodilatagdo induzida pela
liberacdo de NO. Além disso, o volume e a intensidade do exercicio exercem influéncia sob a
magnitude do efeito hipotensor, na qual exercicios aerébios de maior intensidade e duracéo
prolongada promovem maior hipotenséo.

A literatura também aponta que o exercicio fisico aerébio promove aumento na
conduco elétrica dos canais de Ca*? e K* na artéria mesentérica e aorta e, consequentemente,
acarreta o relaxamento das artérias pela acdo da acetilcolina (ACh) e aumento plasmatico de
nitrato (metabolito do NO), sugerindo aumento na producdo do NO (CHEN; WU; YEN,
2001). Os beneficios do exercicio fisico aerobio também se estendem a coragbes e
cardiomidcitos isolados de modelos experimentais, na qual este aumenta as dimensdes dos
miocitos cardiacos (RICHEY e BROWN, 1998; NATALI et al. 2002; BERNARDO e
MCMULLEN et al. 2016), eleva o debito cardiaco devido a melhora da adaptacdo mecanica
(BRUM et al. 2004), melhora do mecanismo de Frank-Starling (SCHRAMMEL, 2015) e
aumento na forca contrétil absoluta (WISLOFF et al. 2001; NATALI et al. 2002). O exercicio
também promove alteracdes na expressao de proteinas envolvidas na contratilidade (DIFFEE
e NAGLE, 2003).

Exercicio Fisico Aerdbio e NO (sistema cardiovascular)
O exercicio fisico realizado em apenas uma sessdo (SOUZA JUNIOR et al. 2012) ou

poucas semanas € capaz de aumentar a biodisponibilidade cardiaca de NO por mecanismos
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que incluem o aumento da expressao e atividade das NOS (ZHANG et al. 2007; GRIJALVA
et al. 2008), possibilitando aumentar a capacidade de regulagdo do tdnus vascular, diminuigéo
da pressao arterial, bem como prevencdo de aterosclerose e hipertensdo arterial (SOUZA
JUNIOR et al. 2012). Além disso, também tem sido visto que o exercicio fisico promove
maior fosforilagdo de eNOS (YANG et al. 2014) e o aumento do NO derivado do endotélio de
artérias coronarias pela forca tangencial exercida pelo fluxo sanguineo sobre a superficie
endotelial (estresse de cisalhamento ou shear stress) (KINGWELL, 2000). Esses efeitos
parecem ocorrer por dois mecanismos: aumento da atividade de eNOS no endotélio vascular
coronariano devido ao estresse hemodinamico promovido pelo shear stress e elevacdo dos
niveis de NO com consequente aumento da nNOS apds o exercicio fisico. Esse efeito
promove maior sensibilidade as alteracBes de pressao arterial e fluxo sanguineo nas areas de
controle autodnico cardiaco (BRANDAO; PINGE, 2007).

Com o treinamento fisico aerdbio cronico, também tem-se visto aumento de elastina,
fibrilina e conteudo de eNOS na parede adrtica de ratos normotensos e hipertensos
(MORAES-TEIXEIRA et al. 2010), mostrando que o oOxido nitrico endotelial exerce

influéncia no remodelamento vascular fisiopatologico.
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3. OBJETIVO

3.1 Geral

Avaliar os efeitos do exercicio fisico e da administracdo de baixa dose de L-NAME
sobre 0 processo de remodelagdo cardiaca, parametros contrateis e cinética de Ca*? em
cardiomidcitos isolados.

3.2 Especificos

Investigar se a administragdo conica de baixa dose de L-NAME isoladamente ou

associado ao exercicio fisico aerobio, promovera:
e Melhora da composicédo corporal,

e Remodelamento cardiaco com ajustes na morfologia e melhora da funcédo

hemodinamica;

e Melhora da contratilidade miocéardica e do transiente de calcio em cardiomiocitos

isolados;
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4. MATERIAL E METODOS

No presente estudo foram utilizados ratos Wistar (n = 56; 70 e 100 dias) com peso
corporal (= 3699g), fornecidos pelo Biotério Central do Centro de Ciéncias da Salude da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). Os animais foram alojados em gaiolas
coletivas de polipropileno com tampas de arame cromado e forradas com maravalha de Pinus
peneirada. O ambiente foi controlado com temperatura de 24 + 2°C, umidade 55 = 5% e ciclo
de iluminacdo claro-escuro invertido de 12 horas. Os procedimentos experimentais foram
realizados de acordo com o “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” publicado
pelo “U.S. National Institutes of Health” e aprovados pela Comissio de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Espirito Santo, sob protocolo 050/2012 (Anexo
1).

4.1 Protocolo Experimental

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos experimentais: 1)
Exercicio Fisico (Ex; n = 14): submetidos ao exercicio aerobio continuo em esteira; 2) L-
NAME (L; n = 14): submetidos a administracdo de baixa dose de L-NAME; 3) Exercicio
Fisico + L-NAME (EXL; n = 16): submetidos concomitantemente ao exercicio fisico e a
administracdo de baixa dose de L-NAME; 4) Controle (C; n = 12): submetidos ao mesmo
tratamento que os demais grupos com excecdo das intervengdes por exercicio fisico e
administracdo de L-NAME. Os ratos foram alimentados com racdo especifica para roedores
(Nuvilab CR1-Nuvital, Colombo, Parand, Brasil) e a agua ofertada ad libitum. A duragédo do

protocolo experimental foi de 12 semanas, conforme representagdo esquematica (Figura 2).



23

| 12 SEMANAS |
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* I Treinamento Fisico Aerobio e Administraciio de L-NAME 1-
i =
PA2

Figura 1. Representacdo esquematica do protocolo experimental de 12 semanas. Momento 1 (M1): inicio do
protocolo experimental, administragdo de L-NAME e exercicio fisico aerobio. T1: teste de velocidade méaxima
realizado na semana 0. PALl: medidas de pressdo arterial indireta (pletismografia; semana 4). T2: teste de
velocidade maxima realizado na semana 6. PA2; medida de pressdo arterial indireta (pletismografia; semana 8).
T3: teste de velocidade maxima realizado na semana 12. PA3: medida de pressdo arterial indireta
(pletismografia; semana 12). M2: término do protocolo experimental, hemodinamica arterial, eutandsia dos
animais e realizacdo das analises post mortem (analises bioquimicas, histologia, coleta de tecidos, cardiomidcito
isolado).

4.2 Protocolo de Treinamento Fisico

Os animais dos grupos Ex e ExL foram submetidos ao protocolo de treinamento fisico
aerobio em esteira rolante especifica para roedores (Figura 2; Insight Instrumentos - Ribeirdo
Preto, SP, Brasil). O programa de exercicio fisico aerébio utilizado, com progressao de
intensidade e duracdo, esta demonstrado no Quadro 1. Nas semanas 1 a 5, o treinamento fisico
aerobio foi realizado 5 vezes por semana. A partir da 62 semana, o exercicio fisico foi
realizado com frequéncia semanal de 3 vezes devido a alta taxa de mortalidade de animais do
grupo ExL (aproximadamente 90%), verificada em estudo anterior (LUNZ et al, 2011). A
intensidade e a duragéo do treinamento apresentaram-se de forma ondulatoria, onde entre as
semanas de 1 a 3, a intensidade foi de 50% da velocidade maxima média (VMM) obtida no
teste de desempenho. Nas semanas 4 a 6, a intensidade foi de 60% da VMM; para as semanas

7 e 9, a intensidade foi de 70% e; entre as semanas 10 e 12, a intensidade foi de 80%.



Figura 2. Esteira utilizada para realizagdo do protocolo de treinamento fisico.

Quadro 1. Cronograma de Treinamento Fisico Aerobio
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SEMANA | INTENSIDADE | DURAGCAO

Adaptacéo 10m/min SEGUNDA TERCA QUARTA QUINTA SEXTA
1 50% da velocidade 15 min 15 min 15 min 30 min 30min
2 50% da velocidade 30 min 30 min 30 min 45 min 45 min
3 50% da velocidade 60 min 60 min 60 min 60 min 60 min
4 60% da velocidade 15 min 15 min 15 min 30 min 30 min
5 60% da velocidade 30 min 30 min 30 min 45 min 45 min
6 60% da velocidade 60 min 60 min 60 min
7 70% da velocidade 15 min 15 min 30 min
8 70% da velocidade 30 min 30 min 45 min
9 70% da velocidade 60 min 60 min 60 min
10 80% da velocidade 15 min 15 min 30 min
11 80% da velocidade 30 min 30 min 45 min
12 80% da velocidade 60 min 60 min 60 min

4.3 Familiarizagéo dos Animais

Antes do inicio do treinamento fisico aerdbio, todos os animais foram aclimatados e

colocados na esteira rolante por 5 dias para verificacdo da predisposicdo a corrida. Nesse

periodo foi utilizada a duracdo de 10 min/dia, 0° de inclinagéo e velocidade de 10 m/minuto.

4.4 Teste de Velocidade Maxima Média

Apobs 48h, os ratos que apresentaram predisposi¢cdo a corrida foram submetidos a

protocolo para determinacdo da velocidade méaxima de corrida em teste de desempenho

(Quadro 2). Os animais iniciaram o teste com velocidade de 10 m/min, 0° de inclinacéo e

incrementos de 3 m/min a cada 3 minutos até 0 momento em que o animal ndo conseguia

continuar o teste e/ou exaustdo. O momento de encerramento do teste foi quando o animal ndo
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conseguiu manter a coordenacdo da corrida de acordo com a velocidade da esteira (adaptado
de MORAES-TEIXEIRA et al. 2010). Apds a realizacdo do teste de desempenho, os animais
foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos experimentais a partir de pareamento pela
capacidade de esforco. Os testes foram realizados no inicio do protocolo de treinamento

aerobio (momento 0), 6% semana e 122 semana.

Quadro 2. Teste de Desempenho

TEMPO (minutos) VELOCIDADE
0 10 m/min
3 13 m/min
6 16 m/min
9 19 m/min
12 22 m/min
15 25 m/min
18 28 m/min
21 31 m/min
24 34 m/min
27 37 m/min

4.5 Administracéo de L-NAME

A administracdo de L-NAME foi realizada diariamente por meio de gavagem
orogastrica durante 12 semanas do protocolo experimental. Os animais dos grupos L e ExL
receberam a droga na concentracdo de 1,5 mg/kg/dia (BERNATOVA et al. 2007). Na 122
semana do protocolo experimental, a administragdo de L-NAME foi encerrada, precedendo o
teste de desempenho final. Os grupos C e Ex receberam aproximadamente 0,2 ml de agua

(quantidade similar em ml administrada aos grupos tratados).

4.6 Avaliacao Indireta da Pressao Arterial

A pressdo arterial sisttmica foi composta pela analise da pressdo arterial sistdlica
(PAYS), pressdo arterial diastélica (PAD), pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca
(FC), sendo realizada em trés tempos diferentes (4% 8% e 122 semana) e, avaliadas
indiretamente por meio do metodo de pletismografia de cauda acoplado ao sistema de
aquisicdo de dados (IITC INC, Life Science, Woodland Hills, CA, USA). Os animais foram
acomodados em camara aquecida, com temperatura média de 37°C por 15 minutos com
intuito de promover vasodilatacdo da artéria caudal. Apds esse periodo, na regido proximal da
cauda foi conectado um manguito de borracha com transdutor de pressao de 0 a 300 mmHog.
Os valores da PAS, PAD e FC foram obtidos por meio dos sinais do transdutor acoplado ao

computador e analisados em software especifico (AcgKnowledge® MP100, Biopac Systems,
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Inc, Santa Barbara, CA, USA). Para o calculo da PAM utilizou-se a seguinte formula: (PAS +
2*'PAD)/3. Foi realizado uma média de 3 registros obtidos por animal, sendo descartados 0s
registros associados com movimento da cauda e/ou outros agentes estressores que pudessem

interferir na afericdo da PA.

4.7 Anélise Hemodinamica

Ao final do protocolo experimental, os ratos foram anestesiados intraperitonealmente
com cloridrato de ketamina (50 mg/kg/ip; Dopalen, Sespo Industria e Comércio Ltda -
Divisdo Vetbrands, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil) e xilazina (10 mg/kg/ip; Anasedan, Sespo
Industria e Comércio Ltda - Divisdo Vetbrands, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil) e submetidos a
cirurgia de cateterizacdo da artéria carétida direita para mensuracdo dos pardmetros
cardiovasculares in vivo. O plano anestésico foi avaliado pela responsividade ao estimulo
doloroso na pata, e quando necessario, houve suplementacdo na dose utilizada. Apos a
anestesia, os ratos foram mantidos em manta aquecedora e suplementacdo de oxigénio (0,5
L/min). Para a canulacdo da artéria carétida direita foi inserido um cateter millar (SPR-320), o
qual foi direcionado ao ventriculo esquerdo (VE) para mensurar a pressao intraventricular.
Apbs registro, o cateter foi retraido para a artéria carotida para registrar a pressao arterial e
verificar se ndo houve dano a vélvula adrtica.

Para a obtengdo dos dados hemodindmicos foi utilizado o periodo minimo de
estabilizacdo de 10 minutos. Os seguintes pardmetros foram avaliados: pressdo arterial
sistdlica (PAS), diastolica (PAD); frequéncia cardiaca (FC); pressdo sistdlica e diastolica final
do ventriculo esquerdo (PSVE e PDfVE); maximas derivadas de pressdo intraventricular
positiva (+dP/dtmax) e negativa (-dP/dtmax), estas Ultimas obtidas a partir da aquisi¢do da
primeira derivada temporal dos registros de ondas de presséo intraventricular e a constante de

tempo do relaxamento (TAU).

Figura 3. A) Cirurgia de canulacdo do ventriculo esquerdo através da artéria carétida direita (Adaptado
de Smith et al. 1979). B) Representacdo do sistema utilizado para aquisi¢do de dados.
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4.8 Eutanasia e Coleta de Material Biologico

Para a obtencdo do material bioldgico, os animais, ap0s permaneceram em jejum por 12
horas, foram anestesiados com cloridrato de ketamina (50 mg/kg/ip; Dopalen, Sespo Industria
e Comércio Ltda - Divisdo Vetbrands, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil) e xilazina (10 mg/kg/ip;
Anasedan, Sespo Indastria e Comércio Ltda - Divisdo Vetbrands, Jacarei, S&o Paulo, Brasil)
e, em seguida eutanasiados. Posteriormente, foi realizada a excisao cardiaca para analise dos

parametros morfoldgicos.

4.9 Analise Morfologica Miocardica Post Mortem

A remodelacdo ao nivel macroscopico foi determinada pela analise dos seguintes
parametros: peso total do coracdo, dos atrios, dos ventriculos esquerdo e direito, e das
respectivas relacbes com o comprimento da tibia. A tibia foi removida e limpa dos tecidos
circundantes moles para posterior mensuragdo do comprimento a partir de um paquimetro

(ZAAS Precision - Amatools Comercial e Importadora Ltda.).

4.10 Area Seccional Transversa do Midcito (AST)

A analise da area seccional transversa do miocito foi realizada utilizando amostras do
ventriculo esquerdo (VE). Apos toracotomia mediana, o coracdo foi removido e amostras da
parede anterior do VE retiradas. Fragmentos do VE foram colocados em solucdo de
paraformaldeido (4%, pH 7.4) e o tecido miocardico transferido para solucéo de etanol 70%,
sendo posteriormente incluido em bloco de parafina. Os cortes histologicos de 6 um de
espessura foram corados em lamina com solucdo de hematoxilina-eosina (HE) e projetados
em aumento de 40 vezes com o auxilio de microscépio, (AX70, Olympus Optical CO,
Hamburg Germany), acoplado a camera de video, a qual envia imagens digitais ao
computador dotado de programa de analise de imagens (Image Pro-plus, Media Cybernetics,
Silver Spring, Maryland, USA). Para calculo das areas seccionais dos midcitos foram
mensuradas 50 células por VE. Os midcitos analisados, localizados na camada
subendocérdica da parede muscular, estavam seccionados transversalmente e apresentavam
forma arredondada com nucleo visivel no centro da célula (MATSUBARA et al., 2000). Para
caracterizar a auséncia ou presenca de hipertrofia cardiaca foram utilizadas as areas seccionais

transversas dos midcitos (AST; um?).



28

4.11 Colageno Intersticial Miocéardico

A determinacdo do percentual de coladgeno (%) foi realizada por meio da técnica de
Picrosirius Red, sendo o colageno perivascular excluido e mensurado apenas o colageno
intersticial. Fragmentos de VE foram transferidos para etanol 70% diluido em agua, inclusos
em blocos de parafina e corados com Picrosirius Red (Lattouf, 2014). A quantificacdo da
fracdo do colageno intersticial foi realizada utilizando-se 30 a 40 campos por fragmento. Os
componentes do tecido foram identificados de acordo com o nivel de coloracdo: vermelho,
fibras colagenas; amarelo, midcitos e branco, espaco intersticial. Os cortes histolégicos foram
ampliados em 40 vezes com o auxilio de microscépio biolégico (BEL Photonics Reaserch Bio
3, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil). As analises foram realizadas por meio de

programa de analises (ImagePro-plus, Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA).

4.12 Determinacdo do Teor de Agua nos Tecidos

O percentual de agua tecidual em amostras do VE, pulmao e figado foi realizada ap6s a
remocao dos tecidos, aferindo-se inicialmente o peso in natura. Em seguida, as amostras
foram submetidas a secagem em estufa (Nova Instruments Equipamentos p/ Laboratério
Ltda., Piracicaba, Sao Paulo, Brasil) sob temperatura de 55 + 5°C por periodo de 48 horas. A
determinacdo do teor de &gua foi expressa em valores relativos e calculada pela seguinte

formula: [(Peso in natura — Peso seco)/Peso in natura] x 100%.

4.13 Cardiomidcito Isolado
A analise da contratilidade miocardica foi realizada por meio da técnica de

cardiomidcito isolado, conforme técnica descrita por Guatimosim et al (2001).

4.13.1 Isolamento do Cardiomidcito

Ao final do protocolo experimental, 20 animais (C, n=5; L, n=4; Ex, n= 6; ExL, n=5)
foram heparinizados 30 minutos antes da eutanadsia (500U/kg/ip; Hepamax-S®, Blau
Farmacéutica S.A, Cotia, S&o Paulo, Brasil) e anestesiados com cloridrato de ketamina (50
mg/kg/ip; Dopalen®, Sespo Industria e Comércio Ltda. - Divisdo Vetbrands, Jacarei, Sdo
Paulo, Brasil) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg/ip; Anasedan®, Sespo IndUstria e Comércio
Ltda. - Divisdo Vetbrands, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil), eutanasiados e submetidos a
toracotomia mediana (Figura 3A). Os coragdes foram rapidamente removidos e transferidos
para uma placa de petri contendo solugdo de digestdo (Digestion Buffer - DB) mais acido
etileno glicol tetracético [(EGTA) - ethyleneglycol-bis (3-aminoethylether) - N, N, N’, N'-
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tetraaceticacid] + N-2-hidroxietil piperazina N-2-etano sulfonico (HEPES) (Figura 3B). A
solucdo DB consistia de solucdo basica com agua ultrapura (milli-Q) e apresentava a seguinte
composigdo (mM): NaCl (130); MgCl2 (1,0); KCI (5,4); N-2-hidroxietil piperazina N-2-etano
sulfonico (HEPES) (25); glicose (22); NAH2PO4 (0,33); pH = 7,39. Apoés a limpeza do
coracdo, o tecido foi pesado em um becker contendo 20 ml da solugdo DB + EGTA +
HEPES. A artéria aorta foi canulada utilizando-se a técnica de Langendorff e o coracdo
perfundido com solucdo de DB+HEPES+EGTA em fluxo constante para limpeza dos vasos
coronarios por um periodo de 2 a 3 minutos (Figura 3C). ApoOs a realizacdo desse
procedimento, o coracdo do grupo C foi perfundido com solucdo enzimatica contendo solucéo
DB, collagenase (20 mg) e Ca*? (1 mM) durante um periodo de 10 a 15 minutos. As solucdes
utilizadas neste processo foram continuamente aeradas com 95% de Oz e 5% de CO; e

mantidas em banho maria a 37,5°C (Figura 4).
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Figura 4. Representacdo dos momentos/etapas de isolamento, digestdo e perfusdo do cardiomidcito:
toracotomia mediana para retirada do coragdo (A); limpeza do coracdo em placa de petri (B); canulagdo da
aorta (C).

Figura 5. Representacdo esquematica do aparato: A: tubos com solucdes de limpeza e enzimatica para
isolamento, digestdo e perfusdo; B: cilindro de mistura carbogénica para manter as solugdes aeradas; C:
banho circulante utilizado para manter a temperatura constante do aparato (37°C); D: canula; D1: canulacdo
pelo arco adrtico; D2: demonstracdo da perfusdo de solugdes apés canulacdo; D3: coracdo canulado durante
o protocolo experimental (adaptado de LOUCH et al., 2011).
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Apos o periodo de perfusdo, os atrios foram retirados e o coragdo foi cortado em uma
placa de petri contendo solucdo DB + albumina + collagenase + Ca*? (1mM) (Figura 5A e B).
Os fragmentos do coracdo (pellet) foram ressuspendidos levemente em um Becker com pipeta
pasteur por 2 minutos em banho maria a 37,5°C. Em seguida, as células foram dissociadas,
ressuspendidas e filtradas. Apds 10 minutos, o sobrenadante foi removido, mantendo o pellet,
e posteriormente acrescentado solugdes de DB + albumina + Ca*?2a 1 Mm (Figura 5C e D). A
etapa descrita acima foi repetida duas vezes, no entanto, com mudangas na quantidade de Ca*?
(1,6 uL e 3,12 pL, respectivamente). A cada etapa, o tubo contendo as células e as solucgdes
foi mantido em repouso por aproximadamente 10 minutos e o sobrenadante descartado. Apds
o término dessas etapas (duas trocas de solucéo) e retirada do sobrenadante, foi adicionado ao
pellet solugdo estoque (Tyrode) com a seguinte composicdo (mM): NaCl (140); HEPES (10);
NaH2PO4 (0,33); MgCl2 (1); KCI (5); CaCl: (1,8) e Glicose (10). As solugdes utilizadas neste

processo foram aquecidas previamente a 37,5°C.

Figura 6. Representacdo dos momentos/etapas: retirada dos atrios (A); corte na placa de
petri (B); tubo em repouso para formacgdo do pellet (C); retirada do sobrenadante (D).

4.13.2 Contratilidade Miocardica

A contracdo celular foi mensurada por meio da técnica de alteracdo do comprimento dos
cardiomidcitos, utilizando um sistema de deteccdo de bordas acoplado ao microscopio
invertido (lonOptix, Milton, MA, USA) com lente objetiva de 40 vezes (Nikon Eclipse -
TS100, EUA). Os cardiomiocitos foram acomodados em camara experimental com base de

vidro, banhados por solugdo Tyrode e visualizados em um monitor por meio de uma camera
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(Myocam, lonOptix, Milton, MA, USA, 240 Hz) acoplada ao microscépio com programa de
deteccdo de imagens (lonwizard, lonoptix, Westwood, Massachusetts, USA).

Os cardiomiocitos foram estimulados sob frequéncia de 1Hz com duragdo de 5
milissegundos e voltagem de 20V, utilizando-se par de eletrodos de aco e estimulador elétrico
de campo (Myopacer, lonOptix, Milton, MA, USA). As medidas de contratilidade foram
realizadas em cardiomidcitos isolados que apresentaram as seguintes condicdes: bordas e
estriacbes sarcoméricas bem definidas, relaxados em repouso e sem apresentar contracdes

voluntérias (Figura 6).

Figura 7. Representacdo de um midcito cardiaco.

4.13.3 Parametros funcionais

As propriedades contrateis dos cardiomidcitos foram avaliadas utilizando sistema de
aquisicdo (SarcLen, lonOptix, Milton, MA). As altera¢cdes no comprimento dos sarcOmeros
(CS) foram registradas e, posteriormente, analisadas utilizando software especifico (lon
Wizard, lonOptix, Milton, MA, EUA). Foram avaliados o comprimento dos sarcomeros (CS)
e 0s seguintes parametros contrateis: percentual de encurtamento (PE), tempos até 50% do

pico de encurtamento (TEsox) € de relaxamento (TRsoo).
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Figura 8. Representacdo de um registro da contratilidade na frequéncia de 1Hz de um animal do grupo
Exercicio.




32

Encurtamento do
Sarcomero

CS (um)

1.6 1
1.5
144 :
Tempo do pico de_‘ L 50% do tempo de
encurtamento relaxamento
Estimilo '3 0.2 0.4 0.6

Tempo (s)

Figura 9. Representacdo esquematica do encurtamento de um cardiomidcito isolado
e dos respectivos pardmetros da contragdo celular. CS: comprimento do sarcomero.

4.13.4 Anélise do Transiente de Calcio Intracelular

As medidas do transiente de Ca*? em cardiomiécitos isolados foram realizadas por meio
de um sistema de medicdo de fluorescéncia (lonWizard, lonOptix, EUA) que sincroniza o
controle da luz de excitacdo com a coleta a partir de sensores de emissdo. Este sistema fica
conectado ao microscopio e se comunica diretamente com a camera de video e com o sistema
de aquisicdo de dados. Os cardiomidcitos foram carregados com 1 pM do indicador de
fluorescéncia para célcio intracelular Fura-2 acetoxymethyl Ester (Fura-2AM, F1221,
Molecular Probes®), por 15 minutos, lavados e mantidos em temperatura ambiente, livre de
luz, com o intuito de permitir a permeabilidade a membrana plasmatica, para posterior
identificacdo pelo método de fluorescéncia. As células foram alternadamente excitadas nos
comprimentos de onda 340 e 380 nm em frequéncias acima de 250 pares/segundo utilizando o
sistema HyperSwitch (lonOptix, Milton, MA, EUA). Essa frequéncia é independente da
geometria celular e intensidade da frequéncia de excitagdo, e reflete as concentragoes
intracelulares de calcio. As frequéncias de FURA-2AM coletadas no comprimento de onda
510 nm foram utilizadas para corrigir o background. O protocolo seguiu os procedimentos
indicados pelo fornecedor do produto (Life Technologies, Carlsbad, Califérnia, EUA). Dez
células por animal foram estimuladas em frequéncias de 1Hz, voltagem de 30V e duracéo de
20s. As variaveis analisadas foram: amplitude maxima do transiente de Ca*?; tempos para

50% do pico (ms) e 50% do decaimento do Ca*?.
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Figura 10. Representacdo de um registro do transiente de calcio (Ca*?) na frequéncia de 1Hz de um animal do

grupo Controle.
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Figura 11. Representacdo esquematica da analise da imagem do
transiente de Ca*2 e os parametros avaliados.

4.14 Anélise Estatistica
O programa estatistico utilizado foi o SigmaStat versao 3.5, sendo os dados expressos

por meio de média * erro padrdo da média (EPM) e submetidos ao teste de Kolmogorov-
Smirnov para averiguar a aderéncia a normalidade.

As comparagdes dos testes de velocidade méxima foram realizadas por meio do teste t
de Student para amostras independentes. Para as comparagdes entre os grupos C, L, Ex e ExL
utilizou-se a analise de variancia (ANOVA) para 0 modelo de dois fatores (L-NAME e
exercicio fisico), complementada com o teste post-hoc de Tukey. Os resultados da evolucéo
do peso corporal e presséo arterial indireta por pletismografia foram comparados a partir da
analise de variancia com medidas repetidas (ANOVA-RM - duas vias), complementada com o

teste post hoc de Tukey. O nivel de significancia considerado foi de 5%.
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5. RESULTADOS

Os resultados demonstram que o ganho de peso corporal, depositos de gordura
retroperitoneal e epididimal, gordura total e indice de adiposidade do grupo L foram
significativamente menores quando comparados ao grupo C. Percentualmente, o L apresentou
reducdo de 26,4% e 33% nos depositos de gordura retroperitoneal e epididimal quando
comparado ao C, respectivamente. Os achados também demonstram que a gordura total e o
indice de adiposidade foram 25% e 20,7% menores no L em relacdo ao C. Nao houve
diferenca significativa para os valores de PCI, PCF, CNA e dep6sito de gordura visceral entre
os grupos C e L.

Os resultados também mostram que o grupo Ex apresenta valores de ganho de peso
corporal, PCF, CNA, depositos de gordura visceral, retroperitoneal e epididimal, gordura total
e indice de adiposidade significativamente menores que o grupo C. Esses achados em valores
percentuais mostram que o exercicio fisico reduziu o ganho de peso corporal e 0 PCF em
29,7% e 13%, respectivamente. Além disso, os resultados apontam reducdo de 38%, 58,6% e
53,3% nos depdsitos de gordura visceral, retroperitoneal epididimal em relacdo ao C,
respectivamente. Houve também diminuigdo de 51% e 44% na gordura total e 1A no grupo Ex
em relagdo ao grupo C. Nao houve diferenga significativa para os valores de PCI entre os
grupos C e Ex.

O PCF, ganho de peso corporal, depdsito de gordura retroperitoneal, gordura total e
indice de adiposidade foram significativamente maiores no grupo ExL em relacdo ao grupo
Ex. Percentualmente o PCF, o ganho de peso corporal, o dep6sito de gordura retroperitoneal,
gordura total e IA apresentaram elevacdo de 9,4%, 33,7%, 49,7%, 42,6% e 31% em relacdo
ao Ex, respectivamente. Embora ndo tenha sido encontrada diferenca estatistica para o
depdsito de gordura visceral, € importante destacar que o grupo ExL apresentou maiores
valores desse parametro em relacdo ao Ex (p=0,059). Ndo foram encontradas diferencas
estatisticas no CNA, depositos de gordura visceral e epididimal entre os grupos Ex e EXL.
Além disso, o peso corporal inicial foi similar entre os grupos experimentais (p = 0,363).

Né&o foram encontradas diferencas estatisticas entre os grupos ExL e L para PCI, PCF,
ganho de peso corporal, CNA, depositos de gordura visceral, retroperitoneal e epididimal,
bem como na gordura total e IA. No entanto, apesar de néo ter sido encontrado diferenca
significativa para o ganho de peso corporal, esse parametro foi menor no grupo L em relagéo
ao ExL (p=0,052).



Tabela 1. Caracteristicas Gerais
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Grupos Experimentais

variavels C(=12) L(n=14) _ Ex(n=14) _ ExL (n=16)
PCI (g) 384 + 14 375 £ 15 354 + 6 367 £ 9
PCF () 502 £ 16 463 £ 21 437+ 9" 478 + 9*
Ganho de Peso Corporal (g) 118 + 10 88+ 8" 83+8" 111 + 7%
CNA (cm) 26,8 +0,2 26,004 25,9 +0,3* 26,4+0,2
Visceral (g) 7,21 £ 0,65 5,97 £ 0,69 4,46 +0,43" 587x0,34
Retroperitoneal (g) 135+15 9,93+1,23" 559+0,45 8,37 + 0,55"
Epididimal (g) 6,04+102 405+063° 282+034°  413+0.23
Gordura Total (g) 26,7+2,7 20,0 +2,4" 129+1,0° 18,4 + 1,0%
1A (%) 525+0,41 4,16+0,34" 2,94+0,22" 3,85 + 0,20*

Valores apresentados como média + EPM. n = nimero de animais; C = controle; L = administragdo de dose baixa
de L-NAME; Ex = grupo submetido ao exercicio aerébio; ExL = grupo tratado com L-NAME e submetido ao
exercicio aerébio. PCI = peso corporal inicial; PCF = peso corporal final; CNA = comprimento naso-anal; 1A =
indice de adiposidade. p<0,05. * vs. C; #vs. Ex. ANOVA duas vias complementada com o teste post hoc de Tukey.

Os resultados demonstram que o grupo Ex apresentou evolucéo de peso corporal menor

quando comparado ao grupo C a partir da 102 semana de tratamento (p=0,05), permanecendo

essa diferenca até a 122 semana (Figura 12). Em valores percentuais, as diferencas no peso

corporal nas semanas 10, 11 e 12 correspondem a uma reducéo de 11%, 11% e 12% no peso

corporal em relacdo ao C, respectivamente. Ndo houve diferenca estatistica para o peso

corporal entre os demais grupos ao longo das 12 semanas do protocolo experimental.
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Figura 12. Evolucdo do peso corporal dos grupos ap6s 12 semanas de protocolo experimental. Valores
apresentados como média £ EPM. C = controle (n = 12); L = administracdo de dose baixa de L-NAME (n = 14);
Ex = grupo submetido ao exercicio aerébio (n = 14); ExL = grupo tratado com L-NAME e submetido ao
exercicio aerébio (n = 16). ANOVA duas vias de medidas repetidas complementada com o teste post hoc de
Tukey. Fator Tratamento com Ex e L-NAME (p = 0,096), Fator Tempo/Semana (p<0,001) e interacdo entre
tratamento e semana (p<0,001). * p<0,05; Ex vs. C.
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Os resultados demonstram diferencas significativas no tempo percorrido (28 + 2 min vs.
22 = 1 min; p=0,001), velocidade (37 £ 3 m/min vs. 31 £ 1 m/min; p=0,001) e distancia
percorrida (677 £ 73 m vs. 448 + 33; p=0,001) do grupo Ex na semana 6 em relagdo a semana
0 (Figura 13A-C). Comparado com a semana 0, o grupo ExL apresenta diferencas estatistica
com maiores valores de tempo percorrido (26 = 1 min vs. 18 + 0,4 min; p=0,001), velocidade
(35 = 1 m/min vs. 26 £ 0,5 m/min; p=0,001) e distancia (592 + 48 m e 314 + 10 m; p=0,001)
na semana 6. Além disso, os resultados apontam que o grupo ExL apresenta na 122 semana o
tempo (27 = 2 min e 18 + 0,4 min; p=0,001), velocidade (34 £ 2 m/min e 26 = 1 m/min;
p=0,001) e disténcia percorrida (590 + 57 m e 314 + 10 m; p=0,001) maiores quando
comparado a semana 0. Nao houve diferenca estatistica para os parametros avaliados entre as
semanas 6 e 12 em ambos 0S grupos.

Além disso, foram encontradas diferencas estatisticas entre os grupos Ex e ExXL no
tempo (22 £ 1 min vs. 18 £+ 0,4 min; p=0,015) e velocidade percorrida (31 m/min = 1 vs. 26 +
0,5 m/min; p=0,021) na semana 0. Embora ndo estatisticamente diferente, a distancia
percorrida também apresentou maiores valores no grupo Ex em relacdo ao grupo ExL (448 £
33 me 314 + 10 m; p=0,056) quando comparados os valores da semana 0, onde foi realizado
o primeiro teste de velocidade méaxima. N&o houve diferenca estatistica para os parametros
avaliados entre os grupos Ex e ExL nas semanas 6 e 12.
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Figura 13. Teste de desempenho fisico realizado nos animais dos grupos exercitados. Ex: (n=14) e ExL
(n=16). Dados expressos em média + EPM. Ex = grupo submetido ao exercicio aerdbio; ExXL = grupo
tratado com L-NAME e submetido ao exercicio aerobio. A) velocidade maxima atingida; B) tempo
percorrido; C) distancia percorrida. Valores expressos em média £+ EPM. ANOVA uma via para amostras
independentes, complementada com o teste post hoc de Bonferroni. p<0,05; (; *vs Semana 0) # Ex vs. EXL

As Figuras 14A-D mostram valores obtidos de pressdo arterial sistdlica (PAS),
diastélica (PAD), pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) em animais
conscientes apds 12 semanas de protocolo experimental. Os resultados demonstram diferenca
significativa na PAS (ExL: 159 + 6 mmHg vs. L: 130 + 7 mmHg; p=0,049) e na PAM (ExL:
134 + 6 mmHg e L: 107 £ 6 mmHg; p=0,02) entre os grupos EXL e L na oitava semana do
protocolo experimental (Figs. 14A e C). Os demais grupos apresentaram comportamento
similar para a PAS e PAM. Ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos para as variaveis

PAD e FC ao longo das 12 semanas.
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Figura 14. Respostas pressoricas e frequéncia cardiaca apds 12 semanas de protocolo experimental. C = controle
(n=8); L = administracdo de dose baixa de L-NAME; (n=7); Ex = grupo submetido ao exercicio aerébio (n=6);
ExL = grupo tratado com L-NAME e submetido ao exercicio aerébio (n=6). A) PAS: pressdo arterial sistdlica;
B) PAD: pressdo arterial diastélica; C) PAM: pressdo arterial média; D) FC: frequéncia cardiaca. Valores
expressos em média + EPM. ANOVA duas vias para amostras independentes, complementada com o teste post-
hoc de Tukey. p<0,05, #EXL vs. L.

A Figura 15A-D apresenta os dados das variaveis hemodinamicas arteriais em animais
anestesiados. Os resultados demonstram que ndo foram encontradas diferencas estatisticas
para as variaveis de pressao arterial sistolica e diastélica, presséo arterial média e frequéncia

cardiaca entre 0s grupos experimentais ao final do protocolo experimental.
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Figura 15. Valores apresentados como média + EPM. C = grupo controle (n=5); L = administracdo de dose
baixa de L-NAME (n=6); Ex = grupo submetido ao exercicio aerébio (n=7); EXL = grupo tratado com L-NAME
e submetido ao exercicio aerébio (n=6). PAS = pressdo arterial sistélica; PAD = pressdo arterial diastélica; PAM
= presséo arterial média; FC = frequéncia cardiaca. ANOVA duas vias complementada com o teste post hoc de

Tukey.
A Figura 16A-F apresenta os dados das variaveis hemodinamicas referentes a analise

ventricular em animais anestesiados. A PDfVE foi significativamente maior no ExL em
relagdo ao L e EX, respectivamente (ExL: 15+ 2 mmHg vs. L: 7 £ 2 mmHg e Ex: 9 mmHg £
1) (Figura 16B). Percentualmente, o EXL apresentou aumento de 52% e 38,7 % na PDfVE,
qguando comparado aos grupos L e EX, respectivamente. Os resultados demonstram que néo
houve diferenga estatistica para FC, PSVE, +dP/dTmax € -dP/dTmax € TAU entre 0s grupos

experimentais.
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Figura 16. Valores apresentados como média = EPM. C = controle (n=5); L = administracdo de dose baixa de L-
NAME (n=6); Ex = grupo submetido ao exercicio aerébio (n=7); ExL = grupo tratado com L-NAME e
submetido ao exercicio aer6bio (n=6). PSVE = pressdo sistélica ventricular esquerda; PDfVE = pressao
diastdlica final ventricular esquerda; FC = frequéncia cardiaca; +dP/dtmax: derivada méaxima positiva de pressao
do VE; -dP/dtms: derivada maxima negativa de pressio do VE; Tau: constante temporal de
relaxamento. ANOVA duas vias complementada com o teste post hoc de Tukey; p<0,05; # EXL vs. Ex; & EXL vs.
L.

N&o houve diferenca estatistica para as variaveis morfologicas entre os grupos L e C.

No entanto, os resultados mostram que foram encontrados valores significativos menores de
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AT (Ex: 0,09 g + 0,01 vs. C: 0,13 £ 0,01) e AT/Tibia (Ex: 0,022 g/cm + 0,002 vs. C: 0,031 +
0,002) entre os grupos Ex e C com consequente reducdo de 30,7% e 29%, respectivamente
(Tabela 2).

O grupo EXL apresentou valores significativamente maiores de AT em relacdo ao Ex
(ExL: 0,13 £ 0,01 vs. Ex: 0,09 + 0,01 g) e relacdo AT/Tibia (ExL: 0,032 £ 0,002 g/cm vs. Ex:
0,022 £ 0,002 g/cm), com elevacdo de 44% e 45%, respectivamente. Além disso, a relacdo
Coracao/Tibia foi significativamente maior no ExL quando comparado ao L (ExL: 0,32 *
0,01 vs. L: 0,28 £ 0,01 g/cm. Nao houve diferenca significativa para as variaveis de coracdo
total, VE, VD, tibia, VE/Tibia, VVD/tibia, pulmé&o e pulmao/PCF entre os grupos EXL e Ex
(Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas Morfologicas

Grupos Experimentais

variaveis C (n=6) L (n=7) Ex(n=5) __ ExL (n=10)
Coracao (g) 1,26 + 0,04 1,18 + 0,06 1,18 + 0,07 1,27 + 0,05
VE (g) 0,89 £ 0,02 0,85 £ 0,05 0,87 £ 0,05 0,90 £ 0,03
VD (9) 0,25 +0,03 0,21 £ 0,02 0,22 £ 0,01 0,24 £0,01
AT () 0,13+0,01 0,12+ 0,01 0,09 +0,01" 0,13 +0,01%
Tibia (cm) 4,10+ 0,04 4,19 £ 0,07 4,10 £ 0,03 3,98 + 0,05
Coracdo/Tibia (g/cm)  0,31+0,01 0,29 £0,01 0,29 £ 0,02 0,32 +0,01%
VE/Tibia (g/cm) 0,22 £0,01 0,20 £ 0,01 0,21 +0,01 0,23 +0,01
VD/Tibia (g/cm) 0,061 +0,007 0,051+0,004 0,054+0,004 0,060+ 0,003

0,031 +0,002 0,029 +0,002 0,022 +0,002° 0,032+ 0,002*
Pulmao (g) 2,36 £ 0,24 2,20+ 0,17 2,37 +£0,25 2,14 + 0,06
Pulmao/PCF (g/g) 4,47 £ 0,44 4,56 £ 0,24 5,43 £0,60 459+0,11
Valores apresentados como média £ EPM. n = ndmero de animais C = controle; L = administracdo de dose baixa
de L-NAME; Ex = grupo submetido ao exercicio aerébio; ExL = grupo tratado com L-NAME e submetido ao
exercicio aeréhio VE = ventriculo esquerdo; VD = ventriculo direito; AT = atrio; PCF = peso corporal final. p <

0,05. " Ex vs. C; # ExL vs. Ex; % ExL vs. L. ANOVA duas vias para amostras independentes, complementada
com o teste post-hoc de Tukey.

AT/Tibia (g/cm)

Os resultados mostram diferencas significativas no tecido hepético do grupo Ex quando
comparado ao C (Ex: 69,7 + 0,8% vs. C: 67,5 = 0,6%; p=0,014), sendo encontrado maior
percentual de umidade no Ex (Tabela 3). N&o houve diferenca significativa para as demais

variaveis entre 0s grupos experimentais.
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Tabela 3. Conteudo de &gua nos tecidos cardiaco, hepatico e pulmonar

Grupos Experimentais

Variaveis (%) C(n=6) L(n=7) Ex (n=5) ExL (n=10)
VE 75,3+ 0,4 69,7+ 4,8 76,0+ 0,1 76,7+0,2
Figado 67,5+0,6 68,0+ 0,5 69,7 +£0,8" 68,3+ 0,3
Pulméo 77,6 £0,9 78,1+0,4 79,4+0,6 78,4+£0,5

Valores apresentados como média + EPM. n = nimero de animais. C = controle; L = administracdo de dose
baixa de L-NAME; Ex = grupo submetido ao exercicio aerébio; ExL = grupo tratado com L-NAME e submetido
ao exercicio aerébio. VE = ventriculo esquerdo. p<0,05 * vs. C; ANOVA duas vias para amostras independentes,
complementada com o teste post-hoc de Tukey.

Os resultados apontam menor AST no grupo Ex quando comparado ao C (Ex: 365 + 10
um? vs. 448 + 48 um?, p=0,001) (Figura 7A). Além disso, a AST do grupo ExL (444 + 23
um?) apresentou diferenca estatistica em relacéo aos grupos Ex e L, sendo maior que 0 grupo
EX (365 + 10 um?) e menor que o L (466 + 27 um?), respectivamente (Figura 17A).

A fracdo de colageno miocardico foi significativamente menor no L em relacdo ao
grupo C (L: 4,04 £ 0,66% vs. 4,72 + 0,65%, p=0,005). Ademais, 0 grupo EXL apresentou
elevacdo da fracdo de coldgeno miocardico quando comparado com o grupo L (ExL: 5,1 +
0,6% vs. 4,04 + 0,7 %, p=0,001) demonstrando a influéncia do exercicio fisico. Nao houve

diferenca estatistica entre os grupos Ex e L para esse parametro (Figura 17B).
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Figura 17. Valores apresentados como média + EPM. n = ndmero de animais C = controle (n=6); L =
administracdo de dose baixa de L-NAME (n=7); Ex = grupo submetido ao exercicio aerdbio; (n=5); EXL = grupo
tratado com L-NAME e submetido ao exercicio aerobio (n=10). A) Perfil histologico de fragmentos do VE. B)
Fragédo de colageno miocardico. ANOVA duas vias complementada com o teste post-hoc de Tukey. p<0,05 * Ex
vs. C; # EXL vs. Ex; & EXL vs. L.

O grupo Ex apresenta diferenca estatistica com menor percentual de encurtamento em
relacdo ao C (Ex: 5,80 £ 1,37% vs. C: 7,81 £ 0,98%; p=0,001), com reducéo de 25,7%. O PE
também foi 25,2% menor no grupo ExL quando comparado ao L (ExL: 5,33 + 1,19% vs. L:
7,13 + 1,39%; p=0,001). Nao houve diferenca estatistica para o PE entre os grupos Ex e L,
bem como para os grupos L e C (Figura 18A).

Em relacdo ao tempo de encurtamento até 50%, os resultados mostram que o grupo Ex
apresenta menor TEsgy quando comparado ao C (Ex: 45 £ 3 ms vs. C: 53 + 4 ms; p=0,001).
Além disso, o tempo de encurtamento até 50% foi menor no ExL em relagdo ao L (ExL: 46 +
4 msvs. L: 54 £ 9 ms; p=0,001). Ndo houve diferenca estatistica para o0 TEsoy entre 0S grupos

Ex e L, bem como para os grupos L e C (Figura 18B).
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A andlise do tempo de relaxamento a 50% aponta diferencas estatisticas do grupo Ex
com menor TRsoy quando comparado ao C (Ex: 170 + 15 ms vs. C: 216 + 24 ms; p=0,001).
Além disso, o grupo L demonstrou maior TRsos em relagdo ao C (L: 248 £ 38 ms vs. C: 216 +
24 ms; p=0,001). O ExL mostrou valores menores de TRz quando comparado aos grupos L
e Ex, respectivamente (ExL:150 + 14 ms vs. Ex: 170 £ 15 ms. e L: 248 + 38 ms; p=0,05)
(Figura 18C).
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Figura 18. Valores apresentados como média = EPM. n = nimero de animais C = controle (n=5; 42 células); L =
administracdo de dose baixa de L-NAME (n=4; 51 células); Ex = grupo submetido ao exercicio aerébio (n=6;
111 células); ExL = grupo tratado com L-NAME e submetido ao exercicio aerébio (n=5; 94 células). PE (%):
percentual de encurtamento; TEse: tempo até 50% do pico de encurtamento; TRsew: tempo até 50% do
relaxamento. Os registros foram obtidos a partir de estimulagdo elétrica com 1Hz. ANOVA duas vias
complementada com teste post hoc de Tukey” p< 0,05; * vs C; # ExL vs. Ex; % ExL vs. L.

A amplitude do transiente de Ca*? foi maior no ExL quando comparado ao grupo L
(0,45 + 0,09 vs. 0,34 + 0,01 uM; p=0,045) (Figura 19A). Além disso, o0 grupo ExL apresenta
maior Tsoy do pico (51,5 + 18,9 vs. 27,5 + 0,4 ms; p=0,009) e reducdo no Tsoy do decaimento
de Ca* (102 + 29 vs. 168 + 2 ms; p=0,022) em relagdo ao grupo L (Figura 19B-C). N&o
foram encontradas diferencas entre 0s demais grupos para 0 Tsg% do pico e Tsg% do
decaimento de Ca*2,
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Figura 19. Valores apresentados como média + EPM. C = controle (n=4; células = 25); L = administracdo de
dose baixa de L-NAME (n=4; células = 17); Ex = grupo submetido ao exercicio aerébio (n=4; células = 14); ExL
= grupo tratado com L-NAME e submetido ao exercicio aerébio (n=6; células = 8). ANOVA duas vias para
amostras independentes, complementada com o teste post-hoc de Tukey. Os registros foram obtidos a partir de

estimulacéo elétrica com 1Hz. ANOVA duas vias complementada com teste post hoc de Tukey. p < 0,05; & ExL
vs. L.
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6. DISCUSSAO

O objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos do treinamento fisico,
isoladamente e/ou associado com baixa dose de L-NAME sobre pardmetros contrateis e o
transiente de Ca*™ em cardiomidcitos isolados. Os principais achados demonstram que a
associacdo do L-NAME em baixa dose com o exercicio fisico acarreta diminuicdo do
percentual de encurtamento de cardiomidcitos isolados em relacdo ao L-NAME, no entanto,
melhora nos tempos de encurtamento e relaxamento a 50%. Os resultados também apontam
gue essa associacdo acarretou elevacdo da amplitude e tempo para 50% do pico de
encurtamento de Ca*2, sugerindo aumento da sensibilidade ao Ca*?, no entanto, houve
reducio no tempo para 50% do decaimento de Ca'*?, indicando possivel melhora no
relaxamento. Além disso, o exercicio fisico associado & administragdo crénica do L-NAME
promoveu remodelacdo cardiaca com hipertrofia de atrio, das relacbes AT/tibia e
coracdo/tibia, bem como aumento de AST e fracdo de colageno, elevacdo da PDfVE e PAS e
PAM, sendo os dois ultimos parametros normalizados ap6s a oitava semana de tratamento.
Para o conhecimento, esse foi o primeiro trabalho que avaliou os efeitos do exercicio fisico
combinado com a administracdo de baixa dose de L-NAME com a finalidade de avaliar

parametros contrateis e o transiente de Ca*? intracelular em cardiomidcitos isolados.

6.1 Composicao corporal

A pratica de exercicio fisico promove diversos beneficios, sendo estes bem
estabelecidos na literatura (GUTWENGER et al, 2015; POSA et al, 2015; COLOMBO et al,
2013, BRUM et al, 2004; SERRANO-FERRER et al, 2015). Dentre esses beneficios esta a
promogéo da saude no qual o exercicio fisico aerébio € capaz de influenciar o metabolismo,
gasto calorico e modificar a composic¢do corporal (TROMBETTA, 2003). Os resultados do
presente estudo demonstram que o treinamento fisico aerdbio apds 12 semanas acarretou
reducdo na adiposidade corporal, evidenciada por menor ganho de peso corporal e menores
niveis de gordura visceral, retroperitoneal e epididimal, gordura corporal total e indice de
adiposidade. Os achados mostram que o treinamento fisico aerébio foi eficiente na melhora da
composicao corporal, uma vez que proporcionou reducao de 30% e 51% no ganho de peso e
gordura corporal, respectivamente. Achados semelhantes foram encontrados por Machado et
al. (2017), onde 12 semanas de exercicio aerobio com intensidades entre 60 e 80% da
velocidade maxima, foram suficientes para reduzir significativamente o peso corporal e

depdsitos de gordura corporal. Levin et al. (2004), utilizando ratos Sprague-Dawley,
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mostraram que o0 grupo exercitado apresentou redugéo de 24% no ganho de peso corporal
apos 6 semanas de exercicio fisico aerobio voluntario quando comparado ao grupo sedentario.
Vargas-Ortiz (2017) também encontrou diminui¢cdo 5% no percentual de gordura de humanos
com 4 semanas de exercicio aerobio.

Esses achados sugerem que as mudangas observadas na composi¢do corporal
decorrentes do exercicio fisico podem estar associadas a maior atividade do sistema nervoso
simpatico, e assim, liberacdo de catecolaminas pelas glandulas adrenais. Grande parte do
controle da disponibilidade de substratos energéticos € mediado por ajustes hormonais,
principalmente com diminuicéo da insulina, aumento do glucagon e catecolaminas (AFONSO
et al, 2003). Os niveis de catecolaminas sobem durante o exercicio (CANALI e KRUEL,
2001), e a elevacdo de catecolaminas circulantes promove aumento da atividade lipolitica com
consequente mobilizacdo de gordura para ser metabolizada como substrato energético durante
o0 exercicio fisico (GOMES et al, 2012). Contudo, cabe ressaltar que nesse estudo ndo foram
avaliadas as catecolaminas.

A administracdo de baixa dose de L-NAME também parece exercer influéncia sobre a
composicao corporal, uma vez que foi capaz de diminuir em 25%, 26%, 33% e 25% o0 ganho
de peso corporal, os depdsitos de gordura retroperitoneal, epididimal, e a gordura total,
respectivamente. Além disso, embora o peso corporal final desse grupo ndo tenha apresentado
diferenca estatistica, a administracdo crénica de L-NAME acarretou reducdo de 7% no PCF
em relacdo ao C. A auséncia de mudancas no PCF no presente estudo esta em divergéncia dos
achados de Oliveira et al. (2000), Moreno (1996), Takemoto (1997), Arnal (1993) e Hamilton
et al. (2016), onde foram encontrados menores valores de peso corporal final nos grupos
tratados com L-NAME quando comparados ao grupo controle. Dessa foram, a literatura
demonstra que a reducdo do peso corporal é dependente da dose e do tempo de administracdo
de L-NAME (OLIVEIRA et al, 2000; HU et al, 2005). Hu et al. (2005) em seu estudo,
administrou trés protocolos com diferentes dosagens de L-NAME (10, 20 e 40mg/kg dia)
durante oito semanas. Os resultados apontam que quanto maior a dose, menor foi 0 peso
corporal dos animais. Cabe ressaltar que a auséncia de diferenca no peso corporal entre 0s
grupos L e C pode ser atribuida, possivelmente, a baixa dose de L-NAME (1,5 mg/kg/dia),
sugerindo que a dose utilizada foi ineficiente para promover reducdo do PCF como observado
em outros estudos (BERNATOVA et al, 2007).

O NO esta relacionado com os mecanismos de termorregulacdo, tais como: antipirese
(GOURINE, 1995) e hipotermia (BENAMAR, 2003). Dentro desse contexto, NO atuaria

como neuromodulador, afetando as aferéncias vagais e ativando mecanismos responsaveis
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pela perda de calor como vasodilatagdo e sudorese, aléem de participar da termogénese e
exercer papel importante no controle metabdlico durante o exercicio (LACERDA et al, 2006;
PAULA, STEINER e BRANCO, 2000). A literatura tem mostrado que o NO exerce
influéncia sobre a termorregulacdo, de modo que a inibicdo de sua sintese com L-NAME
promove elevacdo da temperatura corporal principalmente durante o exercicio fisico
(LACERDA et al, 2006; PAULA, STEINER e BRANCO, 2000), bem como o aumento do
consumo de oxigénio (LACERDA; MARUBAYASHI; COIMBRA, 2005). Tal elevagédo
aumenta a mobilizacdo e utilizacdo de lipideos como principal substrato energético durante o
exercicio fisico, e consequentemente, resulta na diminuicdo do percentual de gordura dos
animais.

Salienta-se também que a associacdo de L-NAME e exercicio fisico aerébio ndo foi
capaz de promover alteracbes significativas nos depdsitos de gordura avaliados quando
comparado ao grupo que utilizou L-NAME de forma isolada. Esse achado pode estar
associado ao aumento da temperatura corporal, a qual se eleva em decorréncia da dificuldade
corporal de eliminar calor por meio do bloqueio da sintese de NO, promovendo fadiga. Esses
achados divergem dos resultados observados no grupo Ex, o qual apresentou menores valores
de gordura corporal (LACERDA; MARUBAYASHI; COIMBRA, 2005).

Contudo, o grupo ExL apresentou maior PCF e ganho de peso corporal quando
comparado ao grupo EXx, evidenciando o efeito da administragdo de L-NAME sobre esses
parametros. Torna-se necessario destacar o menor desempenho encontrado nos testes de
velocidade maxima do grupo ExL em relacdo ao grupo Ex (Figura 12). Esse resultado
corrobora Lima et al, (2014) que encontrou menor desempenho no grupo tratado de forma
aguda com 1,43 pL de L-NAME, onde este apresenta tempo 50% menor até a fadiga e carga
de trabalho quando comparado a animais tratados com solucéo salina. A literatura relata que a
via do NO no cérebro melhora os mecanismos de perda de calor e pode atuar protegendo o
cérebro de hipertermia excessiva (LACERDA; MARUBAYASHI; COIMBRA, 2005). Dessa
forma, € possivel especular que a provavel diminuicdo de NO no grupo ExL, pode acarretar
hipertermia em decorréncia da menor capacidade de dissipar calor e precipitar a ocorréncia de
fadiga com consequente dano térmico ao cérebro. Lacerda, Marubayashi e Coimbra (2005)
verificaram em ratos Wistar que quanto mais elevada a dose de L-NAME, maior sera a
reducdo na carga de trabalho durante o exercicio. Alem disso, foi verificada menor eficiéncia
mecanica (18%) e tempo de corrida até a fadiga (53%) nos ratos que receberam L-NAME e
praticaram o0 exercicio aerdbio, justificando o menor desempenho dos animais, e

possivelmente, a mudanca na composicao corporal comparado ao grupo Ex.
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6.2 Parametros Hemodinamicos

O exercicio fisico € capaz de modificar positivamente a frequéncia cardiaca, além de
diminuir os niveis de pressdo arterial através da estimulacdo do sistema nervoso
parassimpatico (SANTOS, 2015; AGARWAL, 2011). Além disso, a vasodilatacdo derivada
da atividade fisica esta relacionada a liberagdo de NO. O treinamento aer6bio aumenta a
expressao e ativacdo de eNOS, que, por conseguinte, acarreta elevacao na biodisponibilidade
de NO (HIRAI et al, 2012). Esse mecanismo €é capaz de modular o sistema renina-
angiotensina, promovendo beneficios ao sistema cardiovascular, principalmente a reducdo da
PA (SANTOS, 2015).

Além disso, a administracdo de L-NAME é amplamente utilizada como modelo para
hipertensdo arterial, considerando sua participacdo no bloqueio da sintese de NO (BAYLIS,
1992) e, consequentemente, promovendo aumento na PA. E interessante ressaltar que a
magnitude do aumento da PA e dos efeitos deletérios gerados pelo bloqueio da sintese de NO
é dependente da dose e do tempo de administracdo da droga, sendo esses mais expressivos
guando administrados em altas doses e por tempos prolongados (HU et al, 2005; Oliveira
2000).

Um aspecto importante visualizado nesse estudo foi que de forma isolada, o exercicio
fisico aerdbio e a administracdo de baixa dose de L-NAME néo foram capazes de promover
mudancas significativas nas medidas indireta e direta na PAS, PAD, PAM e FC ao final do
experimento. Dentro desse contexto, a associacdo entre a administracdo de baixa dose de
LNAME e o exercicio fisico poderia acarretar beneficios ao sistema cardiovascular.
Os principais achados desse trabalho mostram que a associacao de baixa dose de LNAME e o
exercicio fisico promove elevacdo significativa da PAS e PAM na oitava semana
de treinamento (EXL vs. L), bem como maior PDfVE quando comparado aos tratamentos com
L-NAME e exercicio fisico de forma isolada.

O aumento na PAM corrobora Souza (2007) que, utilizando ratos Wistar, observou que
a associagéo do treinamento fisico aerobio e elevadas doses de L-NAME (70 mg/kg) promove
aumento desse parametro quando comparado aos grupos que apenas praticaram atividade
fisica ou utilizaram a droga de forma isolada. Esse aumento esta associado as altas doses de
L-NAME, uma vez que, essa elevacdo promove aumento na frequéncia cardiaca e diminuicéo
na estimulacdo barorreflexa simpatica, mostrando de forma indireta que a estimulacdo
simpatica influencia a hipertensdo associada ao bloqueio de ON (SCROGIN et al, 1998).

A literatura também destaca que o exercicio fisico ndo é capaz de reverter ou atenuar a
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hipertensdo causada por altas doses de L-NAME (70 mg/kg) (ROSSI et al, 2009). Quando
administradas em doses menores (20 mg/kg) por quatro semanas, 0 exercicio aerobio sem
carga (natacdo) acarreta diminuicdo na PAS, PAD e PAM, mas 0s animais permanecem
hipertensos em relacdo a seu respectivo controle (GOESSLER, 2015). E necessario ressaltar
que o protocolo utilizado em nosso estudo foi de carga progressiva, de 50 a 80% da VMM,
justificando o retorno da PAS e PAM aos valores normais, sugerindo que a intensidade do
exercicio fisico aerdbio é capaz de influenciar os valores de PA. Cabe destacar que os valores
da PAS e PAM foram normalizados na décima segunda semana de protocolo experimental.
Bernatova et al. (2007) mostraram resultados semelhantes com a administracéo isolada de
baixas doses de L-NAME em ratos Wistar, sendo encontrado redugdo da PA no grupo L-
NAME (1,5 mg/kg) em relacdo ao grupo controle. Os autores sugerem que a administracdo de
baixas doses de L-NAME seria capaz de ativar o mecanismo de feedback negativo,
acarretando novamente a producdo de NO. N&o foram encontrados estudos que investigaram
0 mecanismo de feedback negativo com a associagdo entre baixas doses de L-NAME e
exercicio fisico aerobio, no entanto, a administracdo de L-NAME de forma isolada € capaz de
reduzir a biodisponibilidade de NO, e dependendo da dose administrada, o exercicio fisico
ndo é capaz de reverter a hipertensdo gerada (ROSSI et al, 2009; GOESSLER, 2015). Em
nosso estudo foi administrada baixa dose de L-NAME durante 12 semanas, sugerindo que o
exercicio fisico aerébio contribuiu efetivamente para a regressdo da hipertensdo da oitava para
a décima segunda semana do protocolo experimental.

Além disso, os achados mostram que a associacdo entre L-NAME e exercicio fisico
acarreta aumento de 38% e 52% na PDfVE em relagdo aos tratamentos de forma isolada.
Durante o remodelamento cardiaco mal adaptado, tem sido observado aumento da PDfVE,
sendo este considerado um parametro de insuficiéncia ventricular (SCHENKEL et al, 2010;
MASCHERBAUER, 2017). Esses resultados sugerem o desenvolvimento de insuficiéncia
cardiaca diastélica induzida pela associacdo de L-NAME e exercicio fisico, no qual o VE esta
preservado, mas a fungdo diastdlica estd comprometida (SOUSA, 2006). No entanto, ao
avaliar tais efeitos com a administracdo de baixa dose, ndo foram encontrados tais resultados
(BERNATOVA et al, 2007). O aumento da PDfVE, marcador de disfuncéo ventricular, esta
relacionado com a dilatacdo e elevacdo da pds-carga, ou seja, promovendo elevacdo da
vasoconstricao periférica consequente da inibicdo/ou estimulacdo de NO pela intervencao do
L-NAME. Né&o foram encontrados estudos que avaliaram a PDfVE com a associagdo de L-
NAME em baixas doses e exercicio fisico aerobio. Outro achado encontrado na literatura

relacionado ao aumento da PDfVE € a hipertrofia atrial corrigida pela tibia, uma vez que com
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a PDfVE maior, o atrio necessita exercer maior forca para desempenhar sua fungdo de
transportar o sangue para as camaras ventriculares (SCHENKEL et al, 2010).

6.3 Morfologia e AST

A associacdo do exercicio fisico aerobio e administragdo de L-NAME promove
aumento no peso do AT e na relacdo AT/tibia quando comparado ao exercicio fisico de forma
isolada, sugerindo remodelacéo atrial. A relacdo coracdo/tibia também foi elevada em relacédo
ao tratamento com L-NAME (ExL vs. L), contudo, sem mudancas nas camaras cardiacas. Os
resultados também apontam aumento na AST do VE nesse grupo quando comparado ao grupo
EX.

Goessler et al. (2015) encontraram maior peso absoluto e relativo nos coragdes de ratos
Wistar tratados com 20 mg/kg de L-NAME associado ao exercicio fisico aerébio apos 4
semanas, demonstrando o desenvolvimento do remodelamento cardiaco. Embora ndo tenha
sido encontrada diferenca estatistica no peso do coragcdo nesse estudo entre os tratamentos
propostos, a administracdo de baixas doses de L-NAME associada ao exercicio fisico
acarretou maiores valores desse parametro quando comparado aos demais grupos, bem como
elevacdo na relacdo coracdo/tibia, indicando possivel remodelamento cardiaco em
desenvolvimento, a qual seria decorrente de sobrecarga pressorica e aumento da PDfVE. Para
identificacdo da hipertrofia cardiaca, o didmetro dos cardiomidcitos também foi avaliado
nesse estudo (dados ndo mostrados), onde foi constatado aumento significativo no grupo ExL
em relacdo ao grupo L (p=0,001) e Ex (p=0,013). Souza et al. (2007) encontrou aumento da
area macroscopica cardiaca apds sete dias de administracdo de altas doses de L-NAME (70
mg/kg) e oito semanas de treinamento fisico aerdbio, no entanto, os autores classificam essa
hipertrofia como fisiologica devido ao curto periodo de administragdo de L-NAME e longo
periodo de atividade fisica aerobia. Hu et al. (2005) identificaram aumento na relacdo do peso
do ventriculo esquerdo/peso corporal, densidade numérica e tamanho dos cardiomiocitos apés
doses crescentes de L-NAME. Tais achados sugerem que a diminuigdo de nitrito e nitrato
(metabdlitos do NO) e GMPc exercem influéncia no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca.

A administracdo de baixas (7,5 mg/kg/dia) e altas doses de L-NAME (25 mg/kg/dia)
por 10 a 24 semanas, associadas ou ndo ao exercicio fisico aerdbio, séo capazes de promover
hipertrofia cardiaca (OLIVEIRA et al, 2000; KURU et al, 2002), sugerindo o fator mais

provavel: a deficiéncia sistémica de NO, que leva a diminui¢do no suprimento de sangue ao
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masculo cardiaco, promovendo isquemia, € em seguida, aumentando os fatores de fibrose e
necrose (OLIVEIRA et al. 2000; MORENO-JR et al, 1996).

A remodelacdo cardiaca observada no grupo ExXL em relacdo ao EX sugere que a
associacdo entre o exercicio fisico aerdébio e a administracdo de baixa dose de L-NAME pode
promover remodelacdo cardiaca patolégica devido ao bloqueio total ou parcial do NO. E
necessario considerar o papel do NO em impedir ou atenuar a hipertrofia cardiaca,
proliferacdo de fibroblastos e apoptose de cardiomidcitos (SOUZA et al, 2007). Duas
substancias enddgenas envolvidas no papel anti-hipertrofico do coracdo sdo o peptideo
natriurético atrial (ANP) e 0 NO. O ANP exerce funcédo anti-hipertensiva, anti-hipervolémica
e anti-hipertrofica através da ativacdo da guanilato-ciclase com posterior aumento dos niveis
de guanosina monofosfato ciclica (GMPc) e 0 NO apresenta papel fundamental na inibicdo da
cascata de sinalizacdo que induz hipertrofia cardiaca patoldgica, uma vez que é capaz de
aumentar a sinalizacdo da guanilato-ciclase soltvel. A guanilato-ciclase soltvel atua como
aceptor de NO e converte cataliticamente a guanosina trifosfato em GMPc. A GMPc atua no
processo hipertréfico do coragéo, inibindo a via enzima proteina quinase-G (PKG) e a rede de
sinalizacdo das diferentes vias pro-hipertréficas que envolvem as proteinas quinases ativadas
por mitdgenos (MAPK). A via NO/GMPc/PKG desenvolve papel importante na regulacdo
negativa sobre a hipertrofia cardiaca induzida por angiotensina Il, endotelina 1, insulina e
fatores de crescimento, inibindo a sinalizagdo da MAPK, diminuindo a transcrigdo de genes
associados a hipertrofia (GARCIA & INCERPI, 2008; CHENG, 2005). Outro aspecto
importante destacado pela literatura € que camundongos que hiperexpressam eNOS
apresentaram atenuacdo da hipertrofia cardiaca induzida por infusdo conica de isoprenalina,
sugerindo que o NO endogeno atuaria com fator anti-hipertrofico (GARCIA & INCERPI,
2008; OZAKI et al, 2002). Além disso, houve hipotensdo sistémica nesses animais, 0 que nao
altera os valores de presséo arterial e ndo promove danos aos vasos como se € Visto com 0 uso
dos inibidores das NOS. Outro fator no qual o a eNOS se relaciona a hipertrofia cardiaca é
sua influéncia no numero de [-adrenorreceptores ou a fungdo de seus sinais nos
cardiomidcitos, no entanto, esse mecanismo ainda nédo esta elucidado (GARCIA & INCERPI,
2008; OZAKI et al, 2002).

6.3.1 Colageno Miocardico

A fracdo de coladgeno miocardico apresentou-se aumentada na associa¢do do exercicio

fisico aerobio e baixa dose de L-NAME em relacdo ao grupo L, sugerindo remodelamento
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patologico. Ao que parece, o protocolo de exercicio aerébio de intensidade moderada,
utilizado em nosso estudo, promove a sobrecarga cardiaca, evidenciada por meio da elevacdo
da PDfVE. Assim, influéncia o processo de remodelamento cardiaco, contudo, a medida que o
exercicio se prolonga, os efeitos sdo evidenciados pelo aumento da sintese de colageno
miocardico. E necessario considerar que nesse tipo de remodelagio é visto o aumento na
quantidade de fibras colagenas, as quais sdo capazes de influenciar o processo de relaxamento
cardiaco por meio do aumento da rigidez ou reducdo da complacéncia ventricular com
consequente disfuncdo diastdlica (JANICKI, 1992; CARVALHO; SOUZA; FIGUEIRA,
1998; GOESSLER et al, 2015).

Quando administradas doses elevadas de L-NAME (30 a 100 mg/kg) s&o vistos
aumentos significativos na fracdo de coldgeno miocardico (XAVIER-VIDAL, 2005;; SADEK
et al, 2015; GOESSLER et al, 2015; SONODA et al, 2017), enquanto que com baixas doses
ndo sdo visualizadas mudancas significativas na fracdo de colageno miocérdico
(BERNATOVA et al, 2007). Os autores demonstraram que a baixa dose administrada durante
8 semanas ndo foi suficiente para provocar aumento na sintese de colageno miocardico.

A literatura sugere que a sintese de NO diminuida promove a ativacdo de sistemas
neuro-hormonais e fatores promotores de crescimento que poderia influenciar na fibrose
miocardica (HLAVACKOVA, VRANKOVA, JANEGA et al, 2011). O estimulo mecanico é
capaz de induzir a liberacdo local de fatores autdcrinos e paréacrinos pelas células miocéardicas,
como endotelina 1 (ET1), fatores de crescimento e citocinas, fator de crescimento semelhante
a insulina (IGF-1). Esses fatores podem se ligar aos receptores especificos de membranas e
ativar cascatas intracelulares acopladas a calcineurina, fosfoquinase-C e a MAPK e iniciar a
cascata de eventos responsaveis pelo crescimento hipertrofico cardiaco, dentre esses, tem-se a
participacdo das catecolaminas e do sistema nervoso simpético, da angiotensina I, insulina,
estresse oxidativo e hipercolesterolemia (GARCIA, INCERPI, 2008). Cabe ressaltar que
nesse estudo ndo foram investigados os fatores que desencadeiam a fibrose cardiaca.

A administracdo de baixas doses de L-NAME promoveu diminui¢do na fracdo de
coldgeno miocardico em relacdo ao grupo C. Em outro estudo que utilizou baixa dose de L-
NAME (1,5mg/kg/dia), no entanto, de forma isolada durante oito semanas, a fracdo de
colageno miocérdico nio foi alterada (BERNATOVA et al, 2007). E possivel especular que a
administracdo de baixa dose de L-NAME néo é capaz de bloquear totalmente a sintese de NO

e, dessa forma, ndo comprometer a biodisponibilidade de NO.
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6.4 Funcdo Miocéardica

Os principais achados visualizados nesse estudo mostram que o treinamento fisico
aerobio diminuiu o percentual de encurtamento de cardiomidécitos isolados com melhora dos
tempos de encurtamento e relaxamento a 50%. Foi visualizado também que a administracédo
de baixa dose de L-NAME promoveu aumento do tempo de relaxamento a 50%. A associagédo
do treinamento fisico aer6bio com baixa dose de L-NAME promoveu diminuigdo no
percentual de encurtamento e diminuigdo nos tempos de encurtamento e relaxamento até 50%
em relacdo ao grupo L. Ademais, essa associacdo também acarretou menor tempo de
relaxamento até 50% em relacdo ao grupo Ex.

O treinamento fisico estd associado as modificacdes bioquimicas, elétricas,
morfologicas e mecanicas do coracdo. Além disso, o exercicio fisico € capaz de promover
aumento na atividade simpatica através das catecolaminas e na carga hemodinamica, além de
liberacdo de hormonios e fatores de crescimento, os quais ativam vias de sinalizagdo que
promovem hipertrofia cardiaca com melhora funcional (BERNARDO & MCMULLEN,
2016). Outro aspecto benéfico do exercicio fisico regular é a melhora da funcéo contratil, uma
vez que acarreta aumento da forca de contracdo e das taxas de encurtamento e relaxamento de
cardiomidcitos, bem como aumento na producdo de forca do miocardio (NATALI, 2004).

Contudo, os resultados do presente estudo mostram que o exercicio fisico aerébio
promoveu disfuncdo miocardica leve com diminuicdo no percentual de encurtamento de
cardiomidcitos isolados, no entanto, melhora nos tempos de encurtamento e relaxamento a
50%, sem mudangas nas velocidades maximas de encurtamento e relaxamento. Esses achados
divergem de estudos presentes na literatura, considerando que o exercicio fisico promove
melhora na funcédo cardiaca com elevacao do percentual de encurtamento, velocidade méxima
de contragdo e relaxamento tanto em animais normotensos (LUNZ et al, 2011; CARNEIRO-
JUNIOR et al, 2013) quanto hipertensos (CARNEIRO-JUNIOR et al, 2013).

Uma provavel justificativa para os resultados encontrados no presente estudo esta
relacionada as adaptacOes fisioldgicas ocasionadas pelo modelo de treinamento fisico
adotado, a se destacar, a intensidade e duragdo do protocolo; no presente estudo foi utilizado
protocolo de treinamento aerdbio progressivo até atingir a intensidade de 80%. Treinamentos
com intensidades moderadas a altas promovem aumento da demanda energética e consumo de
oxigénio nos musculos ativos (GLENNEY et al. 2017), os quais enviam sinais nervosos e
metabdlicos ao sistema nervoso central (SNC), gerando elevacdo da atividade simpatica com

consequente aumento da frequéncia de estimulos ao coragdo (6rgdo altamente inervado e com
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grande nimero de receptores B-adrenérgicos). Essa situacdo proporciona mais bombeamento
de sangue por parte do miocardio e execucdo de maior carga de trabalho. Quanto maior a
intensidade do exercicio fisico, maior € a frequéncia cardiaca e o débito cardiaco (POWERS,
HOWLEY, 2009). Tal resposta, em intensidades elevadas, acarreta diminui¢do do tempo de
realizac&o de cada ciclo cardiaco.

Nesse sentido, a melhora nas velocidades de encurtamento e relaxamento miocardico,
observados pelas andlises de TEso»% e TRsow, parece compensar a menor fracdo de
encurtamento encontrada nesse grupo, sugerindo uma possivel resposta adaptativa funcional
ao treinamento aerdbio de moderada a alta intensidade. A literatura destaca que o exercicio
fisico aerdbio reduz os tempos de contracdo (HAYDAL et al, 2016) e relaxamento (KEMI et
al, 2007; HOYDAL et al, 2016). Tal melhora esta associada a0 aumento da atividade das
proteinas responsaveis pela liberagdo de Ca*2 no citosol (canal L, RyR), recaptura para
reticulo sarcoplasméatico (SERCA2a, PLB) e retirada para o meio extracelular (NCX e bomba
de célcio do sarcolema) (DIIFEE & NAGLE, 2003; KEMI et al, 2007; SUGIZAKI et al,
2011). O Ca* funciona como um segundo mensageiro que regula diferentes processos nos
miocitos cardiacos, contribuindo principalmente para a atividade elétrica e contratil e no
mecanismo de contracdo-excitacdo (BERS; GUO, 2005). Contudo, no presente estudo o
treinamento aerdbio isoladamente ndo foi capaz de promover alteragdes significativas no
transiente de Ca*2.

Esses achados sdo divergentes dos encontrados na literatura, visto que os beneficios do
treinamento aerdbio sobre a cinética de Ca*? tem sido amplamente investigado tanto em
condicBes fisiologicas (SUGIZAKI et al, 2011) quanto patolégicas. O treinamento fisico
aerdbio promove melhora nas proteinas relacionadas a cinética de Ca*? miocardica como
aumento da SERCAZ2a, rianodina e Canal L. Assim, o exercicio fisico € responsavel por
aumentar o transiente e sensibilidade ao Ca*?, além de acarretar maior recaptura de Ca*? pela
SERCA2a e maior quantidade de PLB fosforilada (CARNEIRO-JUNIOR et al, 2013,
WISLOFF et al, 2002; KEMI et al, 2008).

Carneiro-Junior et al. (2013) encontrou aumento de 14% na concentragdo intracelular de
Ca*2 em animais normotensos e 23% em animais hipertensos ap0s a realizacdo de exercicio
aerobio de baixa intensidade (50-60% da velocidade maxima média) durante oito semanas. Os
autores sugerem gue essa resposta esta relacionada ao aumento da expressdo de SERCAZ2a e
PLB fosforilada, as quais seriam capazes de promover aumento na recaptura de calcio e
melhora do relaxamento. Cabe ressaltar que em nosso estudo, a intensidade variou

progressivamente entre 50 e 80% da velocidade maxima media, sugerindo que a intensidade
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do exercicio fisico exerceu influéncia sob o transiente de Ca*?, uma vez que nio foram
encontradas alteragdes na cinética. Chicco et al. (2008) ndo encontraram mudangas
significativas nas proteinas relacionadas a cinética de Ca*? de ratos com insuficiéncia cardiaca
apos 24 meses de treinamento aerdbio de baixa intensidade. Nesse caso, o exercicio foi capaz
de retardar o aparecimento da insuficiéncia cardiaca e melhorar a sobrevida das ratas.

Por sua vez, a administragcdo cronica de baixa dose de L-NAME, em nosso estudo,
promoveu aumento no tempo de relaxamento a 50%, no entanto, sem alteracfes no percentual
de encurtamento quando comparado ao grupo C. Esses achados demonstram que houve
prejuizo no relaxamento miocérdico, no entanto, sem alteraces no transiente de calcio. A
literatura aponta que a administracdo dos inibidores das NOS esta associada & diminuic¢do do
débito cardiaco e hipertrofia cardiaca, além de aumento das areas de fibrose e necrose e
alteracdes na contratilidade miocardica, bem como no remodelamento de midcitos
(MORENO-JR, METZE, DE NUCCI, 1994; FERREIRA-MELO et al, 2011). Moreno-Jr,
Metze e De Nucci (1994) encontraram diminuicdo na pressdo diastolica do ventriculo
esquerdo em animais tratados com aproximadamente 75 pmol/rato/dia (equivalente a dose
moderada) de L-NAME diluidos na &gua durante 8 semanas. Os autores sugerem que tal
resultado esta associado as alteracbes geradas pelo blogueio da sintese de NO, que
consequentemente diminui a biodisponibilidade de NO e, assim, promove isquemia
miocardica com aumento de fibrose e necrose. Esses fatores poderiam justificar o déficit
funcional, considerando a diminuicdo do suprimento de O, para o tecido miocardico.
Contudo, o grupo L apresentou menores niveis de colageno miocardico; esse achado sugere
que outros fatores devem estar envolvidos no prejuizo funcional visualizado nesse grupo.

O tratamento com alta dose de L-NAME (0,7 g/l) por curto prazo (7 dias) foi capaz de
aumentar o percentual de encurtamento e as velocidades de contracdo e relaxamento de
cardiomidcitos isolados (LUNZ et al, 2011). No entanto, nos achados de Ozturk et al. (2016),
no qual foram administradas 40 mg/kg de L-NAME durante seis semanas, foi observado
aumento nos tempos de relaxamento a 50, 75 e 90%. Além disso, Ren (2007) mostra que ratos
espontaneamente hipertensos apresentam menor VMR e maior tempo de relaxamento a 90%
guando comparado a animais normotensos. O aumento no tempo de relaxamento encontrado
nesse grupo poderia estar associado a menor taxa de remocdo e/ou extrusdo de Ca*? no
entanto, ndo houve prejuizo do transiente de calcio apds administracdo de baixa dose de L-
NAME. Com a administracdo de altas doses de L-NAME durante 7 dias, tem sido verificado
aumento na amplitude do transiente de Ca*? e aumento na expressdo dos receptores de RyR e

do trocador Na*/Ca*?, o que poderia promover um efeito inotrépico positivo (LUNZ et al,
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2011). Nesse estudo, ndo houve prejuizo do transiente de célcio apds administracdo de baixa
dose de L-NAME. A literatura também destaca que o prejuizo no relaxamento miocérdico
pode ser decorrente de reducdo da sensibilidade ao Ca*? em decorréncia da maior producéo de
espeécies reativas de oxigénio (EROS) (OZTURK et al, 2016; REN, 2007). A producdo de
EROS prejudica a fungdo contratil, modificando a atividade de proteinas envolvidas no
mecanismo de excitacdo-contracdo, bem como possibilita a ativacdo de fatores de transcri¢do
e vias intracelulares envolvidas na inducdo de apoptose. Esses eventos estdo envolvidos na
disfuncdo do midcito e no desenvolvimento da remodelacdo miocardica (REYES et al. 2017).
N&o foram encontrados estudos que investigaram os efeitos cronicos da administracdo de
baixas doses de L-NAME na cinética de Ca*2 miocardico.

O principal objetivo do estudo foi avaliar os efeitos do treinamento fisico e da
administracdo de baixa dose de L-NAME em parametros contrateis de cardiomiocitos
isolados. Os resultados indicam que essa associa¢do promoveu diminui¢do no percentual de
encurtamento de cardiomidcitos isolados, com reducdo nos tempos de encurtamento e
relaxamento a 50% em maior magnitude quando comparado ao grupo L, sugerindo um
possivel efeito da intensidade do exercicio aerobio, que nesse estudo foi de até 80% da
velocidade méxima média. Esse achado indica que o exercicio aer6bio em intensidades
elevadas para animais hipertensos ou com sintese de NO comprometida pode gerar efeitos
negativos sobre a funcdo miocérdica. Cabe salientar que ndo foram encontrados trabalhos que
avaliaram a contratilidade cardiaca com a associacdo cronica de exercicio aerébico e baixas
doses de L-NAME.

Outro aspecto importante é que foram encontrados niveis elevados de pressdo
diastdlica final do grupo ExL, a qual pode promover mudangas no inotropismo cardiaco.
Carneiro-Junior et al. (2013b) evidenciam alteragdes no funcionamento cardiaco de animais
hipertensos como diminui¢do na velocidade méxima de encurtamento e relaxamento em
comparacdo a normotensos. No mesmo estudo, os pesquisadores encontraram melhora no
percentual de encurtamento, bem como aumento da velocidade méxima de encurtamento e
relaxamento em animais hipertensos que realizaram treinamento aerébio a 50 a 60% da VMM
durante 8 semanas comparado a animais hipertensos sedentarios. Esse achado evidencia a
eficacia do treinamento aerdbio na diminuicdo da PAS e estimulacdo simpatica dos vasos e do
coracdo, contribuindo para manter os niveis de pressdo arterial e batimentos cardiacos
adequados.

A associacdo do exercicio fisico aerébio com baixa dose de L-NAME promoveu

aumento na amplitude de Ca* e no tempo para 50% do pico, bem como diminui¢do do tempo
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para 50% do decaimento. Carneiro-Junior et al. (2013b) encontrou aumento na amplitude de
Ca*2 e diminuicdo no tempo a 50% do decaimento em ratos SHR que realizaram exercicio
aerobio durante 8 semanas. Drummond et al. (2016) encontraram resultados similares em
relagdo ao aumento da amplitude de Ca*? apds a administracdo aguda de alta dose (100 pmol)
de L-NAME em cardiomidcitos de animais de desempenho padrdo para o exercicio aerobio.
Além disso, Carneiro-Junior et al. (2013b) também identificaram diminui¢do no tempo a 50%
no decaimento de Ca*?. O aumento na amplitude de Ca*? e na diminuicio do tempo a 50% do
pico podem causar efeito inotropico positivo, promovendo melhora na contratilidade
miocardica e volume de ejecdo. Essa resposta pode estar relacionada a maior pico de Ca*?
com maior velocidade de abertura dos canais de liberacdo, bem como maior sensibilidade

miofilamentar.
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7. CONCLUSAO

A associacdo do exercicio fisico aerébio com baixa dose de L-NAME ndo promove
beneficios ao sistema cardiovascular, uma vez que acarreta remodelamento cardiaco
decorrente de aumento da fracdo de colageno e elevacdo da PDfVE, bem como disfungédo
contrétil evidenciada por reducdo do percentual de encurtamento. Os achados também
indicam que essa associacdo também promove aumento na sensibilidade ao Ca*2. E

importante ressaltar que essas analises foram realizadas em animais saudaveis.
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