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RESUMO

VILICEV, C. M. Estudo da composicao corporal de ratas espontaneamente
hipertensas (SHR) submetidas a ovariectomia associado ao treinamento fisico
e a suplementacao de L-Arginina. [Study of body composition in spontaneously
hypertensive rats (SHR) subjected to ovariectomy associated with physical training
and supplementation of L-Arginine]. 2013. 86 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo, 2013.

Investigamos os efeitos dos exercicios fisicos (EF) aerébios e/ou suplementacao de
L-Arginina (L-ARG) sobre as possiveis alteracdes da composicdo corporal (CC) de
ratas hipertensas (SHR) ovariectomizadas. As ratas (com aproximadamente 13
semanas de idade) foram submetidas a remoc&o cirargica dos ovarios para
podermos estudar o efeito da deplecdo de hormdnios ovarianos, que ocorre na
menopausa. Apos 30 dias de ovariectomia, as ratas realizaram um protocolo de EF
em esteira ergométrica de moderada intensidade ou mantidos sedentarios por oito
semanas e suplementadas com L-ARG. Enquanto o ganho de massa corporal (MC)
relativa ndo foi afetada pelos EF ou L-ARG, o consumo alimentar (CA) aumentou
significativamente nos grupos EXER (hipertenso treinado) e EXER-ARG (hipertenso
treinado associado com suplementacdo de L-ARG), quando comparado ao grupo
CONT (hipertenso sedentario - controle) Como esperado, os EF e a L-ARG, foram
eficientes em elevar a capacidade fisica dos grupos EXER e EXER-ARG, com
aumento extremamente significativo (p<0.001) da distancia maxima alcancada na 82
semana de EF, porém ndo causou alteracbes na massa Umida dos musculos
estriados esqueléticos (MEE). Em associagdo, verificamos um aumento da massa
Uumida do coracdo nos grupos EXER e EXER-ARG, porém no grupo EXER-ARG
observou-se uma discreta queda na PA (pressdo arterial) final, ainda que né&o
significante. Paralelamente, os dados mostraram que a L-ARG e/ou os EF néo foram

efetivos para a diminuicdo da reabsorcéo do 0sso ou a formacéo 0ssea crescente.

Palavras-chave: Composicado corporal. Exercicios fisicos. Suplementacdo de L-

Arginina. Hipertenséo arterial. Osteoporose.



ABSTRACT

VILICEV, C. M. Study of body composition in spontaneously hypertensive rats
(SHR) subjected to ovariectomy associated with physical training and
supplementation of L-Arginine. [Estudo da composicdo corporal de ratas
espontaneamente hipertensas (SHR) submetidas a ovariectomia associado ao
treinamento fisico e a suplementacdo de L-Arginina]. 2013. 86 f. Tese (Doutorado
em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2013.

We investigated the effects of physical exercise (PE) aerobic and/or supplementation
of L-arginine (L-ARG) on the possible changes in body composition (CC) of
hypertensive rats (SHR) ovariectomized. The rats (approximately 13 weeks old)
underwent surgical removal of the ovaries in order to study the effect of depletion of
ovarian hormones at menopause occurring. After 30 days of ovariectomy, the rats
underwent a protocol of PE treadmill of moderate intensity or kept sedentary for eight
weeks and supplemented with L-ARG. While the gain in body mass (BM) was not
affected by the relative PE or L-ARG, food consumption (CA) increased significantly
in groups EXER (hypertensive trained) and EXER-ARG (hypertensive trained
associated with supplementation of L-ARG) when compared to the CONT group
(untrained - control) As expected, PE and L-ARG, were effective in increasing the
physical capacity of groups EXER and EXER-ARG, with highly significant increase (p
<0.001) the maximum distance reached the 8th week of PE, but caused no change in
wet mass of striated skeletal muscle (ESM). In combination, we see an increase in
wet weight of the heart in groups EXER and EXER-ARG, but in the group EXER-
ARG showed a slight drop in BP (blood pressure) end, though not significant.
Simultaneously, the data show that L-Arg and/or PE were not effective to decrease

bone resorption or increasing bone formation.

Keywords: Body composition. Physical exercises. Supplementation of L-Arginine.

Hypertension. Osteoporosis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doencas cronicas ndo transmissiveis

Mais de 60% das mortes mundiais tém como causa as doencas crénicas nao
transmissiveis (DCNT), conforme avaliacbes da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS, 2005). No Brasil, as DCNT constituem-se a principal causa de morte em
adultos, com énfase para as doencas cardiovasculares (DCV), diabetes, neoplasias
e doencas respiratérias crbnicas, responsaveis pela maior parte dos custos com
assisténcia ambulatorial e hospitalar (BRASIL, 2008). O avanco da complicacéo
dessas doencas € decorréncia direta de urbanizagéo apressada, avango progressivo
da perspectiva de vida, modificagcbes no estilo alimentar, altas incidéncias do

tabagismo e do sedentarismo, entre outros fatores (MALTA et al., 2006).

Nas ultimas duas décadas, evidéncias confirmaram que um estilo de vida
saudavel combinado a pratica regular de exercicios fisicos (EF) colabora para a
prevencao e o controle de DCNT, como por exemplo, as DCV, a hipertenséo arterial
(HA), a obesidade, o diabetes, a ansiedade, a depressao e a osteoporose. Os EF
acarretam formidaveis benfeitorias a salude, mas grande parte da populacdo é
fisicamente inativa. Mais de 2 milhdes de mortes sdo cominadas a inatividade fisica
a cada ano no mundo inteiro (ROCHA, 2010).

AvaliacGes da OMS para o0 ano de 2001 balizavam que 58,5% das mortes por
todas as causas foram consequéncias de DCNT em todo o mundo. Esses céalculos
sugeriram esse grupo de doencas como responsavel por valores da ordem de 45,9%
para o indicador “Disability-Adjusted Life Years” (DALY) na populagdo mundial.
Alteracbes nos modelos de morbidade e mortalidade sdo propésitos de estudos
epidemiologicos sobre a relacdo entre as DCNT e os fatores associados, entre 0s
quais se sobressai os EF (SUZUKI; MORAES; FREITAS, 2011).
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1.2 Hipertenséo arterial e a menopausa

E percebido, a nivel mundial, o envelhecimento da populacdo (DUARTE,
2005) em razdo da reducdo da mortalidade geral, a diminuicdo das taxas de
fertilidade e elevacdo das taxas de sobrevida (RODRIGUES; RAUTH, 2002). O
aumento da perspectiva de vida no sexo feminino € mais expressivo em relacdo ao
masculino, em virtude de fatores biolégicos e da menor exposicdo aos fatores de
risco (FR) de mortalidade (VERAS, 1996) o que resulta em um maior contingente de
mulheres entre os idosos (RECKELHOFF; FORTEPIANI, 2004).

A incidéncia da HA na populacdo mundial é alta (DOREA; LOTUFO, 2004)
sendo importante recordar que a prevaléncia da HA se eleva com a idade, podendo
atingir 80% da populacdo acima de 80 anos (FUCHS et al., 2001). Verifica-se que as
mulheres, até a menopausa, tém menor prevaléncia de HA e das comorbidades, em
relacdo aos homens. Contudo, ap6s a menopausa, as mulheres passam a
apresentar prevaléncia de HA semelhantes a dos homens (COYLEWRIGHT,;
RECKELHOFF; OUYANG, 2008). E, por conseguinte, a incidéncia de DCV em
mulheres ap0s a menopausa, torna-se similar a do homem (LUBIANCA; VALLE;
FUCHS, 2008).

A HA é um dos principais FR de morbidade e mortalidade nas DCV (MYERS
et al., 2002). Os custos médicos e socioeconémicos da HA séo altos, especialmente
de suas complicacbes, como a doenca cerebrovascular, a doenca arterial coronaria
(DAC), a insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC), a insuficiéncia renal cronica (IRC),
a doenca vascular de extremidades e a doenca de retina (SBC, 2006). A HA possui
etiologia multifatorial, envolvendo FR genéticos, FR ambientais e FR psicolégicos
(ZAGO; ZANESCO, 2002). Os principais fatores ambientais modificaveis da HA séo
0s habitos alimentares inadequados — em especial, a ingestdo excessiva de sal e o
baixo consumo de vegetais, o consumo exagerado de alcool — a obesidade e o
sedentarismo (WILDMAN et al., 2005).

O risco de individuos sedentarios apresentarem HA é 30% maior do que
aquele encontrado pelos individuos ativos (FAGARD, 2005). Na populagdo urbana,

no Brasil, avalia-se que a prevaléncia do sedentarismo seja de até 56% nas
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mulheres e 37% nos homens (FUCHS; MOREIRA; RIBEIRO, 1993). E visto que a
presséo arterial (PA) aumenta linearmente com a idade (FRANKLIN et al., 2005) e,
nesse caso, também ha a associacdo de FR, pois o0 idoso comumente traz a
obesidade agregada a um estilo de vida mais sedentario com o transcorrer dos anos
(SPRITZER, 1996). Outros estudos indicam que individuos com nivel de PA
satisfatorio, que apresentam obesidade com o decorrer dos anos, tém maior
incidéncia de HA (DE SIMONE et al., 2006). Ja Neter et al. (2003) fazem a

associacdo com a perda de massa corporal (MC) causando a reducao da PA.

Ha propensdo de desenvolvimento dos niveis de obesidade em todos os
territérios do pais, sobretudo entre as mulheres e nas classes socioeconémicas mais
baixas (LESSA et al., 2004). Existe uma abundéancia de fatores que colaboram para
a HA, na menopausa, além da evidente caréncia de estrogenos, como, por exemplo,
0 aumento do estresse oxidativo, a disfuncéo endotelial, a elevacdo da atividade do
sistema renina-angiotensina, a elevacao nos niveis plasmaticos de testosterona e o
aumento do ganho de MC (PHILLIPS; JING; HEYMSFIELD, 2008).

E sabido que o endotélio vascular tem receptores para os estrogenos, e 0
estrogeno eleva a liberacéo pelo endotélio de fatores relaxantes, como o NO (6xido
nitrico) bem como aumenta a sua biodisponibilidade para as células musculares
lisas (TOSTES et al., 2003). Experimentos utilizando ratas fémeas geneticamente
hipertensas apontaram que a ovariectomia acentua a HA e que a reposicao de
estrogenos causa o retorno a valores de PA analogos aos valores dos animais-
controle ndo ovariectomizados (DANTAS et al., 1999). Entretanto, a reposicéo
hormonal em mulheres posteriormente a menopausa indicou ser de baixa eficiéncia
tanto na reducédo dos valores de PA quanto na prevencdo de DCV, corroborando
gque 0s mecanismos contidos nas mulheres sao diferentes dos modelos
experimentais (ESHRE, 2006).

O tratamento ideal da HA n&o deve se resumir a terapia farmacologica, a fim
de diminuir a PA. A terapia alternativa ndo farmacoldgica compreende uma alteragédo
de estilo de vida, como o aumento de EF e, com a diminuicdo dos valores de PA
(GONCALVES et al., 2007).

A pratica regular de EF é preconizada para todos os hipertensos, até mesmo

para aqueles sob tratamento medicamentoso. Na populacéo em geral, os exercicios
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aerobios regulares reduzem a PA, sendo o efeito hipotensor tanto maior quanto mais
elevada for a PA inicial (CORNELISSEN; FAGARD, 2005). Outros aspectos positivos
sao o auxilio no controle do sobrepeso, da resisténcia a insulina e da dislipidemia,
reduzindo assim o risco de DCV em geral (PESCATELLO et al., 2004).

1.3 Osteoporose e a menopausa

A pratica de EF € uma das preponderantes estratégias para a prevencao de
DCNT, como por exemplo, a osteoporose, a diabetes, a HA e a obesidade
(SALVADOR et al., 2009). No entanto, niveis abaixo dos apreciados, retrocedem-se
mais graves, quando agregados a condutas de alto risco como o tabagismo, as
dietas hipercaloricas e, principalmente, o sedentarismo (ARAUJO; OLIVEIRA, 2008).

Nota-se que algumas modificagbes em nivel antropométrico relacionadas ao
envelhecimento colaboram de maneira agucada no aumento da obesidade e no
padrdo de distribuicdo da gordura corporal. Tais modificacbes estabelecem-se no
acréscimo da MC e da MG (massa gorda), diminuicdo da massa magra (MM) e da
massa Ossea (CMO), reducdo da massa corporal livre de gordura (MGL) e da
estatura (FERREIRA, 2003).

O sistema esquelético recebe grande influéncia das modificacdes hormonais
atribuidas pela menopausa, resultando em um processo de reabsorcdo 6ssea maior
gue o processo de formacao, e consequentemente, acarreta a reducao fisiolégica da
CMO. Quando esse processo torna-se mais agudo, pode derivar surgimento de
osteoporose (NAVEGA; OISHI, 2007), marcada por manifestar redugcédo da CMO e a
deteriorizacdo na microarquitetura do tecido 6sseo (BERBEL; DE CARVALHO, DE
SOUZA, 2009). A partir de quarenta anos de idade, tanto na mulher quanto no
homem, o processo de reabsorcdo 6ssea comeca a prevalecer sobre o processo de
formacdo 6ssea, 0 que leva a perda de massa ¢0ssea. Mulheres no periodo da
menopausa tém desbalanco no metabolismo 6sseo (PARDINI, 2007). E merecedor
de nota que a queda na produgdo de estrogénio € um dos principais fatores

determinantes desse desbalanco (SILVA et al.,, 2007). Além disso, as taxas de
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fratura de fémur proximal sdo um consideravel indicador da prevaléncia da

osteoporose em mulheres (SEGURA et al., 2007).

A prética regular de EF favorece o aumento da forca muscular e do fluxo
sanguineo, melhora a flexibilidade, auxilia na reducdo do percentual de MG, no
aprimoramento dos aspectos neurais, na reducdo dos fatores de quedas e na
diminuicao do risco de osteoporose. Em virtude das benfeitorias determinadas pelo
EF, a OMS e o Ministério da Saude do Brasil preconizam que a populagéo efetue EF
de intensidade moderada por aproximadamente 150 minutos/semana para a
prevencdo de algumas DCNT e a conservacdo da capacidade funcional (PAULO;
SANDRI, 2012).

1.4 Composicao corporal

A MC, ou composicdo corporal (CC) pode ser dividida em trés
compartimentos: o CMO, a MG e a MM. A MG é determinada pelo tecido adiposo e a
MM pelo contetdo corporal de proteinas, agua, glicogénio e minerais ndo 0Sseos.
De acordo com esse modelo de trés compartimentos, a MC é igual a soma de CMO,
MG e MM. Assim, pode-se considerar a massa corporal livre de gordura (MGL =

massa corporal livre de gordura) como igual a soma de CMO e MM (VILICEV, 2005).

Mudancas na CC acontecem com frequéncia entre as mulheres apos a
menopausa, sendo a idade avancada e a obesidade, muitas vezes, caracteristicas
relacionadas entre si (KELEMEN et al., 2010). Essas alteragdes na CC apresentam
consequéncias marcantes para a saude do idoso (RIVLIN, 2007). O efeito mais
relevante incide na reducdo de CMO, que acarreta prejuizos na postura corporal e
no maior risco de fraturas (HEANEY, 2001). Dessa maneira, a mobilidade é
prejudicada, causando limitacdo de movimentos nas atividades de vida diaria (AVDS)
e possibilidade de aumento no gasto energético (RIVLIN, 2007).

Morfologicamente, os musculos estriados esqueléticos (MEE) sdo compostos
pelas fibras musculares (FM) envolvidas, uma a uma, por tecido conjuntivo fibroso, o

endomisio. Em sequéncia, elas sdo reunidas em feixes de até 150 fibras
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constituindo um fasciculo, o qual est4 envolvido pelo perimisio. Diversos fasciculos
unidos sdo circundados pelo epimisio, compondo todo o MEE. Histologicamente, as
fibras musculares sdo formadas pela membrana celular ou sarcolema. Abaixo do
sarcolema ha a membrana basal. Entre as duas membranas encontram-se as
células-satélites. Estimulos como os EF intensificam as células-satélites, que se
diferenciam e participam na formacdo de novas FM maduras (HAWKE; GARRY,
2001). No interior das FM existe o sarcoplasma, onde se localizam as organelas
sarcoplasmaticas, como por exemplo, o reticulo sarcoplasmatico e os sarcossomas
(BUCCI et al., 2005).

Em adicédo, as FM podem adaptar-se modificando a composicao dos tipos de
FM, bem como seu diametro (DEGASPARI, 2003). Brooke e Kaiser (1970)
descreveram trés tipos principais de FM, denominadas de FM dos tipos I, IIA e IIB.
Petter et al. (1972) instituiram a classificacdo das FM fundamentando-se em seu
aspecto fisiolégico e na atividade metabdlica em: fibras de contracéo lenta do tipo I,
com metabolismo oxidativo; fibras de contracao rapida, do tipo IIA, com metabolismo
oxidativo e glicolitico; e fibras de contracdo rapida, do tipo IIB, com metabolismo

glicolitico.

A composicdo do tipo de FM pode sofrer influéncia por varios fatores, como
por exemplo, a predisposicdo genética, o sexo e a idade (ENGLISH et al., 1999).
Numerosos estudos evidenciam que os MEE de humanos sofrem modificacdes
pertinentes com a idade e o tipo de FM (ANDERSEN, 2003). Com o envelhecimento,
advém a elevacédo das FM do tipo | e ao mesmo tempo a reducao das FM do tipo Il
nos MEE dos membros inferiores e do tronco (MONEMI et al., 1999).

A reducdo de MM (sarcopenia) e a diminuicdo de CMO tém importantes
implicacbes para a saude (POEHLMAN et al., 1995). A sarcopenia esta agregada a
osteoporose, acarretando complicacbées com o avanco da idade (DESCHENES;
MARESH; KRAEMER, 1994). Os mecanismos responsaveis pela sarcopenia, no
idoso, ndo estdo totalmente elucidados; entretanto, existe a diminuicdo das &reas
das FM bem como no numero de FM (COELHO; BURINI, 2009).

E sabido que o tecido muscular tem uma taxa metabdlica muito maior do que
o tecido adiposo (POEHLMAN et al., 1995). Como consequéncia, se ha diminuicao

progressiva do tecido muscular e elevacdo no tecido adiposo, as necessidades
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caléricas para manutencdo de MC irdo reduzir progressivamente com o0
envelhecimento. Os efeitos indesejaveis do excesso de MC vao ocorrer caso o
individuo mais velho conserve o0 mesmo nivel de ingestdo de calorias consumidas,
semelhante ao nivel em uma idade mais jovem, e ainda, ndo mantiver ou aumentar
o nivel de gasto energético (RIVLIN, 2007). Assim, a reducdo da taxa metabdlica
com o envelhecimento estd amplamente atribuivel a essas mudancas na CC
(ROUBENOFF, 1999), ou seja, MM e CMO diminuida, com um aumento absoluto e
relativo da MG (WEISSEL, 2006).

A pratica regular de EF acarreta uma série de adaptacdes fisiologicas no
organismo, de maneira gradual, que variam conforme as caracteristicas da atividade
fisica proposta (MAGALHAES et al., 2008). Assim, os EF de longa duracdo e
moderada intensidade geram, entre outras adaptacfes positivas, 0 aumento das
reservas energéticas. Os sistemas energéticos ATP-CP (creatina fosfato), oxidativo
e glicolitico agem concomitantemente, havendo predominio de um ou outro

dependendo da natureza, duragéo e intensidade dos EF (BUCCI et al., 2005).

Como a menopausa advem frequentemente em idade em que ja € possivel
identificar efeitos deletérios do sedentarismo, as indicacdes da préatica de EF devem
ter a recomendacdo de estimular o desenvolvimento da CC e da aptidao fisica
(SANTAREM, 2011). Portanto, os EF, em particular, incidem no resultado de
melhorias nos parametros funcionais ou fisicos, como por exemplo, na CC
(ELAVSKY; MCAULEY, 2009).

1.5 Ratos espontaneamente hipertensos

Segundo Okamoto e Aoki (1963), muitos pesquisadores, entre 1939 e 1961,
utilizavam animais com HA induzido por varios métodos; no entanto, trabalhos
experimentais em animais espontaneamente hipertensos eram insolitos. O beneficio
da utilizacdo desse ultimo tipo de HA é o fato de ser considerada semelhante a
hipertensdo essencial do homem. A hipertensao essencial simboliza a maioria dos
casos de HA, até 95% dos casos, e caracteriza-se por ndo ter etiologia clara
(WILMORE; COSTILL, 2001).
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Okamoto e Aoki (1963) descreveram o desenvolvimento de uma linhagem de
ratos espontaneamente hipertensos. Cruzou um rato macho (P1) de uma linhagem
Wistar com hipertensédo espontanea (150 a 175 mmHg) com uma fémea Wistar (P2)
cuja PA era pouco acima da média (130 a 140 mmHg), conseguindo assim 36 ratos
(F1). De F1 foram escolhidos casais com pressao acima de 150 mmHg, que foram
cruzados novamente, a fim de obter F2. Casais de ratos hipertensos de F2 foram
novamente cruzados para produzir F3. O procedimento foi reproduzido até a sexta
geracdo, até obter 100% de hipertensdo espontédnea nos ratos. O critério de
hipertensdo, em ratos, foi de valores da pressdo sistdlica acima de 150 mmHg,
conforme ja considerado por outros autores importantes, como Alexander; Tibbs;
Drury (1957) Phelan e Smirk (1960) e Grollman e Grollman (1962). Os autores
chamaram essa linhagem de rato por meio da denominacdo SHR (ratos

espontaneamente hipertensos).

Todos os SHR tém HA a partir de 15 semanas de idade, e a PA vai aumentar
com a idade. A PA do macho é em média de 10.6 mmHg, superior a PA da fémea, e
a HA desenvolve-se em idades menores nos machos (OKAMOTO; AOKI, 1963).

1.6 Oxido nitrico (NO)

As células endoteliais sdo capazes de sintetizar varias substancias
vasoativas, que podem ser fatores relaxantes ou fatores contrateis. Os fatores
relaxantes sdo a prostaciclina (PGl,), o fator hiperpolarizante derivado do endotélio
(EDHF) e o NO (VANHOUTTE, 2003). Os fatores contrateis derivados do endotélio
sdo a endotelina e o tromboxano (YANAGISAWA et al., 1988). Varias doencas,
como as dislipidemias, a aterosclerose e a HA, tém disfungcdo endotelial,
caracterizando-se por menor producédo e/ou biodisponibilidade de NO (KINGWELL,
2000).

O NO é um potente vasodilatador, e assim tem desempenho muito importante
no controle da PA. Além disso, apresenta inumeras fun¢gdes, como a inibicdo da
agregacdo plaquetéria, evitando a formagdo de trombos e, logo, prevenindo os

processos de tromboses e doencas aterotrombéticas (VANHOUTTE, 2003). A
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sintese do NO resulta da oxidacdo de um dos dois nitrogénios guanidino de L-
Arginina (L-ARG) que é convertida em L-Citrulina. Essa reacdo é catalisada pela
enzima NO-sintase (eNOS). E preciso que aconteca a ativacdo da eNOS para que
ocorra a reacdo (LEHNINGER, 2002). A sintese de NO pelas células endoteliais
advém de estimulos que podem ser quimicos ou fisicos. Os estimulos quimicos séo
gerados da influéncia mutua de agonistas enddgeno-exdégenos, com receptores
especificos presentes nas células endoteliais, como, por exemplo, a acetilcolina, o
ATP (trifosfato de adenosina) e a bradicinina. Essa influéncia mutua origina a
formacao de inositol trifosfato (IP3) que por sua vez leva a liberacéo de fons Ca** do
reticulo sarcoplasmético, com elevacdo dos niveis de Ca*" intracelular, que
compdem o complexo calcio-calmodulina, ativando a eNOS (MONCADA, 1997). O
estimulo fisico € produzido pela forca que o sangue desempenha sobre a parede
das artérias, denominada forca de cisalhamento, ou shear stress. As células
endoteliais tém mecanorreceptores que desencadeiam uma série de reacdes
quimicas, que abrangem a participacdo dos fons Ca®", até a vasodilatacdo
propriamente dita, porém o mecanismo ndo é totalmente esclarecido (BOO; JO,
2003). A producdo de NO pelas células endoteliais induzida pelo shear stress
acontece independente da presenca de Ca?* (ZANESO; ZAROS, 2009). Os autores
divergem sobre a participacédo do Ca?".

Em resumo, o NO endotelial é o alvo para a prevencdo de DCV, pelo papel
decisivo que cumpre na protecdo do vaso sanguineo. Esta acdo esta agregada a
varios mecanismos, tais como a manutencao do tdnus vascular (em virtude de uma
constante liberacdo de quantidades insignificantes de NO gracas ao shear-stress); a
regulacdo da pressdo sanguinea; a prevencao da agregacao plaquetéria; a inibicao
da adesdo de monocitos e neutréfilos ao endotélio vascular; a atividade
antiproliferativa da camada muscular do vaso; e o efeito antioxidativo (DUSSE;
VIERA; CARVALHO, 2003).

1.7 L-arginina

A biossintese do NO é uma das fun¢des mais importantes do metabolismo de
L-ARG (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991). A administracao oral de arginina tem
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sido relacionada com o aprimoramento do desempenho fisico por possivel reducdo
da fadiga muscular — acompanhada a vasodilatacdo promovida pelo NO, resultando
no aumento da perfusdo muscular — e pela diminuicdo do consumo de glicose pelos
MEE (MCCONELL et al., 2006). Como a administracdo prolongada de arginina
aumenta a producédo de NO, sua suplementacdo tem sido relacionada a melhora da
funcdo contricti do MEE (SCHRAGE; JOYNER; DINENNO, 2004). A
suplementacdo de L-ARG também pode estar relacionada a um segundo efeito

causador do aumento de forca de MM e a sintese proteica (FLAKOLL et al., 2004).

Hambrecht et al. (2000) executaram um atraente estudo a respeito da
correcdo da disfuncdo endotelial presente em pacientes com ICC, utilizando a
suplementacdo oral com L-ARG e o exercicio fisico regular. Concluiram que a
suplementacdo de L-ARG aumenta a disponibilidade do substrato endotelial,
enquanto os EF aumentam a expressdo e atividade da eNOS e, portanto, a
associacdo de ambas as intervencfes determina consequéncias aditivas em relacéao

a vasodilatagcdo endotélio-dependente.

1.8 Hipertenséao arterial, menopausa e o exercicio fisico

Como ja referido, os EF para os pacientes hipertensos sdo uma terapia nao
farmacoldgica, que, no entanto, podem reduzir ou mesmo eliminar a necessidade do
tratamento medicamentoso, evitando dessa maneira os efeitos contrarios das drogas

e reduzindo o custo do tratamento para o paciente e para as instituices de saude.

Os EF aerdbios apresentam efeito hipotensor maior em individuos
hipertensos do que nos individuos normotensos (WHELTON et al., 2002) e sao
capazes de diminuir a PA em 75% dos pacientes hipertensos (HAGBERG; PARK;
BROWN, 2000). Estudos demonstraram o efeito hipotensor dos EF em pacientes
hipertensos, ja apds a primeira sessao da atividade fisica aerobia (RONDON et al.,
2002) e a sustentacao dessa reducéo dos niveis pressoricos durante o programa de
treinamento fisico (WHELTON et al., 2002).



29

Estudos em SHR e em humanos (GRASSI et al.,, 1994) demonstraram que
variacdes na intensidade do exercicio tém diferentes efeitos na PA. Véras-Silva et al.
(1997) observaram que, apos 12 semanas de treinamento com SHR e exercicio de
intensidade leve (55% do consumo maximo de O;) a PA diminuiu significantemente;
porém com intensidade alta (85% do consumo maximo de O;) ndo houve a
diminuicdo da PA. Ja Lesniak e Dubbert (2001) sugeriram que, no homem, a
intensidade de exercicio menor que 70% do consumo maximo de O, € a mais eficaz
para a diminuicdo da PA e que a duracdo da sessdo de EF aerobios preconizados
varia entre 30 e 60 minutos. Em concordancia com Lesniak e Dubbert (2001), os
autores Pescatello et al. (2004) fizeram um programa de condicionamento fisico para
hipertensos, com exercicios de baixa a moderada intensidade (40 a 70% do
consumo maximo de O,) realizados trés vezes por semana (no minimo), durante

pelo menos 30 minutos por sessao.

Os mecanismos que provocam a queda pressorica pos-treinamento fisico
estdo relacionados a fatores hemodinamicos, humorais e neurais. Dentre os fatores
hemodinamicos, observa-se, tanto em SHR quanto em humanos, que os EF
promovem a reducdo da PA pela diminuicdo no débito cardiaco (DC) que esta
combinado ao decréscimo da frequéncia cardiaca (FC). A queda na resisténcia
vascular sistémica € outro mecanismo que esclarece a reducédo de PA. Existe muita
controvérsia em relacdo aos fatores humorais envolvidos, porém ha concordancia
sobre a reducdo nos niveis da renina plasmatica, bem como sobre o aumento na
producdo de NO, o que implica a diminuicdo da PA (NEGRAO et al., 2001). Os EF
incitam o shear stress, que € um influente estimulo para a liberacdo de fatores
vasorrelaxantes produzidos pelo endotélio vascular integro, como o NO e o EDHF,

acarretando assim a reducao dos valores de PA (KURU et al., 2002).

Além disso, € sabido que o EF beneficiam a remodelacdo éssea. A carga
mecanica desempenhada sobre 0s 0ssos, seja de EF ou simplesmente nas AVDs,
favorece o aumento da CMO e ela se conserva em um bom nivel, harmonizando a
estrutura, suportes para determinadas cargas funcionais. A falta de EF cumpre uma
influéncia negativa para o esqueleto humano. Todavia, apenas o EF ndo consegue
sustentar em bom estado a CMO. Os efeitos benéficos do EF podem ser danificados

por um mau estado nutricional e hormonal (SEGURA et al., 2007).
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2 OBJETIVOS

O presente estudo tem por objetivos:

1. Investigar as repercussdes histologicas e biomecénicas induzidos pelos
EF e a suplementacéo de L-ARG em ratas adultas ovariectomizadas.

2. Analisar as alteracdes no CA e na MC em ratas adultas ovariectomizadas
submetidas a suplementacéo de L-ARG e EF aerobios.

3. Estudar os efeitos dos EF em esteira ergométrica, com um protocolo de
EF aerdbios durante oito semanas e a suplementacéo de L-ARG.

4. Mostrar a importancia dos EF e a suplementacdo de L-ARG na
manutencdo da PA em mulheres p6s-menopausa e hipertensas.

5. Estudar as modificagbes dos MEE e na musculatura cardiaca induzidos

pelos EF aerébios e a suplementacéo de L-ARG.
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3 JUSTIFICATIVA

De acordo com Dusse; Vieira; Carvalho (2003), em beneficio de sua
importancia, o campo de pesquisas do NO esta aberto e o uso de ativadores e
inibidores da sintese de NO estabelece um desafio para a compreensdo e o
tratamento de diversas doencas, entre elas a HA. Hoje em dia, tendo em vista o
controle da HA, ha a evidéncia da modificacdo de estilo de vida dos hipertensos,
representada principalmente pelos EF regulares, com a finalidade de diminuir ou

mesmo substituir o tratamento farmacologico tradicional.

Além disso, é sabido que somente a MC néo fornece informacdes suficientes
para a correta determinacdo dos diversos tipos de tecidos corporais. Segundo
Guedes (2003), a analise da CC possui fundamental importancia para a prescricao

de EF e o aconselhamento nutricional.

Justifica-se, entdo, a suplementacdo de L-ARG e a associacdo da atividade
fisica, que por sua vez promovem uma diminuicdo da PA e a interferéncia na CC.
Vale ressaltar que o SHR é um modelo biolégico de grande valia para avaliar a
hipertensédo essencial humana. J4 os animais ovariectomizados sdo um modelo de
menopausa para as mulheres, sendo que nessa fase da vida elas apresentam

aumento significativo na PA.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Esta pesquisa foi submetida a apreciacdo e aprovacdo pela Comissédo de
Etica no uso de animais, sob o Protocolo nimero 2181/2011 da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, aprovado em
reunido de 04/05/2011, atendendo a legislacdo nacional atual sobre Procedimentos
para o Uso Cientifico de Animais (Lei Federal 11.794, de 9 de outubro de 2008).

Foram utilizadas ratas espontaneamente hipertensas (SHR, n = 24;
inicialmente com MC entre 180 e 200 g) com 13 a 17 semanas de idade. As ratas
SHR foram utilizadas por melhor representar um modelo adequado de HA priméria
qgue se desenvolve, paulatinamente, entre 4 e 12 semanas de vida pdés-natal
(SLEIGHT; FREIS, 1982).

Apos o desmame, 0s animais, provenientes do Biotério Central do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (ICB — USP), foram mantidos
em salas com ventilagcdo, temperatura (23 °C) e luminosidade (ciclos alternados de
claro/escuro de 12 horas) controladas e receberam agua e racdo comercial
(NUVILAB® CR1 — Nutrivital Nutrientes Ltda) ad libitum. Os animais foram alojados
em gaiolas coletivas, contendo trés animais em cada uma. Todos 0s experimentos
foram realizados em pelo menos 24 horas, mas ndo mais do que 48 horas, apos a
tltima sesséo de EF, a fim de evitar tanto o efeito agudo do exercicio como a perda

dos efeitos dos EF.

4.2 Ovariectomia

Para podermos estudar o efeito da deplecdo de hormdénios ovarianos, que
ocorre na menopausa, independentemente do fator idade, foi realizada a remocéo
cirirgica dos ovarios de fémeas SHR adultas jovens (com aproximadamente 13

semanas de idade).
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Os animais foram submetidos a anestesia por injecéo intraperitoneal (i.p.) de
cloridrato de cetamina na dosagem de 40 mg/Kg, associado ao relaxante muscular e
analgésico cloridrato de xylazina na dosagem de 10 mg/Kg (DAMY et al., 2010). Os
animais foram colocados em decubito dorsal para que se realizasse uma pequena
incisdo abdominal (1 cm) na linha mediana do corpo, efetuado na pele, e na
musculatura no terco inferior na regido abdominal. Os ovarios foram localizados pela
exposicao da gordura periovariana, exteriorizados, ligados e totalmente removidos
(KOO, 2002) conforme pode ser observado na figura 1.

ApoOs o procedimento, a incisédo foi totalmente fechada; o tecido muscular e,
posteriormente, a pele, foram suturados, utilizando fios de algoddo 2.0, conforme
pode ser observado na figura 2. Apés o procedimento cirlrgico, os animais foram
submetidos a profilaxia antibidtica e foi administrado i.p., em dose Unica, cefazolina
de 20 mg para cada 100 g de MC (DAMY et al., 2010).

Segundo Koo (2002), apds 30 dias de ovariectomia, as concentracdes séricas
dos horménios ovarianos reduzem significativamente e o animal esta totalmente

recuperado da intervencao cirdrgica.

Figura 1 - Procedimento de ovariectomia. Ovarios exteriorizados e ligados
' ' ” .

Fonte: (VILICEV, 2013)
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Figura 2 - Procedimento de ovariectomia. Ovarios totalmente removidos e fechamento da
incisdo

Fonte: (VILICEV, 2013)

4.3 Delineamento experimental

ApOs a cirurgia de ovariectomia, os animais foram divididos em quatro grupos

experimentais (n = 06/grupo) de acordo com o tratamento recebido:

a. Grupo I: Hipertenso Sedentéario Controle (CONT) numerado de 01 a 06.
Esses animais foram submetidos aos procedimentos relativos a rotina
diaria do biotério de experimentacdo durante o periodo experimental (oito
semanas). Além disso, durante esse periodo, foram diariamente
transportados a sala de treinamento, e suas gaiolas posicionadas ao lado
da esteira ergométrica no modo operante com objetivo de serem
submetidos ao mesmo estresse sonoro que o grupo treinado.

b. Grupo II: Hipertenso Treinado (EXER) numerado de 07 a 12. Esses
animais foram submetidos a EF aerdbios, uma hora por dia, cinco vezes
por semana, por oito semanas consecutivas em esteira ergométrica

(Imbramed TK-01).
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c. Grupo llI: Hipertenso Sedentario Associado com Suplementacdo de L-
ARG (SED-ARG) numerado de 13 a 18. Esses animais tiveram o0s
mesmos procedimentos realizados com os animais do grupo | (CONT).
Além disso, os animais receberam suplementacdo de L-ARG desde o
inicio do protocolo de EF.

d. Grupo IV: Hipertenso Treinado Associado com Suplementagéo de L-ARG
(EXER-ARG) numerado de 19 a 24. Esses animais foram submetidos a
EF aerdbios, uma hora por dia, cinco vezes por semana, por oito
semanas consecutivas em esteira ergométrica (Imbramed TK-01). Os
animais receberam suplementacdo de L-ARG desde o inicio do protocolo
de EF.

4.4 Medidas de consumo alimentar

Os animais foram colocados em gaiolas individuais para o controle de

consumo alimentar (CA) conforme observado na figura 3.

Figura 3 - SHR utilizadas durante o trabalho. Os animais foram mantidos em gaiolas de
acordo com as orientacdes estabelecidas pela legislagdo em vigor

Fonte: (VILICEV, 2013)
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Eles permaneceram nas gaiolas por 24 horas, onde a quantidade de racao
oferecida para cada animal foi entre 60 e 70 g, com agua ad libitum. A racao foi
pesada antes de ser oferecida aos animais (peso inicial) e apds 24 horas (peso
final). O CA de cada animal foi calculado por meio da diferenca entre o peso inicial e
o peso final (CA = peso inicial — peso final). Os animais foram submetidos as
seguintes medidas de CA: medida basal (CA 1), antes do inicio do treinamento e

medida final (CA II), na Ultima semana de treinamento.

4.5 Determinacao da massa corporal

O controle da MC foi realizado semanalmente, desde o inicio do protocolo de
EF em todos os grupos e para tanto foi utilizada uma balan¢a de prato (0 a 5 Kg,

Filizola) devidamente calibrada.

4.6 Medida da presséo de cauda

Os animais foram submetidos a condicionamento durante cinco dias, quando
foram colocados em cilindro de acrilico para contencdo, com aberturas ajustadas a
cauda e focinho, para evitar possiveis interferéncias na medida da PA caudal,

causadas pelo estresse decorrente da técnica, conforme observado na figura 4.

A PA caudal foi medida sempre pelo método indireto (pletismografia de
cauda) em animais acordados, utilizando-se esfigmomanémetro eletrénico
programavel (PE — 300, Narco Bio-Systems) colocado na porcdo proximal da cauda
do animal e transdutor pneumatico conectado a sistema de aquisicdo de dados
(Codas Data Acquisition System). O animal foi observado para assegurar que 0s
artefatos de movimento ndo fossem incluidos e que a média aritmética de trés

medidas consecutivas estaveis fosse considerada como a PA caudal do animal.

As medidas de PA caudal foram feitas nos animais antes de iniciar o protocolo

de EF para acompanhar o comportamento da PA nos seguintes casos: com 0O



37

sedentarismo; com os EF; com o sedentarismo e a suplementagédo de L-ARG; com
os EF e a suplementagéo de L-ARG. Durante o protocolo de treinamento as medidas
de PA foram realizadas pelo menos 24 horas apds as sessbes de EF para evitar
hipotensao pos-exercicio (KULICS; COLLINS; DICARLO, 1999).

Figura 4 - PA caudal medida pelo método indireto (pletismografia de cauda)

Fonte: (VILICEV, 2013)

4.7 Descricdo dos exercicios fisicos

Os roedores sao os principais modelos animais de estudo relacionados com
os EF. Esses modelos geralmente visam a estimular respostas a um treinamento
com predominancia do metabolismo aerébio, pois esse tipo de exercicio esta
associado a beneficios a saude em geral (AGUIAR JUNIOR; PINHO, 2007). A
corrida obriga o animal a correr em uma velocidade constante, de acordo com as
configuracbes dos EF do experimento em relacdo ao tempo, a duracdo e a
velocidade (ARIDA et al., 2004).
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ApGs a cirurgia de ovariectomia, 0s grupos treinados foram submetidos a um
protocolo de EF em esteira ergométrica adaptada para roedores (Master-Inbramed).
A esteira ergométrica é constituida de oito raias de acrilico transparente, pintadas
em preto, criando um ambiente para o qual os animais sdo aliciados durante as
sessOes de EF, conforme observado na figura 5. Essa adaptacéo facilita os EF com
0s animais, sem a necessidade do uso de choques elétricos (KOO, 2002). Vale
ressaltar que todo o protocolo experimental foi realizado no periodo ativo dos

animais, ou seja, o periodo noturno, pela inversao do ciclo claro/escuro.

Figura 5 - Animais exercitados na esteira ergométrica de acordo com o protocolo
descrito nesta secdo

Fonte: (VILICEV, 2013)
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Anteriormente ao inicio dos EF, foi realizado um teste de esfor¢o. Esse teste
serviu de base para prescricdo dos EF para os grupos treinados e para divisdo dos
grupos. O teste consistiu em corrida dos animais em esteira ergométrica a 0.3 Km/h
por 3 minutos, sendo essa carga incrementada em 0.3 km/h a cada 3 minutos até

gue o animal alcancasse a exaustdo (BROOKS; WHITE, 1978).

O tempo de teste e a velocidade da ultima carga foram anotados e serviram
de base para prescricdo dos EF para os grupos treinados, bem como para
evidenciar melhora na capacidade de exercicio apos o periodo de EF, conforme
observado na tabela 1. Esse protocolo de teste de esforco apresenta correlacao
significativa com a medida do consumo direto de oxigénio em ratos machos,
conforme evidenciado por Rodrigues et al. (2006), o que nos confere validade e
fidedignidade para prescricdo e controle dos EF. Antes da realizagcdo do teste de
esforco inicial, os animais foram familiarizados em esteira ergométrica (10 minutos a

0.3 Km/h) durante cinco dias.

Tabela 1 - Resumo do protocolo de treinamento

SEMANA DURAGCAO (min) VELOCIDADE (Km/h)

TESTE DE ESFORCO INICIAL

12 15-25 03-10
28 25—-45 03-1.2
Ch 45 - 60 03-13
42 60 03-13

TESTE DE ESFORCO INTERMEDIARIO

58 60 03-13
6% 60 03-13
78 60 03-13
8% 60 03-13

TESTE DE ESFORCO FINAL

Fonte: (VILICEV, 2013)
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4.8 Exercicios fisicos e a suplementacéo de L-Arginina

A suplementagé&o oral de L-ARG associada a um protocolo de EF apresentam
efeitos positivos adicionais se comparados com a de L-ARG ou EF isolados. Em
estudos realizados com humanos e animais, esses efeitos positivos adicionais se
mostraram em relagdo: ao aumento do efeito vasodilatador endotelial (HAMBRECHT
et al., 2000); ao aumento da angiogénese do coragao pela expressao do fator de
crescimento vascular endotelial (VEFG) (SUZUKI, 2005); a melhora do quadro
hipertensivo e a CC (LUCOTTI et al., 2006); a maior capacidade de realizacdo de
atividade aerébia e a producédo de NO (MAXWELL et al., 2001); ao aumento de forca
e de MM (FLAKOLL et al., 2004).

Uma vez que um animal ingere entre 8 — 11 ml de agua por 100 g de MC por
dia (PASS; FREETH, 1993), o consumo de L-ARG estimado, considerando o peso
médio de 200 g de MC e solucdo a 2% (1 ml = 20 mg de L-ARG), foi de
aproximadamente 16 — 22 ml de agua contendo de 320 — 440 mg (1600 — 2200
mg/Kg/dia) de L-ARG (DE MOURA et al., 2006).

4.9 Sacrificio dos animais e coleta de amostras

Ao final do periodo experimental (24 horas ap0s a Ultima sessédo de EF) os
animais foram submetidos a eutanasia por i.p. de anestésico cloridrato de cetamina,
na dosagem de 75 mg/Kg (DAMY et al., 2010).

As tibias direitas foram coletadas, dissecadas e armazenadas em solucao
salina 0,9% e, em seguida, congelados. Realizou-se a coleta do coragdo, do
musculo séleo, do musculo gastrocnémio (tibial e fibular) e do musculo extensor
longo dos dedos (EDL) do lado esquerdo de cada animal. O coragdo e os musculos
removidos foram pesados (peso Uumido). Todas as pesagens foram realizadas em
balanca analitica de precisdo (Denver Instrument M-220D). Os fémures esquerdos

foram coletados, dissecados, armazenados em alcool 70%.
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4.10 Preparacéo dos tecidos, métodos de coloragéo e microscopia de luz

De cada grupo foram utilizados seis animais para procedimentos de
microscopia Optica convencional. Apés a disseccdo e pesagem dos MEE, os ventres
musculares do musculo so6leo foram congelados em isopentano e nitrogénio liquido
a -196 °C. Essa metodologia incidiu primeiramente no posicionamento das estruturas
musculares em superficie de cortica e em seguida, a inclusdo dos ventres
musculares em cola bioldgica (KILLIK — EasyPath) com envolvimento em talco
neutro (Tragacanth - Sigma®) para se evitar possiveis artefatos de congelamento.
As estruturas musculares assim arranjadas foram armazenadas em freezer a -80 °C
(Thermo Forma: ULT Freezer) até o momento do processamento desse material.
Posteriormente, as estruturas musculares foram fixadas em criostato (LEICA CM
1850) com a camara mantida a -25 °C por 30 minutos (para adequacao do tecido
muscular) e submetido a cortes seriados de 10 um de espessura, que foram fixados
em lamina de vidro e corados com Hematoxilina-Eosina (HE) para avaliacao

morfolégica dos nucleos e das FM.

Os fémures esquerdos dos animais foram coletados, seccionados, entre a
cabeca do fémur e o trocanter maior, permitindo assim observar a regido do colo do
fémur. Os fragmentos foram colocados em EDTA (acido etilenodiamino tetra-
acético), sendo entdo descalcificados e processados rotineiramente para analise
histol6gica. O material foi incluido em parafina e obtidos quatro cortes de 6 um de
espessura para cada amostra no sentido transversal do osso. Os cortes foram
corados com tricomo de Masson. Foram analisadas as caracteristicas histolégicas

gerais do 0sso0, das trabéculas 0sseas e dos ostedcitos quanto a perda dssea.

As laminas coradas foram analisadas em microscopio NIKON Eclipse
E600/NIS-Elements AR (FAPESP Proc. 07/50015-3), fotografadas e digitalizadas
para documentagdo, analise quantitativa e qualitativa realizada no Laboratério de
Biologia Celular e Anatomia Funcional (LBCAF), do Departamento de Anatomia do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo.
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411 Teste biomecanico da tibia

As tibias direitas foram dissecadas e mantidas em salina a 20 °C até o
momento das andlises. Parametros biomecéanicos das tibias foram obtidos pelo
Ensaio de Flexdo de Trés Pontos (EFTP), realizado em um sistema para teste de
materiais Instron, modelo 3344 (Instron Corporation, MA, USA). Durante o ensaio, as
extremidades das tibias eram apoiadas em dois roletes, posicionadas sobre um
suporte, sendo a distancia entre os apoios variados, de acordo com o tamanho dos
0ssos. Uma forca foi aplicada perpendicularmente ao eixo longitudinal do 0sso no
ponto médio entre os dois apoios, no sentido lateromedial na tibia, por uma haste
cilindrica a uma velocidade constante de 5 cm/min até o momento de ruptura do

0SS0 — conforme observado na figura 6.

A forca aplicada e o deslocamento da haste cilindrica foram monitorados e
registrados mediante de um software proprio do equipamento (Bluehill lite, versdo
2.25). Foram avaliados os seguintes parametros biomecanicos: carga maxima (em
N), que corresponde a maior for¢ca aplicada durante o ensaio, referindo-se a forca
maxima a qual o 0sso € capaz de resistir; energia em quebra (J), que corresponde a
energia produzida pelo trabalho exercido sobre o osso durante a sua ruptura;
Médulo Young (N/mm”2), que corresponde a rigidez 6ssea.

Figura 6 - Foto do 0sso no equipamento para a realizagéo do teste de flexdo de trés pontos

y———

Fonte: (MELO, 2012)
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5 RESULTADOS

5.1 Parametros avaliados durante os EF e/ou a suplementacéo de L-ARG

Os parametros avaliados foram realizados desde o inicio do protocolo
experimental até a Ultima semana do protocolo experimental, nos quatro grupos

experimentais.

5.1.1 Efeitos no consumo alimentar

A figura 7 mostra que os EF e a associa¢ao da suplementacao de L-ARG com
os EF promoveram aumento significativo (p<0.01) do CA, ao passo que a
suplementacdo de L-ARG isolada nao teve efeitos em relagdo aos animais controle.
O CA dos animais EXER foi de 17.31 + 0,7798 e dos animais EXER-ARG foi de
19,89 + 1,249; enquanto que dos animais CONT foi de 14.24 + 1.078 no final do

protocolo experimental.

Figura 7 - Efeitos dos EF e da suplementacdo de L-ARG no CA
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Legenda: Ratas ovariectomizadas realizaram protocolo experimental por oito semanas e o
CA foi medido no inicio e no final do protocolo experimental. Cada ponto
representa a média e o + EPM (n = 6 por grupo) da quantidade de racéo, expressa
em gramas (g), consumida durante 24 horas. * p<0.01, CONT vs. EXER e CONT
vs. EXERC-ARG por Student-Newman Keuls test

Fonte: (VILICEV, 2013)
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5.1.2 Desenvolvimento de massa corporal

O acompanhamento da MC foi efetivado desde o inicio do protocolo
experimental (medida 1 - basal) até a ultima semana do protocolo experimental
(medida 11 - final), nos quatro grupos experimentais. A medida 2 refere-se a MC dos
animais dez dias pos-cirurgia de ovariectomia. Os animais dos grupos CONT, SED-
ARG, EXER e EXER-ARG apresentaram MC de 185.23 + 2.952; 187.15 + 5.389;
184.60 = 6.324 e 184.09 + 6.414, respectivamente.

No decorrer das oito semanas de experimento, os animais dos grupos CONT,
SED-ARG, EXER e EXER-ARG apresentaram MC final de 247.69 * 12.63; 245.54 +
4.025; 245.33 + 8.659 e 248.76 + 17.11, respectivamente conforme pode ser
observado na figura 8. Tal fato mostra ganho de MC, porém sem aumentos

significativos entre os grupos até a medida final.

Figura 8 - Desenvolvimento de MC
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Legenda: Ratas ovariectomizadas realizaram protocolo experimental por oito semanas e a
MC foi medida a cada semana. Cada ponto representa a média + EPM (n = 6 por
grupo) da MC (g), por Student-Newman Keuls test

Fonte: (VILICEV, 2013)



45

5.1.3 Avaliacao da pressao arterial

Em relagcdo aos parametros hemodinamicos, a PA média foi avaliada no inicio
e no final do protocolo experimental. A PA média praticamente ndo alterou em
funcdo dos EF e/ou a suplementacéo de L-ARG. Os animais suplementados com L-
ARG e exercitados apresentaram PA final de 178.88 + 3.854 e 178.65 + 5.287,
enquanto que os animais CONT e EXER-ARG apresentaram PA final de 188.73 *
6.908 e 169.25 £ 4.666 conforme pode ser observado na figura 9. No grupo EXER-

ARG observa-se uma discreta queda na PA final, ainda que nao significante.

Figura 9 - Avaliacdo da PA
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Legenda: Ratas ovariectomizadas realizaram protocolo experimental por oito semanas e a
PA foi medida foi medida no inicio e no final do protocolo experimental. Cada
ponto representa a média e o + EPM (n = 6 por grupo) da PA (mmHg), por
Student-Newman Keuls test

Fonte: (VILICEV, 2013)

5.1.4 Eficiéncia dos exercicios fisicos

A eficiéncia dos EF foi analisada por meio do teste de esfor¢o fisico maximo

em esteira ergomeétrica, simbolizada como velocidade maxima alcangcada durante o
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teste. Conforme pode ser observado na figura 10, a medida basal ndo apresentou
diferengas estatisticas significativas.

Os EF de moderada intensidade foram eficientes em elevar a capacidade
fisica do grupo EXER, com aumento significativo (p<0.01) da distancia maxima
alcancada na 42 semana de EF, quando comparada com aos grupos CONT, SED-
ARG e EXER-ARG. Contudo, os EF de moderada intensidade foram eficientes em
elevar a capacidade fisica dos grupos EXER e EXER-ARG, com aumento
extremamente significativo (p<0.001) da distancia maxima alcangcada na 82 semana
de EF, quando comparada com os grupos CONT e SED-ARG. Os animais dos
grupos EXER e EXER-ARG apresentaram distancia maxima alcancada de 30.93 *
2.111 e 29.91 + 1.400, respectivamente, enquanto que os grupos CONT e SED-ARG
apresentaram distdncia méaxima alcancada de 13.04 + 1.331 e 14.69 + 2.298,

respectivamente.

Figura 10 - Eficiéncia dos EF
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Legenda: Ratas ovariectomizadas realizaram protocolo experimental por oito semanas e a
distdncia maxima (m) atingida durante o teste de esfor¢o fisico méximo efetuado
no inicio, na 4% semana e na 8% semana foram avaliados durante o protocolo
experimental. Cada ponto representa a média e o £+ EPM (n = 6 por grupo) da
distancia maxima percorrida em (m).* p<0.01, EXER vs. CONT, SED-ARG e
EXER-ARG,; e * p<0.001, EXER e EXER-ARG vs. CONT e SED-ARG por Student-
Newman Keuls test

Fonte: (VILICEV, 2013)
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5.2 Parametros avaliados ap6s o sacrificio

Os parametros avaliados foram realizados apdés a eutanasia, nos quatro

grupos experimentais.

5.2.1 Efeitos na massa muscular esquelética e cardiaca

A tabela 2 mostra que os EF e/ou a suplementacdo de L-ARG nao causou
uma reducdo significativa na massa umida dos musculos estriados esqueléticos.
Como era de se esperar, o tratamento com L-ARG e os EF causou hipertrofia

cardiaca, caracterizada pelo aumento da massa Umida do coracgéo.

Tabela 2 - Efeito da L-ARG e dos EF na Massa da Musculatura Esquelética e Cardiaca

MUSCULO CONT SED-ARG EXER EXER-ARG

Soleo

Massa umida  0.1963+0.004 0.2082+0,002 0.2271+0.327 0.2283+0.023
Gastrocnémio

Massa umida  0.9707+0.024 1.0170+0.037 1.0023+0.032 1.0021+0.029
EDL

Massa umida  0.1050+0.004 0.1047+0.004 0.1018+0.004 0.1026%0.004
Coracao

Massa umida  1.0763+0.008 1.145+0.028 1.2087+0.020%  1.2135+0.016%

Legenda: Valores sdo expressos com média £+ EPM (n = 6 por grupo)

A significAncia entre os grupos foi determinada por ANOVA seguida pelo Student-Newman
Keuls test

% p<0.01 vs. SED-ARG

® p<0.001 vs. CONT
Fonte: (VILICEV, 2013)
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5.2.2 Microscopia de luz dos musculos estriados esqueléticos

A estrutura do musculo soleo dos animais de todos os grupos foi avaliada por
meio de técnicas rotineiras de histologia (HE). As alteragcbes morfoldgicas
observadas nas laminas coradas com HE, no musculo sOleo das ratas exercitadas e
suplementadas com L-ARG séo a fibrose intersticial, com algum tempo de evolucéo
e 0 aparecimento de células de menor didmetro, provavelmente células em
formacao, com citoplasma hipercorado, evidenciando atividade mitocondrial intensa.
A observacdo do musculo séleo das ratas CONT apontou FM de forma poligonal e
tamanho mais regular, isto €, com escassa modificacdo de volume, sem fibrose
intersticial e células em mosaico, justapostas, que estabelece o padrdo normal das
FM, conforme pode ser observado nas figuras 11, 12, 13 e 14 (Apéndices A, B, C e

D), respectivamente.

5.2.3 Teste biomecéanico da tibia

Através do teste biomecéanico de flexdo de trés pontos das tibias direitas,
observamos que os tratamentos com os EF e/ou a suplementacdo de L-ARG néo
alteraram, significativamente, os parametros biomecanicos analisados, conforme

apresentado nas figuras 15, 16 e 17.
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Figura 15 - Parametros biomecénicos 6sseos dos animais. Carga maxima

80 -

Bl cont
Bl sED-ARG
Bl ExER
B EXER-ARG

Carga Maxima
Tibia (N)

Legenda: Tibias direitas analisadas utilizando-se o teste de flexdo de trés pontos. Carga
méaxima na tibia direita (N). Todos os valores sdo expressos como média + EPM
(n =6 por grupo)

Fonte: (VILICEV, 2013)

Figura 16 - Parametros biomecénicos 6sseos dos animais. Energia em quebra
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SED-ARG
EXER
EXER-ARG

Energiaem Quebra
Tibia (J)

Legenda: Tibias direitas analisadas utilizando-se o teste de flexdo de trés pontos. Energia em
guebra na tibia direita (J). Todos os valores sdo expressos como média + EPM (n
= 6 por grupo)

Fonte: (VILICEV, 2013)
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Figura 17 - Parametros biomecénicos 6sseos dos animais. Médulo Young
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Legenda: Tibias direitas analisadas utilizando-se o teste de flexdo de trés pontos. Médulo
Young de tibia (N/mm”2). Todos os valores sdo expressos como média £ EPM (n
= 6 por grupo)

Fonte: (VILICEV, 2013)

Os animais dos grupos CONT, SED-ARG, EXER e EXER-ARG apresentaram
carga maxima da tibia direita (N) de 63.300 + 1.73900; 64.670 + 2.962; 59.990 +
3.156 e 60.190 + 2.446, respectivamente. Em relacdo a energia em quebra da tibia
direita (J), os valores apresentados dos grupos CONT, SED-ARG, EXER e EXER-
ARG foram de 0.055 + 0.00568; 0.051 + 0.003; 0.069 + 0.006 e 0.070 + 0.008,
respectivamente. J4 os resultados encontrados no Modulo Young de tibia (N/mm~”2)
dos grupos CONT, SED-ARG, EXER e EXER-ARG foram de 1080.37 + 61.56;
1145.29 + 76.57; 1063.96 * 75.46 e 1059.58 + 26.32, respectivamente.

5.2.4 Microscopia de luz do tecido 6ésseo

Como esperado, tanto 0 0sso cortical como o 0sso trabecular foram reduzidos
no grupo CONT comparados com o0s demais grupos apds o periodo experimental,
conforme mostra a tabela 3. No grupo CONT nota-se poucos ostedcitos e a reducao

no 0sso trabecular, conforme observado na figura 18 (Apéndice E). Evidenciou-se
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claramente que no grupo EXER-ARG ocorreu um aumento no nimero de ostedcitos
e no 0sso trabecular, conforme observado na figura 19 (Apéndice F). Os efeitos
observados no grupo SED-ARG sdo semelhantes ao grupo EXER-ARG, porém a L-
ARG isoladamente agiu melhor que o proprio exercicio, conforme observado na
figura 20 (Apéndice G). No grupo EXER verifica-se 0 aumento no numero de
ostedcitos, células hipertréficas e sem diviséo celular, conforme observado na figura
21 (Apéndice H). A quantidade de osso trabecular € menor em relacdo ao grupo
EXER-ARG.

Tabela 3 - Efeito da L-ARG e dos EF no Tecido Osseo
0SSO CONT SED-ARG EXER EXER-ARG
Cortical 307930,6+3655,0 343310,6+9795,5 336471,1+14267,0 338053,48+13786,5

Trabecular 229529,9£7840,0 256599,4+6798,1% 248926,6+3318,1% 254370,8+6407,2%

Legenda: Valores sdo expressos com média + EPM (n = 6 por grupo)

A significAncia entre os grupos foi determinada por ANOVA seguida pelo Student-Newman
Keuls test

2 p<0.05 vs. CONT
Fonte: (VILICEV, 2013)
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6 DISCUSSAO

A HA caracteriza-se por condicdes demasiadamente altas de PA e pode
consistir em uma elevacdo da Pressdo Arterial Sistdlica de 140 mmHg ou acima
desses valores, e uma Pressdo Arterial Diastélica de 90 mmHg ou acima desses
valores. Teixeira; Donatti; Canonici (2009) relataram que a Sociedade Brasileira de
Hipertensdo propde que uma elevacdo da PA com a idade nao significa um
procedimento bioldégico normal. Portanto, a prevencdo nessa elevacdo consiste na
forma mais competente de lidar com a HA, poupando 0s estorvos nos seus
perigosos efeitos, os altos custos médicos, socioeconémicos do tratamento e de

suas dificuldades.

A caréncia de estrégenos, as modificacdes do perfil lipidico, 0 aumento de MC
e 0 sedentarismo séo considerados os principais fatores para a maior prevaléncia de
HA em mulheres na menopausa. Na tentativa de diminuir a incidéncia da HA nessa
populacdo, diversas abordagens tém sido aplicadas, mas a maior parte dos
trabalhos aponta que, nesse instante, a modificacdo de estilo de vida parece ser a
melhor estratégia para o controle da HA e de seus FR nessa fase de vida da mulher,

entre elas a prética regular de EF.

As benfeitorias fisioldgicas que a pratica regular de EF acarreta sao distintas,
entre elas estdo a reducdo na incidéncia de DCNT, como por exemplo, a
osteoporose, a diabetes, a depressao, a HA, a DAC e a obesidade. Segundo Maciel
(2010), evidéncias cientificas mostraram com nitidez que a participacdo em
programas de EF é uma maneira isolada para diminuir e/ou prevenir um conjunto de

perdas funcionais.

Os principais beneficios de uma conduta ativa em mulheres na menopausa
podem ser considerados, na esfera biologica, na esfera psicolégica e na esfera
social. Ressalta-se, entre esses beneficios, a elevacdo e a conservagdo da
capacidade aerdbia e da MM, a diminuicdo do percentual de mortalidade total, a
reducado de triglicerideos, as mudancas da CC em funcdo da reducdo da MG e do
risco de sarcopenia, a melhoria da auto-estima e da autoconfianca, a reducao da

ansiedade e do estresse, a melhoria do estado de humor e da qualidade de vida.
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O presente estudo investigou o papel dos EF e da suplementacao de L- ARG
em mediar os efeitos na CC de ratas SHR ovariectomizadas, ou seja, no seu
conteudo corporal. Os efeitos dos EF e da suplementacdo de L-ARG no CA, na MC,
na PA, na eficiéncia dos EF, na CMO e no componente da MM foram comparados

com aqueles dos animais CONT.

6.1 Consumo alimentar

E notavel ressaltar que a elevacdo da preponderancia de sobrepeso e de
obesidade tem se apontada progressiva, especialmente no sexo feminino. Conforme
Lin et al. (2001), essa elevacdo € ainda maior na perimenopausa, alcancando,
aproximadamente, 60% das mulheres, possivelmente em virtude das mudancas
metabdlicas préprias a esse periodo. A perimenopausa consiste no processo que
encerra a fase reprodutiva feminina, sendo lento e, para a maioria das mulheres

estressante.

Segundo Berthoud (2002) ha a influéncia mutua de diversos hormdnios,
nutrientes (em meio a eles estdo as proteinas e 0s neuropeptideos), além de
neurotransmissores, agindo direta ou indiretamente em territérios cerebrais,
afetando de tal maneira o CA, assim como o0 gasto energético. A caréncia de
estrogenos pode estar conectada a reducédo de receptores de leptina no hipotalamo,
0 que levaria a reducdo da saciedade (KIMURA et al., 2002), ao maior CA e
consequente ganho de MC (IGNACIO et al., 2009). Por outro lado, existe também a
probabilidade de reducdo do gasto energético no sexo feminino com a caréncia de

estrogenos, evento que promoveria o ganho de MC (RICHARD, 1987).

As pesquisas a seguir evidenciam que o NO age nos mecanismos
relacionados ao CA. Hui e Chan (1995) notaram que os inibidores de eNOS
diminuiam o CA e a MC tanto em ratos como nos camundongos, normais e obesos.
Ja Stricker-Krongrad; Beck; Burlet (1996) usando a L-Name, sO apresentaram esses

resultados referentes a ratos Zucker obesos, mas ndo em ratos normais.
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E bem estabelecido que, em ratos, a remogao dos horménios ovarianos pela
ovariectomia leva a hiperfagia (KOO, 2002). Nesse estudo verificou-se um aumento
significativo (p<0.01) do CA nos grupos EXER-ARG e EXER em relacdo ao grupo
CONT. A L-ARG e os EF podem ter originado um aumento de NO aditivo e,

consequentemente, notou-se o acréscimo do CA.

6.2 Massa corporal

O excesso de MG e o sedentarismo apresentam grande prevaléncia entre os
FR para as DCV (MARTINS et al.,, 2010). A pratica de EF e a alimentacao
balanceada auxiliam a diminuir um dos FR mais frequentes que atualmente, a
maioria da sociedade confronta, a obesidade, deparada especialmente em mulheres

pOs-menopausa, ocorrendo de maneira branda e ndo almejada.

Mulheres na p6s-menopausa tém disposicao a ganhar MC. Durante essa fase
da vida, existe reducdo nos niveis de EF, induzindo a diminuicdo do gasto
energético, o que ocasiona aumento de MG. Todavia, ndo se conhece precisamente
como a menopausa coopera para a reducdo do nivel de EF (IGNACIO et al., 2009).
Portanto, a reducao de EF pode ser um consideravel fator para o aumento de MC

ap6s a menopausa.

O controle de MC estd necessariamente unido a regulacdo do balanco
energético, que depende de dois elementos principais: a energia consumida e a
energia gasta. Quando a energia consumida é idéntica a que se gasta, a MC
persiste estavel. Contudo, o gasto energético diminuido, somado a nenhuma
alteracdo ou a elevacao da ingestdo alimentar, determina um balanco energético
positivo, fato que beneficia 0 aumento da MG. A prevencdo e/ou o tratamento da

obesidade demanda a diminuigdo do CA e/ou a elevagéo do gasto energético.

Desde a década de 1980, considera-se que, em ratas, a ovariectomia
precipita o ganho de MC, mais designadamente de tecido adiposo ou de proteinas
(RICHARD et al.,1987). Esses animais, além da elevagdo de MC, manifestaram

também maior CA. No estudo de Richard; Rochon; Deshaies (1987) para observar
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as provaveis interagfes entre os EF e o estrogeno no balangco energético de ratas
ovariectomizadas, foi verificado que a ovariectomia eleva o CA e a MC por elevacao
do conteudo de proteina na carcaca. Para esses autores, € presumivel que o
aumento de MC se deva a elevacédo do CA, ja que a termogénese no tecido adiposo

marrom nas ratas, tratadas ou ndo com estroégenos, ndo se modificou apos os EF.

Latour; Shinoda; Lavoie (2001) mostraram que os EF em esteira rolante
durante oito semanas nao diminuiu o ganho de MC ou o CA de ratas
ovariectomizadas e intactas tratadas ou ndo com estrégenos, mas isso nao denota
gque a CC nao tenha sido modificada com os EF. J4 no estudo de Melton et al.
(2000), os EF de natacdo em ratas ovariectomizadas, durante oito semanas, evitou o

ganho de MC ap6s a ovariectomia, apesar da elevacdo do CA.

As indicacbes gerais como a MC, podem fornecer algumas explicacdes
acerca do acompanhamento do protocolo experimental, e eventuais complicagoes,
como por exemplo, o overtraining. O desajuste da atividade fisica, seja pela
intensidade, duracdo e/ou frequéncia, poderia resultar em comprometimentos em
diversos niveis organicos, como por exemplo, na MC dos animais. No entanto, a
similaridade dos valores MC do grupo EXER, do grupo SED-ARG, do grupo EXER-
ARG em relagdo ao grupo CONT recomenda que os EF ndo afetaram o

desenvolvimento dos animais estudados.

Por outro lado, a elevacdo da MM (ganho de MM) e da MG leva a um
aumento da MC. A perda da funcdo ovariana ou a ovariectomia (mimetizada com as
ratas deste estudo) causa, em virtude da menopausa, uma diminuicdo na
concentracdo de estr6genos, 0s quais sdo revertidos pela reposicdo hormonal
(MAYES; WATSON, 2004). A perda sistémica de estrégenos estd agregada ao
aumento da MG e, por conseguinte, da incidéncia de DCV tanto em humanos
(TCHERNOF et al., 2004) quanto em camundongo.

Além disso, a ovariectomia gera uma diminuicdo de MM, do CMO e um
aumento da gordura abdominal (PEIXOTO et al., 2006). Contudo, o presente estudo
nota-se que ndo houve nenhuma alteracao significativa de MC em todos 0s grupos

de ratas ovariectomizadas.
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Analisando as curvas referentes & MC, o grupo CONT proporcionou aumento
de MC compativel com a de um animal jovem em crescimento normal. Entretanto, as
curvas referentes as massas corporais das ratas dos demais grupos estudados
mostram um maior ganho de MC em relacdo ao tempo. Esse fato nédo foi observado
por Sanches (2007).

6.3 Presséao arterial

Os estrogenos que tém receptores no endotélio vascular aumentam a
liberacdo do NO, bem como, eleva a sua biodisponibilidade para as células
musculares lisas (TOSTES et al, 2003). Experimentos usando ratas SHR
mencionaram que a ovariectomia exacerbava a HA, e que a reposicdo de
estrogenos determinava o retorno a valores de PA idénticos aos valores dos animais

controle ndo ovariectomizados (DANTAS et al., 1999).

E vasta a literatura sobre o efeito hipotensor da atividade fisica, sobretudo em
individuos hipertensos, decorrentes de fatores hemodinamicos, humorais e neurais
(NEGRAO et al., 2001). Os EF causam diminuicdo da PA pela reducdo do DC,
decréscimo da FC, além da queda da resisténcia vascular sistémica. Ha contestacao
em relacdo aos fatores humorais envolvidos, porém existe concordancia sobre a
reducdo nos niveis da renina plasméatica, bem como o aumento na producdo de NO
(NEGRAO et al., 2001).

Hambrecht et al. (2000) efetuaram um estudo sobre a correcao da disfungao
endotelial presente em pacientes com ICC, e concluiu que a suplementacéo de L-
ARG eleva a disponibilidade do substrato endotelial, enquanto os EF aumentam a
expressao e atividade da eNOS, e a associacdo de ambas as interposi¢cdes gera 0s

efeitos adicionais em relacéo a vasodilatacdo endotélio-dependente.

Nesse experimento, oS grupos de ratas ovariectomizadas treinadas ou com
suplementacdo de L-ARG ndo mostraram queda pressoérica em relagdo ao grupo
CONT. Uma explicacdo para nao obter os resultados esperados relaciona-se a

técnica indireta da mensuracdo da PA pela pletismografia de cauda com o
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esfigmomandmetro. O temperamento agitado do SHR dificulta a realizacdo da
afericdo da pressao, de acordo com o ideal preconizado, ou seja, com o relaxamento
do animal. O método por canulacdo poderia demonstrar valores mais fidedignos na

avaliacao da PA.

6.4 Eficiéncia dos exercicios fisicos

A suplementacéo oral de L-ARG tem sido relacionada com o aperfeicoamento
do desempenho fisico por provavel diminuicdo da fadiga muscular, acompanhada
pela vasodilatacdo gerada pelo NO, resultando na elevagéo da perfusdo muscular e
pela reducdo do consumo de glicose pelos MEE (MCCONEL et al., 2006). Como a
administracdo prolongada de L-ARG eleva a producédo de NO, sua suplementacao
tem sido relacionada a melhora da funcdo contractil do MEE (SCHRAGE; JOYNER,;
DINENNO, 2004). A suplementagéo de L-ARG também pode estar vinculada a um
segundo efeito determinante da elevacdo de forca e da MM, além da sintese
proteica (FLAKOLL et al., 2004).

A sintese de NO emana de estimulos que podem ser quimicos ou fisicos. O
estimulo fisico é produzido pela forca que o sangue exerce sobre a parede dos
vasos arteriais, denominada shear stress ou forca de cisalhamento (BOO; JO, 2003),

gue € exasperada com os EF (KURU et al., 2002).

J4 a regeneracdo das FM, fisiologicamente lesadas pelos EF, leva a
hipertrofia do MEE, e é dependente da ativacdo das células-satélites. O NO é o
responsavel por interceder a ativacéo das células-satélites (RENAULT et al., 2000).

Um estudo com ratos Zucker obesos (340 a 400 g) apontou que esses
animais, quando submetidos aos EF em esteira rolante, aguentavam correr numa
velocidade que era apenas a metade da velocidade que atingiam seus pares
selvagens nao obesos (175 a 200 g), sugerindo que a capacidade fisica reduzida
pode ser secundaria a elevacdo de MC, mas isso ainda € controverso (ARDEVOL et
al., 1998).

Ha dimorfismo sexual em relacdo aos niveis de EF em roedores (LEVINE;

EBERHARDT; JENSEN, 1999), pois as fémeas sdo mais enérgicas que 0os machos
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(TROPP; MARKUS, 2001). Uma das preposi¢des para o dimorfismo sexual sdo os
elevados niveis de estrogénio visto nas fémeas, jA que o papel do estrogénio na
regulacéo dos EF pode ser notado por meio de alteracdes hormonais que seguem o
ciclo estral de ratas. Durante a fase do proestro, em que 0s niveis plasmaticos de
estrogénio estdo aumentados, existe elevagdo nos EF em roedores (IGNACIO et al.,
2009). Ao contrario, na fase do diestro, quando os niveis de estrogénio estédo
reduzidos, incide diminuicdo nos EF dos animais (GENTRY; WADE, 1976).

Por outro lado, o aumento de MC parece regular os EF (IGNACIO et al.,
2009). Shimomura et al. (1990) apontaram que ndo ocorreu alteracbes no CA de
ratas ovariectomizadas que tiveram aumento de MC e reducédo da atividade, quando
comparadas as do grupo controle. Dessa maneira, o0 aumento de MC poderia ser
determinado pela diminuicdo do gasto energético e pela queda gradual na atividade
locomotora de ratas ovariectomizadas. Existem explicacdes que validam a regulacéo
dos EF pela MC (IGNACIO et al., 2009).

Esses animais, além do aumento de MC, despontaram também maior CA. No
estudo de Richard; Rochon; Deshaies (1987), para verificar os evidenciaveis
intercAmbios entre os EF e o estr6geno no balanco energético de ratas
ovariectomizadas, foi observado que a ovariectomia aumenta o CA e a MC por

acréscimo do conteudo de proteina na carcaca.

Corroborando a literatura, o presente estudo mostrou que os EF de moderada
intensidade, executado em esteira ergométrica, incrementaram a resisténcia das
ratas ao treinamento, de tal forma que as mesmas suportavam mais tempo de EF
(p<0.001). No entanto, ndo se observou diferenga entre os grupos submetidos

apenas a L-ARG.

Segundo a literatura (TAKAHASHI, 2006), a ovariectomia reduz a capacidade
fisica. No entanto, neste estudo, os grupos CONT e SED-ARG ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significante para essa variavel. O teste de esforco é um
dos exames néo invasivos mais utilizados no homem para avaliagédo das DCV. Além
de avaliar a capacidade fisica, o teste permite verificar uma correlagdo entre a
velocidade atingida e o consumo de oxigénio em ratos (SANCHES, 2007), o qual,

por sua vez, € um marcador de progndéstico em cardiopatias (ARMSTRONG, 2005).
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6.5 Musculos estriados esqueléticos e musculo estriado cardiaco

A regeneracédo das FM, fisiologicamente lesadas pelos EF, induz a hipertrofia
do musculo e é dependente da ativacdo das células-satélites (RENAULT et al.,
2000). O objetivo é a manutencdo e adaptacdo dos MEE as véarias demandas
funcionais (SEALE; RUDNICKI, 2000)

O NO é o responsavel por interceder a ativacdo das células-satélites
(RENAULT et al.,, 2000) que se diferenciam e participam na formacdo de FM
maduras (SEALE; RUDNICKI, 2000).

A administracédo prolongada de L-ARG aumenta a producdo de NO (PETTE;
STARON, 1997). Assim, pode melhorar a forca contratil por meio de uma maior
sintese de proteinas musculares (FLAKOLL et al., 2004) por se tratar de um
aminoéacido. Além disso, a vasodilatacdo provocada pelo NO implica a elevacdo da
perfusdo muscular e na reducdo do consumo de glicose pelos MEE (MCCONELL et
al., 2006).

Segundo Tapiero et al. (2002) a administracdo oral da L-ARG gera potente
estimulo em relacdo a secrecdo de horménio do crescimento (GH). Os EF também
elevam a concentracdo sérica do GH (CHROMIAK; ANTONIO, 2002), cuja funcéo é

provocar o desenvolvimento e a hipertrofia muscular (MCCONELL et al., 2006).

Os EF promovem mudancas nas FM alterando as propriedades funcionais do
MEE. Observa-se a alteracdo da quantidade de FM lentas e de FM rapidas de
acordo com a especificidade do EF. De forma geral, os EF provocam modificacdes
nas proteinas musculares e nos tipos de FM, permitindo a transi¢cdo no sentido lento
para rapido, |—lIA—IlID—IIB, ou rapido para lento, |IB—IID—IIA—| (PETTE;
STARON, 1997). No caso de EF de baixa intensidade e longa duracao, héa inferéncia
da converséo de FM rapidas em FM lentas (CAMPOS et al., 2002).

Em um estudo de Frandsen; Lopez-Figueroa;, Hellsten hs(1996) foi
evidenciada a presenca de eNOS no sarcolema e no sarcoplasma de todas as FM,
mas com forte expressdo nas FM do tipo I, o que explica o fato de observarmos as

alteracdes apenas no musculo séleo, no experimento do presente estudo.
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Por outro, os musculos gastrocnémios (tibial e fibular) e EDL apresentam
maior quantidade de FM de contracdo rapida, o que lhes atribui & capacidade de
contracao vigorosa e rapida, ao passo que o musculo s6leo tem maior quantidade de
FM do tipo lenta (maior resisténcia a fadiga) e, portanto, € mais requisitado em
atividades de longa duracdo (GUYTON; HALL, 2002), como a proposta por este

estudo.

Conforme demonstrado nos resultados, comparando o grupo CONT em
relagcdo aos outros grupos, ndo houve um aumento significativo em termos absolutos
da massa do musculo sdOleo. Além disso, nao foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos, em relacdo a massa Umida dos

musculos gastrocnémios (tibial e fibular) e EDL.

Entretanto, a hipertrofia muscular observada nos cortes histolégicos do
musculo séleo deve-se provavelmente ao aumento de NO e do hormdnio do
crescimento em consequéncia dos EF e/ou a suplementacdo de L-ARG,

corroborando a literatura.

Além de se avaliar os efeitos dos EF e/ou a suplementacdo de L-ARG na
musculatura estriada esquelética, avaliou-se o efeito desses agentes na musculatura
cardiaca. Sabe-se que os EF causam hipertrofia cardiaca, em razéo de alteracdes
hemodinamicas sistémicas que resultam em elevacédo do enchimento cardiaco e das
modificacdes na contracdo ventricular. No presente estudo, observamos um
aumento na massa muscular cardiaca dos animais dos grupos EXER-ARG e EXER
em relagcdo aos grupos CONT e SED-ARG, o que € compativel com a realizagdo dos
EF. Por outro lado, a suplementacdo de L-ARG isolada foi incapaz de alterar a

funcdo e a massa muscular cardiaca.

6.6 Tecido 6sseo

A osteoporose no estagio pos-menopausa € uma doenca 0ssea sistémica

associada a deficiéncia de estrogenos e do envelhecimento, caracterizada por uma
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reducdo da CMO que é responsével pelo aumento no risco de fraturas (WANG et al.,
2011).

A acéo dos estrogenos sobre a CMO ainda néo foi nitidamente esclarecida,
porém sabe-se que eles influenciam a diferenciacdo de células progenitoras
hematocitopoiéticas em osteoclastos e compartilha da regulacdo de citocinas e de
fatores locais compreendidos nos mecanismos de remodelacéo 6ssea (TENORIO et
al., 2005).

Os EF, por provocarem estimulo mecanico que induz & osteogénese, tém sido
usados em véarias modalidades para se conseguir a sustentacdo ou a elevacao da
CMO, tanto em pesquisas envolvendo animais, como em humanos, sendo

considerados estratégia para diminuir o risco de osteoporose (HART et al., 2001).

A densidade de ostedcitos sofre interferéncias de mudancas na diferenciacao
final de células da linhagem osteoblastica, podendo estar aumentada na
osteoporose, ou quando a mineralizacdo da matriz 6ssea esta danificada (POWER
et al., 2002). Os ostedcitos apresentariam o papel de regular o recrutamento de
unidades basicas de modelacdo em resposta a estimulo mecéanico, modulando a
diferenciacdo de osteoblastos em ostedcitos e elevando a producdo de fatores
locais. Mullender et al. (1996) observaram maior densidade de ostedcitos e maior
densidade e menor area de lacunas osteocitarias em pacientes com osteoporose,
indicando que, nessa patologia, os osteécitos geram menor volume 6sseo e advém
diminuicdo na vida média dos osteoblastos. Além disso, o tamanho dos ostedcitos é
proporcional ao tamanho dos osteoblastos dos quais eles se diferenciaram
(MAROTTI, 2000).

As investigacdes presentes neste estudo analisaram os efeitos da L-ARG e
dos EF na qualidade 6ssea em animais ovariectomizados, os quais tém sido
vastamente utilizados para investigar a deficiéncia de estrégenos associada a
osteoporose. Houve um periodo de espera de 30 dias ap0s a ovariectomia para
permitir o desenvolvimento das alteracdes de osteopenia, e depois 0s tratamentos
de intervencédo foram dados durante oito semanas para testar os efeitos sobre a

perda éssea.
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Pode-se argumentar que a L-ARG ndo é somente uma fonte de sintese de
NO, porém apresenta muitas outras fungdes bioldgicas (BAECKER et al., 2005).
Wimalawansa et al. (2000) relataram ao analisar a aplicacdo transdérmica de
nitroglicerina associada ao NO, uma vez por dia, preveniu a perda 0ssea induzida
por ovariectomia, porém duas ou trés vezes ao dia foram impotentes esclarecida

pelo desenvolvimento de resisténcia a nitroglicerina.

As modifica¢des histoldgicas que foram notadas no fémur das ratas do grupo
CONT sao similares aquelas descritas para a osteoporose. O dano da
microarquitetura 0ssea nesse grupo, apos o periodo experimental, € caracterizado
pela perda de conectividade do osso trabecular; essa perda pode ser esclarecida
pelo préprio mecanismo de remodelacdo Ossea, o qual é desequilibrado pela
deficiéncia de estrégenos, induzindo assim, a diminuicdo na formacdo éssea ou
elevacéo na reabsorcdo 6ssea. E possivel sugerir que n&o ocorra a divisdo celular
devido a auséncia de sinalizacdo da L-ARG ou do préprio estrogeno. Wimalawansa
(2000) propde que os efeitos dos estrogenos no metabolismo 6sseo pode ser, pelo
menos em parte, dependente de NO.

PATLAS et al. (2000) avaliaram o efeito da ovariectomia na diéfise, na
metafise e na epifise 6ssea de ratas, notando a reducdo do osso trabecular somente
na regido da metafise. Concluiram que a ovariectomia desempenha alteracdes
significativas no 0sso trabecular de ossos longos, sobretudo nas extremidades e, em

menor representacao, na regido média.

Sabe-se que a reducao 6ssea na menopausa, em virtude das alteracdes de
estrogenos, conduz a um prejuizo entre 0 0sso cortical e o 0sso trabecular. Dessa
maneira, a quantidade e a qualidade do osso trabecular podem ser considerados

fatores preditivos para fraturas decorrentes da osteoporose (PALACIO et al., 2010).

Ha que se defender a afirmacdo dos autores, mas essa diminuicdo da
porosidade no grupo CONT néo revelou prejuizos nas propriedades mecanicas do
0sso0, sugerindo que o tratamento com L-ARG e/ou EF ndo acarreta melhorias das
propriedades mecéanicas. Tanto a L-ARG e/ou EF sdo incapazes de proteger

totalmente contra esses efeitos.
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SARDONE et al. (2011) estudaram a influéncia do alendronato e da
rosiglitazone nas veértebras de ratas ovariectomizadas. Os resultados dos testes
mecanicos sugeriram diminuicdo na forca das veértebras. O tratamento com
rosiglitazone procedeu em alteracdes negativas de carga maxima, de tensao
méaxima e de energia nesses animais. Indicam que o rosiglitazone pode causar uma
resisténcia reduzida e fragilidade elevada no osso trabecular, resultando em
aumentos da susceptibilidade a fraturas. Entretanto, no tratamento com alendronato
apontam a manutencdo do osso cortical e do osso trabecular, indicando que o

alendronato pode prevenir a perda de CMO quando associado ao rosiglitazone.

Nos estudos de Santos (2004), essa maior fragilidade dos ossos de ratas
ovariectomizadas tratadas com glicocorticoides também ficou evidente quanto a
efetivacdo dos testes biomecéanicos sobre rigidez e flexdo, indicando que a
somatoria dos resultados desse tratamento desempenhou acédo negativa sobre a

fragilidade Ossea e, por conseguinte, diminui¢do na resisténcia a fratura por flexao.

Em resumo, os resultados deste estudo indicam que a suplementacéo de L-
ARG e/ou os EF ndo sao efetivos para a diminuicdo da reabsorcdo do 0sso ou
a formacédo 6ssea crescente de mulheres p6s-menopausa. Outros estudos denotam
gue a L-ARG apresenta uma eficacia positiva no metabolismo 6sseo por sintese de
colageno, induzindo osteoblastos (CHEVALLEY et al., 1998) e a elevacdo do CMO
em animais (FIORE et al., 2000). Mais estudos sdo imprescindiveis para se
harmonizar fatores contrarios a suplementacdo de L-ARG e/ou aos EF observados

neste estudo.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

que:

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho podemos concluir

Esses dados indicam que os EF e a suplementagdo de L-ARG
representam um caminho para a continuidade terapéutica na prevencao e

no tratamento de patologias 6sseas.

Os EF e a suplementacédo de L-ARG tiveram impacto sobre o CA, porém
os EF associados a suplementacdo de L-ARG néo influiram na MC dos

animais.

Os resultados mostraram que os EF e/ou a suplementacédo de L-ARG
efetuada por meio de esteira ergométrica alteraram histologicamente as
fibras musculares do séleo, as quais foram dependentes do tempo do

protocolo experimental.

Exercicios aerébios de moderada intensidade e/ou a suplementacédo de L-
ARG devem ser utilizados com cautela no tratamento ndo farmacolégico
na PA.
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Apéndice A

Figura 11 - Microscopia de luz. Corte histolégico transversal do musculo séleo de EXER-ARG.
Coloracéo: HE. Barra: 20 ym

Legenda: fibras musculares (FM) e area de tecido conjuntivo (setas)
Fonte: (VILICEV, 2013)
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Apéndice B

Figura 12 - Microscopia de luz. Corte histolégico transversal do musculo s6leo de EXER. Coloragéo:
HE. Barra: 20 ym

Legenda: fibras musculares (FM) e area de tecido conjuntivo (setas)
Fonte: (VILICEV, 2013)
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Apéndice C

Figura 13 - Microscopia de luz. Corte histoldgico transversal do musculo séleo de SED-ARG.
Coloracao: HE. Barra: 20 ym

Legenda: fibras musculares (FM) e area de tecido conjuntivo (setas)
Fonte: (VILICEV, 2013)
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Apéndice D

Figura 14 - Microscopia de luz. Corte histoldgico transversal do muasculo s6leo de CONT. Coloracao:
HE. Barra: 20 ym
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Legenda: fibras musculares (FM) e area de tecido conjuntivo (setas)
Fonte: (VILICEV, 2013)
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Apéndice E

Figura 18 - Microscopia de luz. Corte histolégico transversal do fémur proximal de CONT. Coloracao:
tricromo de Masson. Barra: 100 ym

Legenda: O osso cortical aparece em azul e a medula 6ssea em vermelho
Fonte: (VILICEV, 2013)
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Apéndice F

Figura 19 - Microscopia de luz. Corte histoldgico transversal do fémur proximal de EXER-ARG.
Coloracéao: tricromo de Masson. Barra: 100 ym

Legenda: O osso cortical aparece em azul e a medula 6ssea em vermelho
Fonte: (VILICEV, 2013)
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Apéndice G

Figura20 - Microscopia de luz. Corte histologico transversal do fémur proximal de SED-ARG.
Coloracéao: tricromo de Masson. Barra: 100 ym

Legenda: O osso cortical aparece em azul e a medula 6ssea em vermelho
Fonte: (VILICEV, 2013)
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Apéndice H

Figura 21 - Microscopia de luz. Corte histoldgico transversal do fémur proximal de EXER. Coloragéo:
tricromo de Masson. Barra: 100 ym

Legenda: O osso cortical aparece em azul e a medula 6ssea em vermelho
Fonte: (VILICEV, 2013)





