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RESUMO

O treinamento fisico reduz a pressao arterial (PA) e a resisténcia muscular
esquelética somente em hipertensos, mas a bradicardia de repouso € observada em
hipertensos e normotensos. Demonstramos anteriormente em normotensos que o T afeta
a excitabilidade de neuronios pré-autondmicos (JACKSON et al., J.Neurophysiol,
2005). Neste estudo buscamos melhor caracterizar e comparar os efeitos do treinamento
fisico sobre a atividade simpdtica vascular em territérios que respondem ao exercicio
com vasodilatacdo (musculatura esquelética) e vasoconstricao (rins), além das adrenais
(resposta hormonal).

Ratos WKY machos (~2 meses) foram submetidos ao treinamento fisico (50-
60% capacidade maxima, lhora/dia, 5 vezes/semana, 3 meses) ou mantidos sedentarios
(S) e, ao final dos protocolos, a canulag@o cronica para registro basal da PA e frequéncia
cardiaca (FC). Foram a seguir anestesiados e perfundidos (PBS + PFA 4%) para retirada
dos tecidos (musculos locomotores: séleo, gastrocnémio e grécil, ndo locomotores:
temporal, rim e adrenais), que foram processados para imunohistoquimica ou Western
Blot para Tirosina-Hidoxilase (TH) (enzima chave para a noradrenalina). Cortes (16pum,
criostato) foram montados em laminas e submetidos a imunohistoquimica para TH.

O treinamento fisico aumentou a capacidade fisica (+0.6910.06 km/h),
promoveu bradicardia de repouso (309 = 9 vs 327+7 bpm S, p< 0, 05) e aumentou a
pressdo de pulso (43 = 1 para 47 + 1 mmHg, p<0,05), sem alterar a PAM e a razdo
parede/luz de todas as arteriolas analisadas. O T ndo alterou a imunorreatividade para
TH nas arteriolas renais (p>0,05), mas houve reducdo significativa no sdleo,

gastrocnémio vermelho e gracil (-46%, -56% e —45%, respectivamente, p<0.05), com



tendéncia a reducdo no temporal (-32%, p>0,05). Coerentemente a concentracdo de
noradrenalina na artéria femoral (HPLC) apresentava-se muito reduzida apds o
treinamento fisico. O treinamento fisico ndo modificou a expressao proteica de TH nas
supra-renais, indicativo dos niveis de catecolaminas circulantes (Western Blot).

A imunorreatividade para TH, quantificando a sintese/armazenamento de
noradrenalina no terminal nervoso, € uma técnica eficaz para aferir, simultaneamente, 0s
efeitos do treinamento fisico sobre o simpdtico periférico em diferentes territérios A
redu¢do da TH nos musculos exercitados e a falta de alteragc@o significante naqueles nao
exercitados sugerem respectivamente diminui¢do da atividade simpdtica pelo

treinamento fisico e que esta resposta neural pode ser modulada por fatores locais.



ABSTRACT

Exercise training decreases both pressure and skeletal muscle resistance only in
hypertensive, but resting bradycardia is observed in normotensive as well as
hypertensive individuals. We showed previously that T affects intrinsic excitability of
normotensive pre-autonomic neurons (JACKSON et al., J.Neurophysiol, 2005). In this
study we investigate whether T is able to change peripheral sympathetic drive in tissues
differentially affected by exercise as skeletal muscle (vasodilatation) and renal cortex
(vasocostriction).

Male WKY were submitted to exercise training (55% maximal exercise
capacity, 1 hour/day, 5 days/week) or kept sedentary (S) for 3 months. Basal levels of
pressure (AP) and heart rate (HR) were recorded in chronically cannulated rats at the
end of protocols. Exercised (soleus, gastronemius red, gracilis) and non-exercised
(temporal) skeletal muscles, kidneys and adrenals were obtained after deep anesthesia
and transcardiac perfusion (PBS). Muscle and renal samples were fixed (4%
paraformaldehyde), cryoprotected and processed for tyrosine hydroxilase (TH)
immunohistochemistry (fluorescence microscopy) while adrenals were used for western

blot analysis.

Exercise training improved performance (+0.6910.06 km/h) and reduced resting hr
(from 32717 to 309 = 9 b/min) and increased pulse pressure (43 +1to47 £1
mmbhg, p<0,05),without changing map (1261 mmhg) and wall/lumen ratio of all

arterioles analysed. exercise training was associated with a decrease of th-

immunoreactivity on soleus, gastrocnemius red and gracilis arterioles (-46 %, -56 %
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e —45% , p<0.05), with smaller changes being observed in non-exercised tissues (-

32%, p>0,05). coerently noradrenaline concentration in the femoral arteries (hplc)

was largely reduced after exercise training. th content within the adrenals was not

changed. data show that exercise training does not affect plasma catecholamines,
but specifically decreases the sympathetic drive to locomotor muscle arterioles in
normotensive individuals. TH immureativity screening the synthesis/storage of
noradrenaline in vessel terminals is a valuable to simultaneously measure
symapathetic activity in different tissues. The absence of significant changes in
non-locomotor arterioles suggests that neural response is modulated by local

factores.
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1 INTRODUCAO

1.1 EFEITOS BENEFICOS DO EXERCICIO FISICO REGULAR

A atividade fisica regular tem sido relacionada a melhor qualidade de vida. De
fato, a prética continua de exercicios fisicos é considerada benéfica para a saude fisica e
mental por reduzir a incidéncia e/ou a gravidade de vérias doengas cronicas. Dentre
estas estdo a hipertensdo, diabetes, osteoporose, depressdo, insuficiéncia cardiaca
congestiva, hipertensdo pulmonar, doencas pulmonares obstrutivas cronicas, obesidade,
além das diferentes formas de cancer. Em todas estas doencas o treinamento fisico (TF)
tem-se mostrado benéfico em diminuir ou corrigir alteragdes deletérias que caracterizam
essas doencas, como, por exemplo, a redu¢do do peso no obeso, reducdo da pressdao
arterial (PA) no hipertenso, diminui¢do da dispnéia e melhora da capacidade fisica nas
doengas pulmonares, diminui¢do da resisténcia a insulina no diabetes, assim como a
correcdo da hipotensdo no diabetes induzida pela streptozoticina. (BLAIR et al., 1989;
LEON et al, 1997, MENGELKOCH et al., 1997; MANSON et al., 1981; MCGINNIS e
FOEGE, 1993; CHOBANIAN et al., 2003; COOPER, 2006; PAZ DIA et al., 2007).

Dados epidemioldgicos tém confirmado a eficicia da atividade fisica regular em
diminuir a freqiiéncia cardiaca (FC) de repouso e a taquicardia do exercicio em
individuos treinados, sejam eles normotensos ou hipertensos, além de reduzir os niveis
pressoricos de hipertensos (CLAUSEN, 1977; TIPTON, 1999; MUNTNER et al., 2002;
CHOBANIAN et al., 2003). Por este e outros motivos recomenda-se sistematicamente o
treinamento fisico aerébio de baixa intensidade como a primeira conduta terapéutica em

hipertensos leves e/ou limitrofes ou como terapéutica coadjuvante a tratamentos
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farmacoldgicos na hipertensdo grave ou moderada (MANCIA; GRASSIL, 1998;
TIPTON, 1999; CHOBANIAN et al., 2003).

Embora ndo se conheca em maiores detalhes o(s) mecanismo(s) que
condiciona(m) a reducdo da pressdo, varias hipéteses tém sido aventadas para se
explicar a queda da pressdao arterial de individuos hipertensos e de modelos
experimentais de hipertensdo, tais como: reducdo de freqiiéncia cardiaca (TIPTON,
1999; NEGRAO et al. 1993); queda da resisténcia muscular esquelética com reducio da
resisténcia periférica total (AMARAL et al., 2000; 2001; MELO et al., 2003), reducao
do tonus simpético e da resisténcia a insulina (MEREDITH et al., 1990; MIKINES et al.
1989; PETERSEN et al., 1980), correcdo do desbalanco entre fatores relaxantes e
contréteis derivados do endotélio, com predominio dos primeiros (VANHOUTTE,
1996), e, o aumento da capacidade fisica da circulagdo de territérios exercitados, por
angiogénese capilar e/ou neoformacdo de vénulas (AMARAL et al., 2000; 2001; MELO
et al., 2003).

E interessante notar, que protocolos de treinamento similares aos utilizados nos
hipertensos, ndo causam alteracdes dos niveis de PA em individuos normotensos. Esta
auséncia de queda na pressdo ndo indica, no entanto, a auséncia de efeitos do
treinamento fisico, uma vez que hd reducdo da freqiiéncia cardiaca de repouso e intensa
neoformacdo de capilares na musculatura esquelética nesses individuos (CLAUSEN,
1977; MITCHELL, 1990; TIPTON, 1999; AMARAL et al., 2000; 2001; MELO et al.,
2003).

Além disso, vdrios trabalhos com animais normotensos ou ndo, demonstram que
o treinamento fisico de baixa intensidade € eficaz em:

i. aumentar a sensibilidade do baroreflexo em ratos normotensos e

hipertensos treinados (BRUM et al, 2000);
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ii.

iii.

iv.

vi.

vii.

deslocar a faixa de funcionamento dos baroreceptores arteriais para niveis
elevados de FC sem alterar a sensibilidade do reflexo (NEGRAO et al.,

1992);

reduzir a atividade simpatica renal (NEGRAO et al.,1993; DICARLO e
BISHOP, 1988);

alterar o balan¢o simpato-vagal ao coracdo (DE ANGELIS et al., 2004;
MICHELINI, 2007a);

facilitar o aumento do contetido endégeno da vasopressina (VP) no bulbo
dorsal durante o exercicio dinamico, potencializando a resposta
taquicdrdica ao exercicio dinamico, e reduzindo a taquicardia do exercicio
em presenca do bloqueio de receptores Vla no nucleo do trato solitdrio

(NTS) (DUFLOTH et al., 1997, MICHELINI e MORRIS, 1999);

aumentar a sensibilidade dos receptores de vasopressina ao agonista
endégeno no nicleo do trato solitirio (NTS) (MICHELINI e

BONAGAMBA, 1988; SOUZA et al., 2001);

facilitar o efeito da VP no NTS, determinando deslocamento da faixa de
funcionamento dos baroreceptores arteriais para niveis mais elevados de
freqiiéncia cardiaca, o que permite oclusido da bradicardia reflexa durante
as elevacdes da PA de pequena magnitude observadas no exercicio
dindmico (MICHELINI e BONAGAMBA, 1990; MICHELINI e

MORRIS, 1999);
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viii.

ix.

xi.

Xii.

aumentar a inibi¢do funcional do simpdtico, induzida pela VP, durante
elevacdes transitérias da pressdo arterial, por inibicdo da bradicardia
reflexa de forma a favorecer a taquicardia e o aumento do débito cardiaco

(MICHELINI e MORRIS, 1999; MICHELINI, 1998);

aumentar, apenas no grupo treinado, o conteddo enddgeno de ocitocina
(OT) no bulbo dorsal durante o exercicio dindmico favorecendo menor
resposta taquicardica caracteristica do treinamento (BRAGA et al., 2000;

MICHELINI, 2001);

potencializar, durante o bloqueio da OT no nucleo do trato solitdrio (NTS)
em animais treinados, a taquicardia do exercicio (BRAGA et al., 2000), o
que confirma o efeito da OT em se opor a taquicardia do exercicio apds o

treinamento (MICHELINI, 2001; MICHELINI, 2007b);

aumentar a expressdo de OT na regido dorsal do tronco cerebral sem
alterar a expressdo de seus receptores no NTS em ratos normotensos,
conforme verificado pelas técnicas imunohistoquimica, hibridizacao in situ

e RT-PCR (MARTINS et al., 2005; MICHELINI, 2007b);

facilitar o efeito da OT no complexo solitario-vagal dos individuos
treinados, favorecendo a redugdo da freqiiéncia cardiaca basal, a qual é
mediada pelo aumento do tdnus vagal ao coracdo, induzido pelas de
projecdes OTérgicas ao NTS/DMV (MICHELINI, 2001; HIGA-

TANIGUCHI et al., 2002; MICHELINI, 2007b).
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Além dessas observacdes em ratos normotensos, que comprovaram a
potencialidade do treinamento fisico em modular, ao nivel do complexo solitario vagal
durante as alteragOes pressOricas, o controle autondmico do corac¢do, Kramer et al.
(2001) e Di Carlo et al. (2002) ja haviam demonstrado que o treinamento fisico era
eficaz em alterar mecanismos hipotalamicos envolvidos no controle neural da pressao
arterial de hipertensos.

Embora sejam bem conhecidos os ajustes da freqiiéncia cardiaca e do débito
cardiaco, bem como as alteracdes simultaneas na redistribuicdo de fluxo periférico
(aumento nos territérios muscular e cutaneo, reducdo no renal e esplancnico, com
pequenas alteracdes percentuais nos territorios coronariano e cerebral) durante o
exercicio dindmico, hd poucas informacdes relativas ao(s) efeito(s) do treinamento
fisico sobre a modulacdo autondmica (tdnus simpdtico) para vasos de resisténcia e/ou
capacitancia. DiCarlo e Bishop (1988) e Negrao et al. (1993) relataram haver, apds
treinamento, reducdo da atividade simpdtica renal durante quedas transitérias da PA e
reducdo do tonus simpdtico basal aos rins, respectivamente. Por outro lado, Buckwalter
et al. (1997) demonstraram haver, durante o exercicio dinimico, aumento da
vasoconstricdo muscular esquelética por ativacdo simpdtica local. Este mesmo grupo
também descreveu haver reducdo na sensibilidade dos receptores a; e a, vasculares,
associada a infusdo de agonistas, apds exercicio agudo (BUCKWALTER et al. 2001). Sao,
portanto, dispares os efeitos do exercicio dinamico e do treinamento fisico sobre o
controle simpatico da vasculatura periférica.

Sabe-se que a vasomotricidade periférica é regulada por fatores intrinsecos, que
envolvem mecanismos autdcrinos e paracrinos e, fatores extrinsecos, que englobam a

regulacdo neural e a regulacdo hormonal. Observacdes recentemente obtidas em nosso
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laboratério, em ratos espontaneamente hipertensos, indicam que o treinamento fisico
determina efeitos diversos na microcirculacio muscular esquelética (MELO et al.,
2003): um efeito tecido-especifico em arteriolas (remodelamento da parede vascular
com normaliza¢do da razdo parede/luz) que ocorre igualmente no territério muscular
exercitado e ndo exercitado, sugerindo modulagdo tecido-especifica (CAMPOS e
MCcALLEN,1997), e, um efeito essencialmente local nos capilares (aumento da
densidade capilar) que foi observado apenas nos tecidos exercitados (MELO et al.,
2003). Estas constatagdes sugerem que o treinamento ativa mecanismos diversos e que
possa alterar a estrutura vascular por modular a atividade simpdtica vascular.

Frente aos dados acima expostos, € nossa hipdtese investigacional que o

treinamento fisico de baixa intensidade isolado ou associado a fatores locais possa

modificar a atividade simpética de vasos da musculatura esquelética.

1.2 INERVACAO SIMPATICA PERIFERICA: MORFOLOGIA E FUNCAO

A regulacdo neural da circulagdo inclui neurdnios aferentes provenientes dos
receptores existentes na periferia, que conduzem a informagdo sensorial aos centros de
controle, neurdnios de integracdo no sistema nervoso central e neurOnios eferentes que
constituem o chamado “sistema autondmico” ou neuro-vegetativo € que transmitem o
comando do sistema nervoso central para os tecidos periféricos. (MICHELINI, 1999;
2007a).

O sistema nervoso autdonomo € um sistema motor, que controla a musculatura
lisa, o musculo cardiaco e as glandulas, cujos componentes sdo 0 sistema nervoso
simpatico, parasimpatico e entérico. Nos mamiferos o sistema nervoso parasimpatico

inerva o coracio e apenas alguns poucos vasos periféricos (cabeca, genitdlia, bexiga,
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intestino grosso) e, quando ativado, causa queda na FC e vasodilatacdo nesses
territérios. Pelo fato de apenas uma pequena proporcao dos vasos de resisténcia do
corpo receber fibras parasimpdticas, o efeito dessas fibras colinérgicas sobre a
resisténcia vascular total € irrelevante.

Por sua vez, a inervacdo simpatica € constituida por: 1) neurdnios pré-motores
simpaticos localizados no sistema nervoso central, que recebem densas aferéncias dos
sistemas de integracdo vegetativo e comportamental; 2) neurénios pré-ganglionares, que
iniciam-se no nucleo intermédio lateral da medula espinhal, entre os segmentos T e L,
e projetam-se via corno anterior aos ganglios paravertebrais (WILLIAM, In Fisiologia:
BERNE e LEVY, 1991); 3) neurdnios pOds-ganglionares situados nos ganglios
simpaticos, fora do eixo cérebro vertebral, que inervam os efetores do sistema
circulatério: coracdo, vasos de resisténcia e vasos de capacitancia. Quando ativados
determinam aumentos da freqiiéncia e inotropismo cardiacos, vasoconstri¢ao periférica
e conseqiientes aumentos do débito cardiaco e da resisténcia periférica e reducdo da
capacitancia venosa, as quais conjuntamente, determinam elevagdo da pressao arterial.

Sabe-se que os neurdnios simpdticos formam plexos na tdnica adventicia dos
vasos periféricos: o plexo externo, que inerva a regido mais externa da adventicia e o
plexo interno, que estd restrito a juncdo adventicio-medial. Nas grandes artérias e
arteriolas de ordem superior, as camadas musculares internas ndo sdo diretamente
inervadas pelo simpdtico vasoconstritor, sendo a sua ativacao efetuada pela condugdo do
potencial originado nas fibras mais proximas da adventicia (diretamente inrevadas) e/
ou através da difusdo da noradrenalina pelas camadas musculares. Deve-se ressaltar, no
entanto, que as catecolaminas circulantes, tendo acesso ao vaso via endotélio, também

determinam vasoconstricdo. Durante esta modulacdo simpdtica os neurotransmissores
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liberados pelo plexo interno s@o os principais responsdveis por alteracdes no tonus da
musculatura vascular lisa (BEVAN, 1979).

A densidade de inervacdo do territério vascular € varidvel e acredita-se ndo
haver correlacdo entre a densidade dos terminais simpéticos e o tamanho do vaso, sendo
ele veia ou artéria (SVED et al., 2001). A maioria dos vasos sanguineos possui dois
tipos de receptores: a- e P-adrenérgicos, sendo que a resposta final dependerd da
concentracdo destes receptores € do balanco entre a estimulacdo noradrenérgica
(simpdtica) e adrenérgica (catecolaminas circulantes) a cada momento (DAVIS e HILL,
1999; KRIEGER, 1976, BEVAN, 1980).

A noradrenalina € o principal neurotransmissor dos neur6nios simpéticos pos-
ganglionares. A sintese da noradrenalina (vide Figura 1) inicia-se com a hidroxilagdo do
precursor, a tirosina, um aminodcido de origem alimentar, que é captado do sangue nos
locais de biosintese de catecolaminas (BEVAN, 1987). A transformacio da tirosina em
DOPA ¢ realizada pela tirosina hidroxilase (TH). A DOPA, ¢ descarboxilada para
formar dopamina, cuja reacdo € catalisada pela L-amino-descarboxilase. Essas duas
primeiras etapas ocorrem no citosol do neur6nio adrenérgico. A dopamina é, entdo,
ativamente transportada para o interior das vesiculas, onde € convertida em
noradrenalina pela ac¢do da dopamina-B-hidoxilase, contida nas vesiculas de
armazenamento. Nos neurOnios adrenérgicos o produto final € a noradrenalina,
enquanto que na medula supra-renal esta cascata de reacdes continua até a formacao da
adrenalina pela acdo da enzima feniletanolanina-N-metiltransferase.

A noradrenalina € sintetizada e armazenada em vesiculas e liberada, para fenda
sindptica frente a estimulos nervosos. Na fenda sindptica ela pode combinar-se com
receptores poés-sindpticos desencadeando efeitos intracelulares, que levam a

vasoconstri¢do (receptor o) ou a vasodilatagdo (receptor B); pode também ser recaptada
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pelo préprio neurdnio (receptor a2 e/ ou transportador de membrana pré-sinédpticos), ou
ainda metabolizada. A noradrenalina possui uma maior afinidade pelos receptores -
adrenérgicos quando comparados aos receptores B-adrenérgicos, (o inverso ocorrendo
para a adrenalina) (RANG et al., 1995).

E interessante notar que a etapa inicial desta “cascata de reacdes” catalisada pela
TH constitui-se na reagdo limitante para a biosintese da noradrenalina, sendo ativada
durante estimulacdo nervosa, a qual ndo s6 aumenta a atividade como também induz a
expressdo génica da enzima TH. E ainda sabido que a TH esta sujeita 2 inibi¢do por
compostos catecolaminérgicos (retroalimentacdo negativa) e pela ocupacdo dos

receptores ap-adrenergicos pré-sindpticos (ZIGMOND et al., 1989).
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Figura 1: Ilustracao da sintese da noradrenalina

27



Agindo sobre os receptores o;-adrenérgicos, pds-sindpticos, a noradrenalina
ativa a fosfolipase C e forma os segundos mensageiros diacilglicerol e IP3 que disparam
o processo de contragdo do musculo liso vascular. A noradrenalina também aumenta o
automatismo dos marcapassos da musculatura lisa vascular, aumentando a freqii€ncia de
contracdo dos mesmos. Se a acdo se fizer sobre os receptores B; e 3, hd vasodilatagao
via adenilato ciclase/AMPc/PKA dependente, a qual induz hiperpolarizagdo, reducao da
sensibilidade ao cdlcio, aumento da captacdo de cdlcio para o reticulo sarcoplasmatico e
diminui¢do do influxo de célcio pelo sarcolema nas células musculares lisas
(REMBOLD,1998). Além disso, os subtipos B, B2, P3 também podem induzir seus
efeitos vasodilatadores parcialmente pela estimulagcdo da sintese e liberacdo de NO nas
céluas endoteliais (BRAWLEY et al., 2000b; RAUTUREAU et al., 2002). A
noradrenalina presente na fenda sindptica também age sobre receptores a2 pré-
sindpticos (localizados nas terminacOes neuronais) onde ativa a recaptacdo do
transmissor pelo terminal reduzindo parcialmente seu efeito pds-sindptico. Além disto
as catecolaminas circulantes agindo sobre receptores op-adrenérgicos localizados no
endotélio induzem a liberacdo local de 6xido nitrico, o qual modula negativamente a
resposta contrdtil induzida pela propria noradrenalina. A somatéria dos efeitos
desencadeados pela noradrenalina nos receptores a; € oy (pré e pds sindpticos no
neur6dnio na célula muscular lisa e no endotélio) determina a intensidade e a freqiiéncia
de contracdo da musculatura lisa, determinando a magnitude da vasoconstricao. Quando
o efeito simpatico € retirado e/ ou reduzido além do tonus basal, hd predominio da
vasodilatacdo (DAVIS e HILL, 1999; KRIEGER, 1976; BEVAN, 1980).

Dada a complexidade e a extensdo da inervacdo simpdtica eferente, a sua
quantificacdo ndo é uma tarefa facil e vdrias técnicas tém sido propostas para sua

quantificacdo: dosagem de catecolaminas plasméticas (GOLDSTEIN, 1981;
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THOMPSON et al., 1995), registro eletroneuronografico da atividade simpética em
diferentes leitos vasculares (DICARLO e BISHOP, 1988; GRASSI et al., 1994;
NEGRAO et al.,1993; LATERZA et al., 2007; IRIGOYEN e KRIEGER, 1998, DE
TOLEDO BERGAMASCHI, 2006; CARRILO et al, 2007), simpatéctomia e/ou
bloqueio ganglionar (JULIEN et al., 1990; SANTAJULIANA et al., 1996; CSIKY et
al., 1997), andlise espectral da variabilidade da PA e/ou freqiiéncia cardiaca
(AKSELROD et al., 1981; PAGANI et al., 1986; MALLIANI et al., 1994). A grande
maioria destas técnicas fornece apenas indices da atividade simpética sem particulariz-
la aos diferentes territérios (“spill over” de catecolaminas, bloqueio simpdtico, andlise
espectral) ou a particularizam para determinado tecido nos animais anestesiados
(eletroneuronografia), situacdo em que o tOonus simpdtico se encontra alterado pela
retirada de mecanismos modulatérios corticais e/ou hipotalamicos.

Recentemente foi sugerida a utilizacdo do Western Blot e da imunohistoquimica
para a determinacdo dos niveis teciduais de TH (ZHOU et al. 2004). Enquanto os
resultados obtidos com a técnica de Western Blot fornecem dados controversos sobre a
expressdao da TH na medula supra-renal (KUMALI et al., 1994; MOURA et al., 2005) a
marcacdo de inervacdo simpdtica pela imunohistoquimica mostrou resultados
interessantes. Zhou et al. (2004) observaram presenca de imunoreatividade para TH e
dopamina-- hidroxilase em arteriolas mesentéricas de ratos com sépsis.

Estudo recente de nosso laboratério (HIGA TANIGUGUCHI et al., 2007)
utilizando a técnica de imunohistoquimica associada a quantificagdo da
imunoflourescéncia em neurdnios pré-autondmicos do nucleo paraventricular do
hipotdlamo (PVN) de ratos normotensos, demonstrou que o treinamento fisico de baixa
intensidade aumenta a imunoreatividade para TH, indicando hiperatividade da via

supra-bulbar de modulacdo do simpético periférico. Esse trabalho ndo s6 confirmou a
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potencialidade a viabilidade da técnica de imunohistoquimica associada a analise de
imagem para a quantificacdo da expressdo de TH, um indice da atividade simpética,
como também sugeriu que o treinamento fisico alterava vias centrais de modulacdo do
simpdtico periférico.

Baseados nestas informagdes e na controvérsia sobre os efeitos do exercicio e/ou
treinamento fisico sobre a atividade simpdtica para a periferia, procuramos, no presente
trabalho, investigar os efeitos do treinamento fisico sobre a atividade simpdtica para

diferentes territorios.
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2 OBJETIVOS

Sao,

portanto objetivos especificos deste trabalho, utilizando-se ratos

normotensos Wistar Kyoto (WKY) submetidos ao treinamento fisico de baixa

intensidade ou mantidos sedentdrios por igual periodo de tempo:

iv.

padronizar a técnica de imunohistoquimica para tirosina-hidroxilase
associada a andlise de imagem para a detec¢do da sintese/armazenamento

da noradrenalina em terminais nervosos vasculares.

comparar os efeitos do treinamento fisico sobre a sintese/armazenamento

da noradrenalina no tecido muscular esquelético locomotor e nao

locomotor e no tecido renal.

identificar se a resposta neural ao treinamento fisico é ou nao

acompanhada de alteragdes estruturais da parede vascular.

comparar a resposta neural a hormonal (sintese/armazenamento de

catecolaminas adrenais) apds o treinamento fisico.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados Wistar Kyoto (WKY) com aproximadamente 2 meses de idade,
provenientes do Biotério Central do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade
de Sao Paulo. Durante todo o periodo de experimentagcdo os animais foram mantidos em
ciclo claro/escuro 12/12 horas e controle de temperatura ambiental, recebendo racdo e
agua ad libitum. Todos os procedimentos e protocolos que foram utilizados estdo de
acordo com o Manual Institucional para Experimentacdo Animal e foram aprovados

pela Comissio de Etica sob o nimero 063 fls. 17 livro 2.

3.2 DETERMINACAO DO PESO CORPORAL

Os ratos foram pesados em balancga Filizola, uma vez por semana, durante todo o

protocolo experimental.

3.3 PROTOCOLO DE TREINAMENTO FISICO OU SEDENTARISMO

O treinamento fisico dos animais teve duracdo de trés meses (13 semanas) sendo
este realizado em esteira ergométrica programavel (KT 3000, IMBRAMED), adaptada
para ratos. A esteira € constituida de dez raias de acrilico transparente, pintadas em sua
extremidade dianteira de preto, criando um ambiente para o qual os ratos sdo atraidos
durante as sessdes de treinamento. Esta adaptacdo facilita o treinamento dos ratos sem a

necessidade do uso de choques elétricos.
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Animais WKY foram selecionados por sua habilidade de andar/correr em esteira
durante o periodo de adaptacdo (0,4 km/h, cerca de 10 minutos por dia /duas semanas).
Os animais considerados inaptos a andar/correr na esteira foram excluidos do protocolo
e apenas os ativos foram utilizados neste experimento. Testes de esforco foram
realizados ao final da adaptac@o, no meio e no fim dos protocolos experimentais. O teste
consiste de incrementos de velocidades de 0,3 km/h a cada 3 minutos iniciando-se com
0,3 km/h até o ponto em que o animal se recusa a correr. Os resultados foram utilizados
para se alocar animais com igual desempenho aos grupos sedentério e treinado e para o
calculo da velocidade media de “endurance” no grupo treinado (50-60% da capacidade
maxima).

Os ratos do grupo treinado foram submetidos a um protocolo de treinamento que
consiste de um programa de exercicio 1 hora/dia 5 dias/semana, iniciando-se com
tempos curtos e velocidades baixas que gradativamente aumentam até se atingir a
intensidade estabelecida (50-60% da capacidade/velocidade mdéxima). Na sexta e
décima terceira semanas, foram realizados novos testes de esforco médximo para se
ajustar a intensidade do treinamento e para se aferir a melhora da capacidade fisica do
animal, respectivamente. A intensidade de treinamento foi aumentada gradualmente
pela combinagdo da velocidade e da duracdo (a inclinagdo da esteira foi mantida a 0%).
Os ratos alocados ao grupo sedentdrio foram mantidos sedentarios por igual periodo de
tempo e, apenas uma vez/semana colocados na esteira (10 min com velocidade de~0,4
km/h) para que se acostumassem ao manuseio experimental e a esteira. Estes também

realizaram testes de capacidade maxima no mesmo periodo que os treinados.

33



3.4 TECNICA PARA CATETERIZACAO ARTERIAL

3.4.1 Confeccao das canulas

As canulas arteriais foram confeccionadas com tubos de Tygon (Critchley,
Austrélia), sendo a parte proximal a ser introduzida na luz vascular mais fina (diametro
interno: externo = 028:0. 61 mm) com 2 cm de extensdo, a qual foi soldada, por
aquecimento, a parte distal de maior calibre (diametro interno: externo = 0.50:1.50 mm)
com aproximadamente 6 cm de comprimento. As canulas foram preenchidas com

solucdo salina heparinizada e mantidas ocluidas com pino de metal.

3.4.2 Implantacao da canula arterial

Os ratos foram anestesiados com Ketamina /Xilasina /Acepromazina
(0,7/0,2/0,1 v/v, 0,4 ml/100gr). Realizou-se uma incisdo na regido ventral direita do
pescoco, para isolamento da cardtida. Apds a ligadura da porcdo distal com fio de
algoddo e o clampeamento da porc¢do proximal, realizou-se uma incisdo transversal na
parede do vaso através da qual a por¢do mais fina da canula foi introduzida, em direcao
a crossa da aorta. A canula foi firmemente amarrada a artéria na regido da junciao dos
tubos e a parte proximal mais espessa exteriorizada, através do tecido subcutaneo, no
dorso do animal onde foi fixada com uma sutura. As incisdes ventral e dorsal do
pescoco foram entdo suturadas, procedendo-se a seguir a assepsia local com &dgua

oxigenada.
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Durante a recuperagdo anestésica, os ratos foram tratados com analgésicos e
antibidticos e mantidos aquecidos, permanecendo em gaiolas individuais com 4gua e

racdo ad libitum, até a realizacdo dos experimentos no dia seguinte.

3.5 REGISTRO SIMULTANEO DA PRESSAO ARTERIAL E FREQUENCIA

CARDIACA

Todos os registros dos parametros funcionais foram realizados com os animais
acordados, com livre movimentagdo e obtidos no minimo 24 horas apds a canulagcdo
arterial.

As pressOes pulsatil e média foram registradas diretamente na artéria carétida,
via canula implantada na carétida direita, conectada a um transdutor de pressdo (Gould
P23 XL), acoplado ao pré-amplificador e ao poligrafo (Gould 5900, 8 canais, Cleveland,
OH, USA). A freqiiéncia cardiaca (FC) também foi obtida a partir da contagem dos
pulsos de PA, determinada através do tacégrafo (Biotach, Gould). Para obtencdo desses
valores, aguardou-se o tempo necessdrio (15-30 min) para o desaparecimento da
atividade exploratéria do animal. Os registros basais propriamente ditos (+30minutos)

s6 foram iniciados apds a estabilizacao dos niveis de PA e FC.

3.6 OBTENCAO DOS VASOS E TECIDOS

Ap6s os experimentos funcionais os animais foram profundamente anestesiados
(Ketamina, Xilazina e Acepromazina 0,7: 0,2: 0,1v/v, 0,08 ml/100g peso, i.m).
Imediatamente apds a parada respiratéria metade dos animais da cada grupo (n= 5-8

/grupo) foi dissecada para obtengdo dos tecidos a fresco enquanto que a outra metade
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(5-8/grupo) foi perfundida para obtenc¢do dos tecidos fixados, a serem processados pelas

técnicas de Wetern Blot, HPLC e Imunohistoquimica, respectivamente.

3.6.1 Tecidos para Western Blot e Cromatografia Liquida de Alta Performance

(HPLC)

Para obtenc¢ao dos tecidos (musculo séleo, gastrocnémio vermelho e temporal),
artérias (femoral e renal) e supra-renal, os ratos foram posicionados em decubito dorsal,
realizando-se uma incisao mediana ampla por todo o abdomen e extensao do membro
posterior. O tronco vésculo nervoso que compreende as porcdes iliaca e femoral
(artéria+nervo+veia) foi delicadamente dissecado desde a regido proximal até a porcao
mais caudal. As artérias femorais foram, entdo, removidas lavadas em salina e
colocadas imediatamente em gelo seco. Foram retirados os miusculos séleo,
gastrocnémio vermelho, gracil que foram também imediatamente armazenados em gelo
seco. Em seguida foram afastadas as viceras e intestinos, evidenciando no campo
cirirgico apenas o rim direito e a vascularizacio regional. As artérias renais e glandulas
supra-renais foram entdo delicadamente dissecadas, removidas e armazenadas em gelo

seco. Da cabeca foi retirado o musculo temporal e armazenado em gelo seco.

Ao término do procedimento os tecidos foram guardados em freezer (-80 graus
Celsius) para posterior andlise pela técnica de Western Blot (musculo sdleo,
gastrocnémio vermelho, gricil e temporal, supra-renal, rim e artérias femoral e renal) e

HPLC (artéria femoral).
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3.6.2 Tecidos para Imunohistoquimica

Imediatamente apds a parada respiratéria os ratos foram perfundidos via
ventriculo esquerdo inicialmente com salina tamponada (PBS~100 ml, pH 7,4), seguida
do fixador (paraformaldeido 4% em PBS). A perfusio com bomba peristiltica
(Milan~10 ml/min), foi realizada sob pressdo, em niveis semelhantes aos registrados
nos animais conscientes. Em seguida, foram retirados das patas traseiras, os musculos
sOleo, gracil e gastrocnémio vermelho. O miusculo temporal e os rins também foram
removidos. Os tecidos foram entdo pds-fixados em paraformaldeido 4% em PBS 0,01M
por 12 horas e depois crioprotegidos em sacarose 30% em PBS e armazenados a 4° C

até processamento.

3.7 TECNICA DE WESTERN BLOT

As amostras dos tecidos foram homogeneizadas com Polytron® em tampao de
extracdo (Triton-X 100, 1%; Tris pH 7, 4, 100mM; pirofosfato de sédio e fluoreto de
sodio, 100mM; EDTA e ortovanadato de s6dio, 10mM; PMSF, 2mM; e aprotinina,
0,01mg/ml), seguida de centrifugacdo (30 minutos/12000rpm) para a remogdo do
material insolivel. Parte do sobrenadante foi utilizada para determinac¢do do contetido
protéico por espectrofotometria; o restante foi diluido em tampao Laemmli contendo
200mM de DTT (5:1), e mantido a 4°C até sua utilizacdo. Cerca de 150 a 200 pg de
proteina total foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a
8% para TH (peso molecular da TH= 59-61 kDa) no aparelho para minigel. A
transferéncia das proteinas foi feita elétricamente para uma membrana de nitrocelulose.
Apoés a transferéncia, as membranas foram tratadas com solu¢do bloqueadora a 3 %

(leite desnatado Molico, 5%; Tris, 10 mM; NaCl, 150mM; e Tween20, 0,02%), a 4°C
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durante a noite. A seguir, as membranas foram incubadas com TH (1ul/1ml: Chemicon
Lab: feito em camundongo: catalogo no. MAB318) em soluc¢do bloqueadora por 4h a
temperatura ambiente e lavadas (Tris, 10 mM; NaCl, 150mM; e Tween20, 0,02%) por
30 min, incubadas com anticorpo secundario anticamundongo (TH) com peroxidase por
1h, e, a seguir com soluc@o para detec¢do por quimiluminescéncia, de acordo com as
recomendacdes do fabricante. A emissdo de luz foi detectada e visualizada em auto-
radiografias. A intensidade das bandas foi quantificada por densitometria ptica com

programa especifico (Scioncorp, NIH, USA).

3.8 TECNICA DE HPLC

O sistema cromatogréifico € composto por bomba Waters 510, coluna Resolve
C18 (particula esférica de Smm, 3,9x150mm) e detector eletroquimico Waters 464
operado em modo DC.

Pool de artérias femorais (5-6/grupo) foram sonicados (Microson XL 2005,
Heat System Inc., Farmingdale, N.Y., USA), individualmente em 2,5ml de 4c.
perclérico 0,2N acrescido de EDTA 1mM e 1% de metabissulfito de sédio, por 10
segundos, sendo posteriormente centrifugados por 20 minutos a 3000 rpm, a 5°C
(Eppendorf 5804R  Centrifuge, Brinkman Instruments Inc., Westburg, N.Y.,
USA).Cinqiienta pl de solucao foram injetados no aparelho de HPLC.

O sistema cromatdgrafico foi operado isocraticamente com fluxo de 1,0 ml/min e
potencial de oxidacdo de +900 mV, usando-se, como fase mdvel, uma solu¢do contendo
tampao fosfato de sédio 70 mM com pH 2,9-3,0 contendo 3 mM de SOS, 0,2 mM de
EDTA e 5% de metanol.

Padrdes de catecolaminas (1 mM) foram preparados em uma solu¢do de HCL 0,1M

acrescido de EDTA 0,02% e metabissulfito de sédio 0,02%, aliquotado em tubos de
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microcentrifuga e mantidos em congelador a —80°C. A aliquota foi diluida em uma solugdo
de perclérico 0,1M, EDTA 0,02% e Metabissulfito de sédio 0,02%, para obtencao das

concentracdes necessdrias a andlise.

3.9 TECNICA DE IMUNOHISTOQUIMICA

Os miusculos locomotores (séleo, gastrocnémio vermelho e gricil), ndo
locomotores (temporal) e o rim foram incluidos em TBS, congelados, seccionados em
criostato (Leica.CM1850, Germany) e coletados em laminas de vidro gelatinizadas.
Seccdes transversais (16ium) dos musculos foram processadas para imuno-fluorescéncia
para tirosina hidroxilase. Anticorpos primdrios contra TH (1ul/100ul: Chemicon Lab:
feito em camundongo: catalogo no. MAB318) foram diluidos em PBS (0,01M/]) e
aplicados diretamente sobre os cortes (~150ul/laminas), que foram recobertos com
laminulas. O periodo de incubacdo foi de 12 horas a temperatura ambiente em camera
umida. Apds a remog¢do das laminulas procedeu-se 3 lavagens de 10 minutos em PBS,
os cortes foram incubados por 2 horas em PBS contendo anticorpo secundério
fluorescente (1ul/100ul; Jackson Immuno Research Laboratories; FITC conjugated
affinipure goat antimouse IgG, Catdlogo Numero 115-095-003) a temperatura ambiente
em camera umida. Apds 3 novas lavagens, as laminas foram montadas com Vecta
Shield (Vector Labs, Burlingame, CA) e analisadas em microscopio Nikon Eclipse E
1000, com aumento de 400X. Os controles negativos dos experimentos consistiram na

omissao de anticorpos primarios; nenhuma marcagao foi observada nestes casos.

As imagens, das arteriolas, capturadas no microscépio foram analisadas no

programa Imagl] para quantificacio da imunorreatividade. Nestas mesmas imagens,
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procedeu-se a andlise morfométrica das arteriolas, através do programa IMAGE-Pro

Plus.

3.9.1 Quantificacio da Imunorreatividade

As imagens capturadas das arteriolas (aumento de 400x), foram armazenadas em
computador e a imunorreatividade quantificada pelo programa Imag]J.

Foram analisadas entre 3 a 5 arteriolas/tecido. Para cada imagem foram
selecionadas visualmente trés areas (25um2) de maior fluorescéncia (brilho), e, a
imunorreatividade/janela  foi  quantificada pelo programa Imag), conforme
exemplificado na Figura 1. Dos valores obtidos foi subtraido um valor de background
que era mensurado em 4rea equivalente (25um?) sempre na luz das arteriolas. As
quantificacdes da imunorreatividade foram feitas em laminas codificadas, que omitiam

a identificag¢do dos grupos.
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Fotomicrografia do miisculo soleo

Figura2: Fotomicrografia do musculo s6leo mostrando corte transversal de arteriola imunoreativa para
TH. No esquema inferior observa-se uma ampliacdo da parede vascular evidenciando-se a
elevada flourescéncia na borda adventicia — medial do vaso.

41



3.10 QUANTIFICACAO DA RAZAO PAREDE/LUZ

As mesmas imagens utilizadas na andlise de imuhistoquimica foram submetidas
a andlise morfométrica. As arteriolas foram analisadas em aumento adequado (ocular de
40X com objetiva de 10X), totalizando um aumento de 400X. A andlise morfométrica
das arteriolas foi realizada utilizando-se o programa IMAGE-Pro-Plus. As imagens
foram capturadas on-line no computador. Determinou-se automaticamente o diametro
externo (DE) e didmetro interno (DI), sendo possivel calcular os raios correspondentes e
consequentemente a espessura de parede (espessura da parede (8) = raio externo-raio
interno). A partir destes valores e sabendo-se o didmetro interno do vaso (luz do vaso)

foi possivel calcular a razdo parede/ luz, conforme a férmula: Razdo parede/ luz = 8/ DL

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados obtidos foram amostrados em planilhas especificas,
compilados e calculadas as médias £ EPM. Os valores dos grupos WKYs e WKYr
foram comparados pelo teste t de student ou t-pareado, conforme apropriado. A
evolucdo do peso corporal e desempenho na esteira durante os protocolos experimentais
foi analisada pela ANOVA para medidas repetidas. As diferencas foram consideradas

significantes para p<0,05.

42



4 RESULTADOS

4.1 PESO CORPORAL E EFICACIA DO PROTOCOLO DE TREINAMENTO

FISICO

A Figura 3 compara a evolu¢do do peso corporal dos ratos Wistar Kyoto
treinados (WKYT) durante o protocolo de treinamento e dos Wistar Kyoto sedentérios
(WKYs) durante o mesmo periodo. Ambos os grupos tinham o mesmo peso corporal no
inicio dos experimentos e apresentaram ganho de peso durante o0s protocolos
experimentais que foram similares entre os dois grupos.
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Figura 3. Peso corporal (gramas) medido durante treze semanas dos ratos sedentdrios (S) (n=10) e
treinados (T) (n=10). Média = EPM

A Figura 4 compara o ganho ponderal (gramas) dos ratos WKYse WKY durante

as 13 semanas experimentais. Nao houve diferenca significativa entre os dois grupos.
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Figura 4. Ganho ponderal (gramas) apds treze semanas de experimento nos ratos S
(n=10) e T (n=10). Média = EPM. Significancia (p >0,05).+ diferente de zero (teste t pareado).
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A eficidcia do treinamento fisico foi avaliada através dos testes de esforco
maximo em esteira ergométrica utilizados no inicio, meio e fim dos protocolos, sendo
representada como velocidade maxima atingida durante o teste.

A Figura 5 demonstra que ao inicio dos protocolos (semana zero) os animais
tanto do grupo treinado quanto do sedentdrio apresentavam mesma capacidade fisica
(0,99 £ 0,05 km/h). Observa-se um aumento significativo da velocidade méxima
alcancada pelos ratos treinados na 6* e 13* semanas em comparacdo aos que se
mantiveram sedentdrios, indicando que o treinamento fisico aerébio de baixa
intensidade (50-60% da capacidade méxima) foi eficaz em aumentar a capacidade fisica

do grupo treinado, sem a alterar no grupo sedentério.
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Figura 5. Velocidade maxima (km/h) alcangada durante o teste de esforgo realizado no inicio, na sexta e
décima terceira semanas dos protocolos nos ratos S (n=10) e T (n=10). Média = EPM,
ANOVA para medidas repetidas * p < 0,05 vs S, + vs semana zero.
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A Figura 6 quantifica o ganho da capacidade fisica (diferenca entre a 13% e a
semana zero), demonstrando claramente a eficacia do treinamento fisico em melhorar a
capacidade aerdbia dos animais WKYt: houve aumento significativo (+0,69 + 0,06
Km/h, p< 0,05) no grupo treinado sem alteracdo significativa no grupo WKYjy (-0,03 +

0,07).
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Figura 6. Efeito das treze semanas de treinamento ou sedentarismo sobre a capacidade
fisica dos ratos S (n=10) e T (n=10). Média + EPM+ p <0, 05 vs S., (test ?).
+ denota ganho significativo entre inicios e fins dos protocolos ( t pareado).
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4.2.VALORES BASAIS DE PRESSAO ARTERIAL MEDIA E FREQUENCIA

CARDIACA

A Tabela 1 apresenta os valores absolutos de Pressdao Arterial (sistolica,
diastdlica e média) pressao de pulso e FC de ambos os grupos. O treinamento fisico ndo
alterou significativamente os niveis pressoricos nos WKYr, mas causou alteracdes

inversas na pressao de pulso (aumento) e FC (reducio).

Tabela 1 Apresenta os valores absolutos de pressao sistdlica (PS), pressdo diastélica (PD), pressio
arterial média (PAM), pressdo de pulso (AP), e freqiiéncia cardiaca (FC) de ratos normotensos

SeT.

WKYs WKYr

DADOS FUNCIONAIS (n=9) (n=9)

PS, mmHg 146 £ 4 1552
PAD, mmHg 103 4 107 £1
PAM, mmHg 123 +£5 126 £2
AP, mmHg 43 £ 1 47 +1*
FC, bpm 3277 309 + 9%

Valores sdo média + EPM.Significancia (teste ¢), *p<0,05
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A comparagdo dos valores de PAM, pressdo de pulso e FC entre os grupos
(Figura 7) mostra que o treinamento de baixa intensidade embora ndo alterasse os
valores basais de pressao arterial média (PAM) (p> 0,05), aumentou em 11% a pressao

de pulso ( p <0,05) e reduziu em 6% a FC (p<0,05).
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Figura 7. Comparacdo dos valores de pressdo arterial média (PAM), pressdo de pulso e FC basal dos
ratos S (n=9) e T (n=9), Média+ EPM. Significancia (teste ), p<0,05 vs S.
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4.3 EFEITOS DO TREINAMENTO FISICO SOBRE A IMUNOREATIVIDADE

PARA TH EM ARTERIOLAS MUSCULARES ESQUELETICAS

A imunoreatividade para TH (THir), utilizada como um indice da
sintese/armazenamento de noradrenalina nos terminais simpdticos vasculares foi
quantificada em arteriolas (3-5 arteriolas/rato, Sratos/grupo) musculares esqueléticas de
miusculos locomotores (séleo, gastrocnémio vermelho e grécil) e ndo locomotores
(temporal) e no territorio renal, que apresenta comportamento oposto ao da musculatura
esquelética durante o exercicio. Os valores absolutos de THir estdo sumarizados na

Tabela 2 e comparados entre os grupos WKYse WKYt nas Figuras 8 a 12.

4.3.1 Soleo

A Figura 8A ilustra cortes de sec¢do transversal das arteriolas da mesma ordem
do misculo séleo (musculo exercitado) em um rato sedentdrio e outro treinado,
submetidos ao processo de imunohistoquimica de fluorecéncia para TH. Observa-se que
a imunoreatividade para TH € bastante densa no sedentédrio e encontra-se presente na
borda médio-adventicial da arteriola; por outro lado a imunoreatividade para TH
apresenta-se marcadamente reduzida no WKYt. Dados quantitativos para os grupos S e
T mostraram que o TF foi eficaz em reduzir significativamente a imunoreatividade para
TH nas arteriolas de mesma grandeza do musculo séleo (de 71 + 5 para 39 + 8 UA, p<

0, 05, correspondendo a uma redugdo de 45%, Figura 8B).
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4.3.2 Musculo Gastrocnémio Vermelho

A Figura 9A ilustra cortes de secc¢do transversal das arteriolas do musculo
gastrocnémio vermelho (musculo locomotor) em um rato sedentdrio e outro treinado,
submetidos ao processo de imunohistoquimica de florescéncia para TH. A semelhanca
do misculo séleo, THir estava presente na borda médio-adventicial da arteriola com
maior densidade no WKYgs e menor no WKYr. Os dados quantitativos (Figura 9B)
mostraram que a imunoreatividade para TH em arteriolas do musculo gastrocnémio
vermelho foi reduzida em 56% pelo treinamento fisico (de 66 + 5 para 29 + 2). Também
para estas arteriolas, a THir localizava-se na borda médio-adventicial com densidade

maior no musculo sedentdrio € menor no treinado (3 ratos/grupo).

4.3.3 Musculo Gracil

A Figura 10A mostra a imunoreatividade para TH em arteriolas nos cortes
transversais do musculo gracil. Os dados quantitativos (correspondendo a arteriolas< 40
wm, 4ratos/grupo) indicaram reducdo significativa de 45% na THir de arteriolas do

musculo grécil apds o treinamento fisico.(de 55 = 1 para 30 = 9 UA, p<0,05, Figura

10B).

4.3.4 Musculo Temporal

A Figura 11A ilustra cortes de seccdo transversal das arteriolas do musculo
temporal (musculo ndo-locomotor) em um rato sedentdrio e outro treinado, submetidos
ao processo de imunohistoquimica de fluorecéncia para TH. H4 uma nitida tendéncia a

reducdo da imunoreatividade apds o treinamento, no entanto, dados quantitativos
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(Figura 11B) indicaram que a reducdo de 31% da imunoreatividade para TH apds o
treinamento fisico. (de 67 + 9 para 46 + 6) o que ndo atingiu niveis de significancia

(p>0,05) (4ratos/grupo).

4.3.5 Rim

A andlise histoldgica do cortex renal revelou presenga de arteriolas maiores do
que as analisadas na musculatura esquelética. Desta forma quantificamos arteriolas com
diametros internos entre 50-60 wm.

A Figura 12A ilustra cortes de sec¢do transversal das arteriolas do rim em um
rato sedentdrio e outro treinado, submetidos ao processo de imunohistoquimica de
fluorecéncia para TH. Observamos densa marcacdo na borda médio-adventicial, bem
como na regido do endotélio. A quantidade da TH na borda médio-adventicial revelou
que o treinamento fisico reduziu em 23% a imunoreatividade para TH (de 44 + 8 para

34 £ 9 UA, p>0,05, Figura 12B), sem, no entanto, atingir niveis de significancia.

Tabela 2. Valores absolutos da imunorreatividade para tirosina hidroxilase em cortes transversais de
arteriolas do musculo séleo, gasrtocnémio vermelho, gricil, temporal e rim nos ratos WKY e

WKYr.

ARTERIOLAS DOS MUSCULOS WKYs WKYr
Séleo, (UA) 71+ 5 39+8*
Gastrocnémio vermelho, (UA) 66 £5 20 £ 2 *
Gricil, (UA) 55+1 30+9*
Temporal, (UA) 67+9 46 £ 6,
RIM WKYg WKYt
Cortex renal, (UA) 44 + 8 34+9

Média £ EPM, n= 3-5 ratos/grupo (correspondendo a 3-5 arteriolas/ ratos). Significancia (p<0,05) * vs
WKYj (t student).
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Figura 8A. Secc¢des transversais do musculo séleo de WKYs e WKYr mostrando arteriolas
imunorreativas para TH. 8B Dados quantitativos de imunorreatividade para TH dos grupos
S e T Média £ EPM, test.t, * p < 0,05 vs S (5 ratos/grupo).
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Musculo Gastrocnémio Vermelho
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Figura 9A Seccdes transversais do musculo gastrocnémio vermelho de WKYg e WKYt mostrando
arteriolas imunorreativas para TH. 9B Dados quantitativos de imunorreatividade para TH dos
grupos S e T Média £EPM, test t, * p <0,05 vs S (3 rato/grupo).
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Musculo Gracil
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Figura 10A Seccdes transversais do musculo gracil de WKYgs e WKYr mostrando arteriolas
imunorreativas para TH. 10B Dados quantitativos de imunorreatividade para TH dos grupos S
e T Média £EPM, test t, * p < 0,05 vs S, (4 ratos/ grupo).
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Miisculo Temporal
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Figura 11A Seccdes transversais do musculo temporal de WKYg e WKYt mostrando arteriolas
imunorreativas para TH. 11B Dados quantitativos de imunorreatividade para TH (musculo
temporal) dos grupos S e T Média £ EPM, (4 ratos/ grupo).
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Figura 12A Seccdes transversais das arteriolas do rim de WKYs e WKYt mostrando arteriolas
imunorreativas para TH. 12B Dados quantitativos de imunorreatividade para TH dos grupos

S e T Média + EPM, (3 ratos /grupo).
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4.4 QUANTIFICACAO DA NORADRENALINA PELA TECNICA DE HPLC EM

ARTERIAS FEMORAIS: EFEITOS DO TREINAMENTO FISICO

Para confirmarmos a “quantificacio” da sintese/armazenamento de
noradrenalina pela imunoreatividade para TH, medimos a concentragdodo préprio
transmissor pela técnica de HPLC em artérias femorais dos dois grupos de ratos. Os
registros e valores obtidos (pool de 6 artérias nos WKYg e 5 artérias nos WKYr) sdo
mostrados na Figura 13A e B. Observa-se que a concentragdo de noradrenalina
encontrava-se elevada no grupo WKYs (~543 ng/g) sendo marcadamente reduzida no
grupo treinado (~122 ng/g), ratificando o efeito do treinamento fisico em reduzir a
sintese/ armazenamento e a disponibilidade de noradrenalina nos terminais nervosos de
artérias de ratos normotensos.
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Figura 13A. Print-out lustrando os picos de noradrenalina (NOR), adrenalina (ADR) e padrio interno
(PI). 13B. Grificos de barras mostrando a quantificacdo da concentragdo de noradrenalina
através da técnica de HPLC em artérias femorais de ratos WKYgs e WKY (pool de 5-6
artérias/ grupo).
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4.4 EFEITOS DO TREINAMENTO FISICO SOBRE A ESTRUTURA DAS

ARTERIOLAS MUSCULARES ESQUELETICAS

Com a finalidade de se caracterizar estruturalmente as arteriolas em que a THir
foi avaliadae de comparar estes resultados com dados anteriores do laboratorio,
analisamos possiveis alteragdes estruturais induzidas nestas arteriolas pelo treinamento
fisico. Dados quantitativos dos diametros interno e externo, espessura da parede e razao
parede/luz sdo apresentados na Tabela 3. Observa-se que as arteriolas musculares
esqueléticas apresentavam um tamanho médio entre 22 e 34 um de didmetro interno
(correspondendo a arteriolas entre 10-40pm) enquanto que as arteriolas renais tinham
em média 50-60um, correspondendo a arteriolas pouco maiores (na faixa de 30 a
70um). O treinamento fisico determinou ligeiras alteracdes nos diametros interno e
externo e na espessura das arteriolas, que, no entanto, ndo atingiram niveis de
significancia em nenhum dos territérios analisados (Tabela 3, p>0,05). A auséncia de
efeito do treinamento sobre a geometria de arteriolas nos ratos normotensos refletem-se

sobre a falta de alteracdo da razdo parede/luz nos diferentes territérios analisados

(Tabela 3, Figura 14, p>0,05).
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Tabela 3. Dimensoes das arteriolas em musculos esqueléticos e cortex renal de WKYg e WKY

Diametro interno |Diametro externo.| ESPESSURA DA
MUSCULOS (D.IL, pm) (D.E., um) PAREDE (um) | RAZAO P/L
SOLEO
WKYj 23,42 +231 38,69 + 2,96 7,63 0,48 0,35 + 0,032
WKYr 26,907 + 2,28 43,56 + 2,94 8,33+ 1,13 0,35 + 0,06
GASTROCNEMIO V.
WKYs 28,26 + 2,59 42,69 +2,79 7,21 +0,38 0,28 + 0,03
WKYr 23,14 +234 35,78 3,11 6,32 + 0,68 0,29 + 0,03
GRACIL
WKYj 34,09 + 4,90 48,41 + 4,05 7,04 0,72 0,25 + 0,07
WKYr 35,69 + 3,66 48,94 +325 6,62 +0,42 0,19 + 0,03
TEMPORAL
WKY 22,39 + 3,57 33,21 +3,90 541 +0,51 0,28 + 0,04
WKYr 30,78 + 4,39 4229 + 3,64 5,76 +0,51 0,25 + 0,096
RIM
WKYj 60,47 + 2,90 87,35+ 5,76 13,44 £2.26 0,22 + 0,04
WKYr 51,33 + 10,84 70,78 + 14,21 9,73 £2,02 0,19 + 0,02

Tabela 3. Valores sao médias + EPM. Medidas feitas nas arteriolas em que se quantificou a
imunoreatividade para TH, mostradas na Tabela 2.
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Figure 14. Comparagdo da razio parede/luz em cortes transversais da microcirculagdo do musculo séleo
(A), gastrocnémio vermelho (B), temporal (C), gricil (D) e rim (E) nos ratos WKY

treinados e sedentarios Média + EPM
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4.5 EFEITOS DO TREINAMENTO FISICO SOBRE A EXPRESSAO DE PROTEINA
DE TH NA SUPRA-RENAL

Pretendiamos quantificar a expressdo protéica da enzima TH nos mesmos
territorios, em que quantificamos a THir (musculos:locomotores, ndo locomotores,
rins), além das artérias femoral e renal e da supra-renal (sintese de catecolaminas
plasmadticas). No entanto, em multiplas tentativas ndo foi possivel detectar a expressao
protéica de TH. Acreditamos que a proteina TH € muito pouco expressa em relagdo ao
conteddo protéico total destes tecidos, ou seja, o sinal para TH encontrava-se abaixo dos
niveis de detecc¢do. Por outro lado, a elevada a concentragdo de TH nas supra-renais
permitiu a sua quantificacdo nos grupos S e T. Os dados quantitativos (4 ratos/grupo)
sao apresentados na Figura 15. Observamos que o TF nao alterou os niveis de TH na

medula supra-renal (de 7913 + 2800 para 7616 £+ 846 UA, p>0,05).
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Figura 15. Expressdo proteica de TH na supra-renal de ratos normotensos sedentarios e treinados (4
ratos/gupo).
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5 DISCUSSAO

No presente trabalho, associando-se a determina¢@o da imunoreatividade para a
tirosina hidroxilase como a técnica de andlise de imagem, pudemos demonstrar a
eficacia deste procedimento na determinagdo simultinea da atividade simpdtica vascular
para diferentes territérios. Tratam-se de dados originais mostrando, que o treinamento
fisico de baixa intensidade determina, em individuos normotensos, reducdo da
imunoreatividade para a tirosina hidroxilase em terminais simpdéticos de arteriolas de
musculos locomotores, sem alteragcdes significativas nos musculos ndo locomotores, nos
terminais nervosos de arteriolas renais e na supra-renal (indicativo de inalteracdo dos
niveis de catecolaminas plasmaticas). Além disto, nossos dados mostrando reducao
marcante na concentracdo de noradrenalina na artéria femoral (que irriga a musculatura
da pata posterior) confirmam a eficicia do treinamento fisico em reduzir a
disponibilidade do neurotransmissor simpdtico (indicativo da atividade simpdtica
vascular) na musculatura esquelética locomotora. Tratam-se de ajustes funcionais
tecido-especificos, induzidos pelo treinamento fisico, que ocorrem na auséncia de
alteracOes estruturais destas arteriolas e na auséncia de alteracdo dos niveis basais de
pressdo arterial.

A constatacdo de que a alta morbidade e mortalidade das doencgas
cardiovasculares encontram-se frequentemente associadas a hiperatividade simpatica
(BENEDICT,1996; ZOCCALI 2002) fez com que muitos pesquisadores procurassem
desenvolver técnicas adequadas para a quantificacdo da atividade simpdtica basal e
estimulada. No entanto, quantificar adequadamente o simpético nao € uma tarefa facil,

de forma que vdrias técnicas tém sido propostas.
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A dosagem de catecolaminas plasméticas (GOLDSTEIN, 1981; THOMPSON et
al., 1995), o bloqueio ganglionar (JULIEN et al., 1990; SANTAJULIANA et al., 1996;
CSIKY et al.,, 1997) e a andlise espectral da variabilidade da pressdo arterial;
(AKSELRQOD et al., 1981; PAGANI et al., 1986; MALLIANI et al., 1994), apesar da
facilidade de obtencdo dos dados, fornecem apenas indices relativos e conjuntos da
atividade simpdtica neuro-hormonal, sendo inespecifica para a inervagdo vascular. J4 a
técnica da microdidlise mede os niveis locais de noradrenalina (MEREDITH et al.,
1991), mas ndo indica com precisdo a atividade simpdtica regional uma vez que apenas
uma pequena fracdo do neurotransmissor liberado pelo neurdnio pos-ganglionar, atinge
o intersticio e o espaco vascular. A eletroneuronografia (DICARLO e BISHOP, 1988;
GRASSI et al., 1994; NEGRAO et al.,1993; LATERZA et al., 2007; IRIGOYEN e
KRIEGER, 1998, BERGAMASCHI et al., 2006; CARRILO et al, 2007) permite a
quantificacdo da atividade simpatica local, mas exige que o animal esteja anestesiado, o
que retira o controle a modulacdo suprabulbar do simpdtico, além de ndo permitir a
quantificacdo simultanea do simpdtico para as diferentes regides. A grande maioria
destas técnicas fornece indices da atividade simpdtica sem, no entanto particulariza-la
aos diferentes territorios, ou, a particularizam apenas para determinado territério nos
animais anestesiados, situacdo em que o tOnus simpdtico encontra-se alterado pela
retirada de mecanismos modulatérios corticais e/ou hipotalamicos. Todos estes métodos
apresentam uma ou outra limitacdo de modo que o estudo dos efeitos do treinamento
fisico (um procedimento que engloba ajustes multiplos em diferentes territdrios) sobre a
atividade simpadtica encontra grande dificuldade metodolégica. Ainda hoje ndo ¢é
possivel quantificar-se simultaneamente a atividade simpatica para os diferentes
territérios no animal integro. Além destas limitacdes estudos tém ainda demonstrado

que os efeitos do treinamento fisico sobre a atividade simpética podem ser influenciados
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por fatores adicionais como a idade, sexo, tipo de exercicio e intensidade, além de
diferentes patologias pré-existentes (RAY e HUME,1998; CORNELISSEN e
FAGARD,2005; MUELLER, 2007).

Frente a estas limitaches experimentais escolhemos a técnica de
imunohistoquimica, associada a andlise de imagem e a técnica do Western Blot para se
estudar os efeitos do TF sobre a atividade simpdtica simultaneamente em diferentes
territérios. O Western Blot, embora eficaz para detectar a expressdo protéica de TH nas
supra-renais ndo se mostrou, no entanto, sensivel para detectar alteragdes na expressao
de TH nos terminais nervosos vasculares dos diferentes tecidos em que a concentragdo
da TH era muito baixa em relagdo as proteinas totais. Por outro lado, a
imunohistoquimica para TH (ZHOU et al., 2004) fornece dados interessantes sobre a
localizagdo e densidade da TH nas arteriolas, permitindo um estudo conjunto dos efeitos
do treinamento fisico sobre a sintese/armazenamento da noradrenalina nos terminais
simpdticos vasculares dos diferentes territérios. Além disto, a quantificacdo da
densidade relativa da imunorreatividade para a TH pela andlise de imagem
(densitometria em imagens ampliadas dos vasos, conforme recentemente empregado em
areas especificas do sistema nervoso central, HIGA-TANIGUCHI et al, 2007), permitiu
a obtencdo de dados quantitativos da densidade de TH nos terminais simpéticos
vasculares. Portanto, a associacdo destas técnicas, possibilitou a localizagdo e a
quantificacdo  conjuntas dos efeitos do treinamento fisico sobre a
sintese/armazenamento da enzima limitante para a formacdo da noradrenalina
(indicativo da concentracdo do neurotransmissor) nos terminais nervosos dos neuronios
pos-ganglionares de arteriolas musculares esqueléticas locomotoras e ndo locomotoras

bem como das arteriolas renais.
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Utilizando estas técnicas pudemos demonstrar pela primeira vez, que o
treinamento fisico de baixa intensidade ndo alterou a expressdo protéica de TH na
supra-renal (dados obtidos com o Western Blot), mas reduziu a sintese/armazenamento
da noradrenalina nas arteriolas de musculos locomotores (s6leo, gastrocnémio
vermelho, gracil) mostrando ainda nitida tendéncia a reducdo em musculos ndo
locomotores (temporal), sem alteragc@o significativa nas arteriolas renais.

Nao existe consenso na literatura sobre os possiveis efeitos do treinamento fisico
a atividade simpdtica de normotensos e/ou hipertensos, dada principalmente a
diversidade de técnicas, aos estudos em diferentes territérios e /ou espécies em que a
atividade simpatica foi quantificada (RAY e HUME, 1998; CORNELISSEN;
FAGARD, 2005; MUELLER, 2007).

Com relacdo a musculatura esquelética e concordantes com nossos achados
Chen e DiCarlo (1996) relataram reducdo da atividade do simpdtico lombar mediada
pelo baroreceptores e Grassi et al. (1994) descreveram reducdo da atividade simpatica
do nervo fibular em individuos normotensos apds o treinamento. Por outro lado, Laterza
et al (2007) utilizando o mesmo nervo e a mesma técnica que Grassi ndo demonstraram
reducdo da atividade simpdtica em normotensos embora a tenham demonstrado nos
hipertensos. Ray e Hume (1998) concluiram que o treinamento fisico ndo afeta a
atividade simpatica muscular esquelética em humanos. No entanto, Cornelissen e
Fagard (2005), revendo dados de noradrenalina plasmdtica e do “spill over” de
noradrenalina na musculatura esquelética, relataram que o treinamento fisico as reduzia
em 40% ou mais. Considerando-se que o treinamento fisico ndo afeta a sintese de
catecolaminas plasmaticas (dados do presente trabalho) a variacdo dos niveis
plasmaticos poderia realmente refletir a atividade simpatica nervosa reduzida para a

musculatura esquelética.
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Por outro lado, dados relativos ao simpdtico renal tém indicado reducdo da
atividade simpatica apds o treinamento fisico. DiCarlo e Bishop (1988), Meredith et al.
(1991) e Negrao et al (1993) demonstram que o treinamento fisico em individuos
normotensos foi acompanhado por uma reducdo da atividade simpética renal. Nossos
dados sobre a sintese/armazenamento da noradrenalina em arteriolas renais ndo
repetiram com estas observacdes obtidas pela eletroneuronografia (DICARLO e
BISHOP, 1988; NEGRAO et al, 2003) ou “spill over” de noradrenalina (MEREDITH et
al, 1991). Embora observdssemos uma reducdo de 23% na imunorreatividade para TH, a
queda ndo atingiu niveis de significancia. Tratam-se de técnicas distintas, € certo, mas €
importante considerar-se que as arteriolas renais analisadas eram maiores que as dos
demais tecidos ( vide Tabela 3). Tem sido sugerido que a resposta vascular ao
treinamento fisico varia entre os diferentes tecidos (LAUGHLIN et al., 2006) e ao longo
dos diferentes segmentos da circulagdo, dentro de um mesmo tecido (LAUGHLIN et al,
2003, INGRAM et al 2007). E possivel que a sintese/armazenamento da noradrenalina
(e, portanto, a resposta vasoconstritora) varie ao longo das arteriolas renais, com maior
efeito nos vasos menores. Esta possibilidade permanece aberta a investigacdo futura.

H4 ainda evidéncias contrastantes relativas aos efeitos do treinamento fisico
sobre a atividade simpdtica no territério cardiaco: enquanto Meredith et al. (1991) ndo
observaram alteracdes do “spill over” de noradrenalina no coracdo, outros estudos
relataram reducdo do simpatico cardiaco em ratos (Negrdo et al, 1992) e camundongos
(DE ANGELIS et al., 2004). Deve-se ter presente que, além da provavel variacdo da
resposta simpdtica entre os tecidos e segmentos, os efeitos do treinamento fisico sobre a
atividade simpética podem ser influenciados por uma gama de fatores como espécie,
idade, sexo, variacdo entre individuos, doencas pré-existentes, grau de adiposidade,

condicionamento prévio, além do tipo, duracdo, intensidade e freqiiéncia de treinamento
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utilizado (NG et al., 1994; FADEL et al, 2001; JENNINGS et al, 1986; RAY e HUME,
1998; ALVAREZ et al, 2005, CORNELISSEN e FAGARD, 2005; MUELLER, 2007)

Uma observacdo importante, que confirma os dados da imunoreatividade para
TH terminais nervosos da circulacio muscular esquelética (indicativo de reducdo da
atividade simpdtica a este territrio apds treinamento) foi a intensa reducdo da
concentracdo da noradrenalina (medida pelo HPLC) em artérias femorais que irrigam a
musculatura esquelética locomotora. O treinamento fisico aerébio de baixa intensidade
¢ realmente eficaz em atenuar a atividade simpatica basal a este territorio. Parece,
portanto, que nos ratos normotensos o treinamento fisico ndo altera os niveis circulantes
de catecolaminas adrenais, mas tem efeito especifico sobre a inervacdo simpdtica,
reduzindo-a na musculatura esquelética locomotora (que responde com vasodilatagdo ao
exercicio), com pouca ou nenhuma alteracdo a inervacao simpdtica renal, a qual induz
vasoconstricdo durante o exercicio (AMARAL e MICHELINI, 1997; MICHELINI,
1999).

E interessante que a mesma tendéncia 2 reducio da TH-ir estava presente no
musculo temporal (ndo exercitado). Vale lembrar que o controle central da atividade
simpdtica € tecido-especifico de forma que o efeito em musculos locomotores pode estar
também presente em musculos ndo locomotores. Realmente McAllen e May (1994),
Campos e McAllen (1997) e Morrison (2001) descreveram que os neurdnios simpaticos
pré-motores do bulbo ventrolateral tem representacdo topogrifica com distribui¢ao
tecido-especifica e ndo regido - especifica, sugerindo que inervacio do tecido muscular
esquelético seja feita pelo mesmo grupamento neuronal, justificando os resultados
observados. O fato da redu¢do da imunoreatividade para TH ndo ter sido significativa
no musculo temporal sugere que os ajustes na inervacdo simpdtica induzidos pelo

treinamento fisico possam ser modulados por fatores locais (modulacdo auticrina e
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paracrina) liberados durante a hiperemia reativa que nio esteve presente no temporal
durante o exercicio dindmico (MUSH et al,1987). Além disto, a auséncia de efeitos no
territério renal, inervado por outro grupamento de neurdnios pré-motores, poderia
também ser explicada pela inervacdo tecido-especifica (McALLEN e MAY,
1994;CAMPOS e McALLEN, 1997; MORRISON, 2001).

E importante ressaltar, que a redugdo da atividade simpéatica neural para vasos
musculares esqueléticos induzida pelo TF ndo significa necessariamente menor “drive”
simpdtico durante o exercicio. De fato Buckwalter et al. (1997) descreveram elevado
tonus simpdtico basal e magnitude varidvel de ativacdo simpdtica para a musculatura
esquelética durante o exercicio dinamico (maior no exercicio leve e menor no exercicio
intenso). O(s) mecanismo(s) que condiciona(m) estas alteragdes no simpdtico periférico
€ (sdo) ainda desconhecido(s).

Nao podemos deixar de mencionar, que a reducio na sintese/ armazenamento da
noradrenalina nas arteriolas dos musculos locomotores ndo foi acompanhada de
alteracdes estruturais das mesmas, conforme demonstrado pela inalteracdo da razdo
parede/luz das arteriolas dos musculos séleo, gastrocnémio vermelho, gricil. Na
realidade também ndo houve alteracdes geométricas nas arteriolas do temporal e rins,
demonstrando que o treinamento fisico em normotensos ndo é acompanhado por
mudancas estruturais de arteriolas em nenhum dos tecidos estudados, o que sugere
inalteracdo da resisténcia periférica total e € condizente com a inalteracdo da pressao
arterial nos normotensos treinados versus seus controles sedentdrios. Dados anteriores
do laboratério ja haviam demonstrado que o treinamento fisico, em ratos normotensos,
ndo alterava a razdo parede/luz de arteriolas de diferentes tecidos (AMARAL et al,

2000; MELO et al, 2003).
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Frente a auséncia de alteragcdo da resisténcia vascular da musculatura esquelética
por fatores estruturais, o treinamento fisico poderia reduzir a sobrecarga pressora por
reducdo da vasoconstri¢do simpdtica (fator funcional), conforme sugerido pela reducao
da sintese/ armazenamento da noradrenalina neste territério. E provdvel que estes
ajustes do simpdtico vascular sejam mediados centralmente. Evidéncias experimentais
tém sugerido que o treinamento é um estimulo potente para alterar a plasticidade
neuronal e modificar o funcionamento de vias centrais de modulacdo do sistema
nervoso autdbnomo (JACKSON et al., 2005; MARTINS et al., 2005; MICHELINI.,
2007a; 2007b; HIGA TANIGUCHI ET AL 2007). De fato, estudos recentes tem
demonstrado que o TF em ratos normotensos, melhora o ganho da sinalizagdo aferente
pelos baroreceptores arteriais (BRUM et al., 2000), aumenta a sinalizacio
catecolaminérgica do nucleo do trato solitdrio ao nucleo paraventricular (HIGA-
TANIGUCHI et al., 2007; MICHELINI, 2007b), facilita a atividade intrinseca de
neuronios pré-autondmicos do nticleo paraventricular (JACKSON et al., 2005), aumenta
a sinalizacdo OTérgica do nucleo paraventricular do hipotidlamo a regides dorsais do
bulbo, envolvidas no controle autondmico do coracio e vasos (MARTINS et al., 2005)
e reduz a expressdo de receptores Vi, no nicleo do trato solitdrio (MICHELINI et al.
2007a; 2007b), sugerindo que o treinamento modula a atividade da al¢a supra-bulbar de
modula¢do do controle cardiovascular, alterando o balangco simpato-vagal ao coragdo e
o “drive” simpatico aos vasos. A reducdo do “drive” VPérgico ao bulbo dorsal é um
importante fator para reduzir o tono simpdtico periférico apds o treinamento fisico
(MICHELINI et al., 2006). Em conjunto, estes dados dao forte suporte andtomo-
funcional a presente observagdo que o treinamento fisico reduz a
sintese/armazenamento do neurotransmissor simpdtico em arteriolas musculares

esqueléticas, sem interferir nos niveis de catecolaminas circulantes.
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Por fim, quanto a eficdcia do treinamento fisico em condicionar as alteragdes
observadas, ela foi comprovada pelo intenso aumento da capacidade aerdbia e pelo
aparecimento da bradicardia de repouso, caracteristica marcante do exercicio repetitivo.
Esta adaptacdo cardiovascular é usualmente acompanhada por aumento do volume
sistolico visando a manuten¢do do débito cardiaco em niveis normais. Nossos resultados
mostrando que o treinamento fisico foi acompanhado de bradicardia com aumento
simultaneo da pressdo de pulso (gerado por volume sistolico maior), confirmam a

presenca destes ajustes perféricos, que aumentam a eficiencia cardiaca com menor gasto

energético.
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6. CONCLUSAO

A imunorreatividade para TH, quantificando a sintese/armazenamento de
noradrenalina no terminal nervoso, é uma técnica eficaz para aferir, simultaneamente, os
efeitos do treinamento fisico sobre o simpatico periférico em diferentes territorios.

Alteragdes da TH em arteriolas musculares esqueléticas, indicativas da atividade
neural parecem ser moduladas independentemente da resposta hormonal. O efeito de
menor magnitude ndo significativo da imunoreatividade para TH em musculo nao-—
locomotor sugere a possibilidade de a resposta simpdtica ser modulada por fatores

locais.
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