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RESUMO

Barros JGB. O papel da adenosina como reguladora do fluxo sanguineo em
ratos espontaneamente hipertensos jovens e adultos: efeitos do treinamento
fisico (dissertagdo). Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de

Sao Paulo; 2009.

INTRODUCAO: Exercicios fisicos sdo utilizados como terapia néo-
farmacologica para o tratamento da hipertensdo arterial e o treinamento
fisico (TF) por natag&o é reconhecido por produzir remodelamento cardiaco
em animais experimentais. Entretanto, a agdo vasodilatadora da adenosina
(ado) resultante do exercicio fisico como prevencdo e tratamento da
hipertensao é pouco explorada. OBJETIVO: Avaliar remodelamento cardiaco
e papel da adenosina na distribuicado do fluxo sanguineo para o miocardio
ap6s treinamento fisico em SHR. METODO: 28 SHR machos babies e
adultos foram submetidos ao TF aerdbio de natagado, durante 10 semanas
(5x/sem - 1h/dia). Foram utilizados protocolos de microesferas coloridas para
avaliar fluxo sanguineo, técnicas de morfologia para avaliar hipertrofia
cardiaca e analises bioquimicas para verificar atividade de enzimas
envolvidas na formagao de adenosina. RESULTADOS: TF por natacao
atenuou a evolugcdo da HA em SHR babies (S: 145+2; T: 140+2 mmHg),
promoveu bradicardia de repouso em SHR adultos (S: 340+4; T: 321+6 bpm)
e desenvolveu HC nos dois grupos (TB: 12%; TA: 10%). Na condigéo basal,
o TF aumentou o FS coronario em SHR babies (S: 4745+2145; T:

697012374 mi/coragdo) e maior resposta vasodilatadora a infusdo de



adenosina foi observada (S: 18946+6685; T: 2504517031 mi/coragao).
Nesse grupo o TF promoveu maior atividade da enzima 5’-nucleotidase,
levando a maior formagdo de adenosina (S: 0.4510.09; T: 1.01x0.05).
CONCLUSAO: O TF de natacdo, além de desenvolver HC e apresentar
maior hidrolise de AMP, promoveu aumento no FS coronario, sendo
mostrado que desempenha um importante papel na regulacdo da
hipertenséo.

Descritores: 1. Natacdo 2. Cardiomegalia 3. Fluxo sanguineo regional 4.

Microesferas coloridas 5. Adenosina



SUMMARY

Barros JGB. The role of adenosine as blood flow regulator in SHR: fisical
exercise effect (dissertation). S&o Paulo: “Faculdade de Medicina,

Universidade de Sao Paulo”; 2009.

ABSTRACT: Exercise training (ET) has been used as non-pharmacological
therapy for hypertension treatment and the swimming physical training is
recognized for yield cardiac remodeling in experiments. However, little is
known on the effects of adenosine (Ado) resulting from ET as hypertension
prevention and treatment. OBJECTIVE: To evaluate cardiac remodeling and
the role of adenosine in cardiac blood flow distribution (BF) to the
myocardium after aerobic ET on SHR. METHODS: 28 male SHR, babies and
adults, were submitted to swimming training protocol during 10 weeks (5
times a week — 1 h a day). Colored micro spheres protocols were used to
evaluate blood flow, morphological techniques were used to evaluate cardiac
hypertrophy and biochemical analysis were performed to verify enzyme
activity in the adenosine formation. RESULTS: ET attenuated the evolution of
hypertension in babies SHR group (S: 145+2; T: 140+2 mmHg), HR was
lower in adults SHR (S: 340+4; T: 32146 bpm) and CH increased in both
groups (TB: 12%; TA: 10%). At basal condition, BF was increased in trained
babies (S: 4745+2145; T: 6970+£2374 mi/heart) and higher vasodilatation
response were observed due to adenosine infusion (S: 1894616685; T:
250457031 mi/heart). In this group, the ET promoted a higher 5'-

nucleotidase enzyme activity leading to a higher adenosine formation (S:



0.45£0.09; T: 1.01+£0.05). CONCLUSION: The swimming training developed
CH as well as increased adenosine formation, leading to higher coronary
blood flow, being demonstrated its important role in hypertension regulation.

Descriptors: 1. Swimming 2. Cardiomegaly 3. Regional blood flow 4. Colored

microspheres 5. Adenosine



1. INTRODUCAO




1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1 Hipertenséao Arterial

A hipertensdo arterial € uma das causas mais comuns de doengas
cardiovasculares, sendo considerada um fator de risco para o
desenvolvimento da doenga coronariana, acelera o processo de
aterosclerose e pode ser um fator determinante de morbidade e mortalidade
cardiovascular (Jas Barreto-Filho & Je Krieger, 2003).

Pode ser entendida como uma sindrome multifatorial, de patogénese
pouco elucidada, na qual fatores genéticos e ambientais causam elevagao
sustentada da presséo arterial (Lopes et al., 2003).

A hipertensdo crénica tem alta prevaléncia e pesquisas para
eficientes terapias anti-hipertensivas farmacoldgicas e n&o-farmacologicas
tem sido uma importante meta para muitos pesquisadores.

Dados epidemiolégicos do American Heart Association destaca que
pelo menos 65 milhdes de norte-americanos sao hipertensos. No Brasil 30
milhdes de pessoas sdo hipertensas de acordo com a Sociedade Brasileira
de Cardiologia e estudos brasileiros (Brandao et al., 2003) tém mostrado
prevaléncia entre 12% e 35% em diferentes regides do pais.

Existem varias medidas nao farmacolégicas que, quando praticadas,
resultam em grande beneficio em relagdo ao controle da pressao arterial e
co-morbidades comumente encontradas no paciente hipertenso. Dentre as

medidas com eficacia comprovada e de melhor impacto na pressao arterial,



merecem destaque a reducdo do peso, a reducdo do sodio da dieta e a
pratica regular de atividade fisica (Hagg et al., 2004).

O exercicio fisico agudo nas primeiras 24 horas e o exercicio crénico
tém levado pesquisadores (Medeiros A, Negrao CE, Brum PC, 2000;
Irigoyen MC, De Angelis K, Schaan BD, Fiorino P, Michelini LC, 2003) a
sugerir o treinamento como conduta nao farmacolégica importante no
tratamento de patologias como hipertensao arterial, diabetes e insuficiéncia
cardiaca (Irigoyen et al., 2003).

Evidéncias experimentais tém demonstrado a atividade fisica regular
reduz a pressao em pacientes hipertensos, contribuindo para a diminuigao
da morbidade e mortalidade cardiovascular (Muntner P, Rocella HEJ,
Whelton PK, 2002). Entretanto, pouco se descreve em relacdo aos
mecanismos que sustentam esses efeitos benéficos do exercicio realizado
de forma cronica.

Células musculares lisas como arteriolas de condutéancia e resisténcia
estdo fortemente envolvidas na fisiopatologia do remodelamento vascular
induzido pela hipertensdo (Amaral et al, 2001). O crescimento de células
musculares lisas, com hipertrofia e hiperplasia, contribuem para as
mudancgas estruturais dos vasos em SHR (Ziada et al., 2005) .

Esse crescimento é regulado por muitos fatores, e um desbalango
desses fatores promotores e inibidores de crescimento, podem levar a
condigdes patoldgicas gerando aumento de proliferagéo celular e deposigéao

na matrix extracelular de proteinas (Shen at al., 2004).



Entretanto, fatores enddgenos liberados pelas células musculares
lisas e que inibem o crescimento celular podem exercer maior papel
vasoprotetor e diminuir os niveis vasculares do fator de crescimento da
doencga vascular na hipertensdo (Shen at al, 2004). Assim, a presencga de
niveis adequados de adenosina vascular pode ser importante na prevengao

na hipertensao.

1.1.2 Modelos de Hipertensao Arterial

No decorrer dos anos houve o desenvolvimento de varios modelos
experimentais de hipertensédo arterial que poderia melhor caracterizar uma
patologia tdo importante para o ser humano como a hipertensdo essencial
em relagao a parametros hemodinamicos, cardiacos e bioquimicos.

Dentre os modelos genéticos de hipertensdo descritos (Okamoto &
Aoki, 1963), apresentam-se os ratos com hipertensao espontanea (SHR) e a
cepa de ratos sensiveis a ingestdo de sddio (Dahl). Entre os modelos de
hipertensdo neurogénica apresentam-se aqueles que envolvem a lesdo do
nucleo do trato solitario (NTS) e o da deaferentacéo sino-aértica, associada,
ou nao, a desenervacgao das aferéncias cardiopulmonares.

Entre as hipertensdes renais destacam-se: a renovascular, que
decorre da oclusao parcial da artéria renal; a renopriva, como o proprio
nome indica; a perinefritica, que decorre da inducido de fibrose renal pelo
envolvimento do rim com um abrasivo contido por um tecido e pela liberagao

do pediculo renal ap6s algumas horas de oclusao total.



O modelo de constricao (parcial ou total) da aorta abdominal relaciona
fatores mecanicos e neurohumorais na elevacdo da pressao arterial. Um
modelo descrito mais recentemente € o do bloqueio da formagao de 6xido
nitrico (NO) com o N®-Nitro- L- arginine-methyl ester (L-NAME) e finalmente
o0 modelo de hipertensado induzida pelo tratamento com deoxicorticosterona
associado a ingestao alta de soédio (DOCA-SAL). Todos esses modelos tém
sido importantes para o avango do conhecimento e tratamento desta

patologia.

1.1.2.1 Ratos Espontaneamente Hipertensos (SHR)

O modelo genético de hipertensdo espontanea SHR — Spontaneous
Hypertension Rats (Yamori Y, 1994) € o modelo que mais apresenta
respostas hemodinamicas e enddcrinas semelhantes as do homem com
hipertenséo essencial.

O desenvolvimento da hipertensdo em ratos SHR caracteriza-se pelo
aumento da resisténcia vascular periférica e hiperatividade simpatica, a qual
se relaciona com os niveis pressoricos. Com a progressdo da doenca ha
desenvolvimento da hipertrofia cardiaca, reducdo do débito cardiaco e
finalmente insuficiéncia cardiaca congestiva (Lorell BH, 1997).

Em animais experimentais SHR, os efeitos do exercicio fisico sobre a
pressao arterial podem depender da idade e do grau de hipertensdo com

que estes animais comegaram o protocolo de treinamento (Zamo, 2003).



Em animais experimentais SHR, os efeitos do exercicio fisico sobre a
pressao arterial podem depender da idade e do grau de hipertensdo com
que estes animais comegaram o protocolo de treinamento (Zamo, F. S. ;
Oliveira, Edilamar Menezes de; Krieger, E.M. ; Irigoyen, MC, 2004).

Ratos hipertensos jovens treinados em baixa intensidade em esteira
ergométrica apresentam uma atenuagdo da pressao arterial quando
comparados com os ratos jovens treinados em alta intensidade. Ja animais
adultos, no inicio do treinamento fisico, ndo mostram diferencas na pressao
arterial apos treinamento sob alta ou baixa intensidade. Zamo et al. (2004)
sugere que a idade, assim como a intensidade do exercicio, exergam juntos
um papel sobre o comportamento pressérico e hemodinamico destes
animais.

Ha décadas estudos reportam que os vasos sanguineos de SHR sao
diferentes dos ratos normotensos Wister-Kyoto (WKY) em resposta a
drogas. A aorta toracica de SHR tem uma menor resposta relaxadora a
acetilcolina (Ach), adenosina (ADO) e isoproterenol (ISO) quando
comparada a aorta de WKY.

Essa associacdo demonstra que a participagao de células endoteliais nos
efeitos vasodilatadores depende da variedade da droga. Adenosina né&o
requer participacao endotelial no relaxamento.

Em estudo de Bottiglieri et al. (1988), comparando o efeito depressor da
infusdo intravenosa (i.v.) e intra-adrtica (i.a.) de adenosina em SHR
comparado ao WKY, o efeito vasodilatador foi melhor i.a. quando comparado

ao i.v., foi consistente devido aos pulmdes de SHR terem maior habilidade



de transporte e metabolizagdo de adenosina. Ha a possibilidade de que a
extracdo de adenosina dos pulmdes de SHR seja aproximadamente de 50%,

contra nenhuma extragao pelos pulmdes de WKY.

1.1.3 Efeitos do Treinamento Fisico na Hipertensao

Durante o exercicio fisico o coragdo se ajusta aos aumentos
requeridos nas atividades metabdlicas e mecanicas. O treinamento fisico
provoca adaptagées hemodindmicas, bioquimicas, elétricas e morfolégicas
no musculo cardiaco que, em conjunto, proporcionam uma melhora na
funcdo cardiaca. Estas adaptacbes ocorrem basicamente para reduzir o
estresse sobre as paredes ventriculares e, ao mesmo tempo, atender a
maior demanda de suprimento sanguineo dos musculos em exercicio.

Uma melhor funcido contratil do miocardio em resposta ao exercicio
tem sido observada em seres humanos e em alguns modelos animais, “in
vivo”, em coragdes isolados e em preparagdes celulares. Estudos com
células isoladas (Natali, 2004) revelam que o exercicio crbnico pode
aumentar a contratilidade do miocardio, apesar de alguns estudos serem
divergentes (Natali, 2000). Tais divergéncias podem ser causadas pelo uso
de diferentes modelos de exercicio, técnicas para medir contragao,

condigdes experimentais e isolamento de células de diferentes regides do

ventriculo.



1.1.3.1 Efeitos Morfolégicos — Remodelamento Cardiaco

A hipertrofia cardiaca € um achado comum na avaliagao clinica dos
pacientes com hipertensdo arterial (Levy D, Garrison RJ, Savage DD,
Kannel WB, Castelli WP, 1990). Entretanto, a hipertrofia de ventriculo
esquerdo n3o representa apenas um mecanismo de compensagao para o
aumento da pds-carga imposto ao coragao.

A ocorréncia de eventos cardiovasculares, como insuficiéncia
coronariana aguda, insuficiéncia cardiaca congestiva, acidente vascular
cerebral e insuficiéncia renal crbnica é significativamente maior em
pacientes hipertensos com hipertrofia de ventriculo esquerdo quando
comparadas com individuos com os mesmos niveis de pressao arterial, mas
sem hipertrofia (Levy et al., 1990).

As hipertrofias cardiacas sao resultantes das adaptacbes do
miocardio frente a sobrecargas fisioldogicas ou patolégicas. Estas
apresentam propriedades cardiacas diferentes e podem ser classificadas, de
modo geral, como concéntricas ou excéntricas (Weber & Brilla, 1991).

Em estados patoldgicos, dois tipos de sobrecarga cronica podem
levar a hipertrofia cardiaca. Uma sobrecarga de volume, que leva aos
aumentos do diametro interno e da espessura da parede do ventriculo
esquerdo, chamada de hipertrofia ventricular excéntrica, ou ainda, uma
sobrecarga de pressao que esta associada ao espessamento da parede
ventricular esquerda e a diminuicdo da dimensdo interna da cavidade

ventricular, conhecida como hipertrofia ventricular concéntrica.



Em condigbes fisiolégicas, como exercicio fisico, dois tipos de
sobrecarga intermitente podem levar a hipertrofia cardiaca de maneiras
diferentes, porém desenvolvidas de forma simétrica no coragcdo. No
exercicio estatico ou isométrico que apresenta como consequéncia
hemodinamica ligeira elevagcao do débito cardiaco (DC), resultante do
aumento da frequéncia cardiaca (FC) e grande elevacao da pressao arterial
(PA), leva a uma sobrecarga de pressdo no coragdo, que resulta em
espessamento da parede ventricular esquerda sem diminuigédo da dimensao
interna da cavidade desenvolvendo hipertrofia ventricular concéntrica.

No exercicio dinamico, em que os atletas realizam exercicios
isotbnicos, os principais padrdes hemodinamicos sao aumentos da FC e do
volume sistdlico (VS). Portanto, a sobrecarga no coracdo ¢é
predominantemente volumétrica levando ao desenvolvimento de hipertrofia
ventricular excéntrica.

Esse remodelamento cardiaco, assim como o vascular, presente na
hipertensdo, pode estar relacionado a diferentes mecanismos
fisiopatolégicos como pelo aumento da angiotensina Il (Kaplan, 1994). Além
disso, a massa do ventriculo esquerdo pode variar de acordo com diversos
outros fatores, como por exemplo, obesidade, idade, viscosidade do sangue,
ingestao de sal, além de diferentes determinantes genéticos (Mancia et al.,
1997).

Exercicio aerdbico de baixa e média intensidade induz hipertrofia
excéntrica (células longas), enquanto que o exercicio anaerdbico de alta

intensidade cauda hipertrofia concéntrica. Além disso, os miécitos parecem



adaptar-se a carga hemodinamica do exercicio dependendo da regido da

parede ventricular onde se encontram.

1.1.3.2 Efeitos Hemodinamicos

De forma semelhante ao exercicio agudo, o treinamento fisico
promove reducdo dos niveis pressoricos no periodo pds-exercicio com a
vantagem de que hipertensos treinados, humanos (Forjaz, CLM; Santaella,
DF; Rezende, LO, 1998) ou ratos espontaneamente hipertensos (Overton
JM; Joyner MJ; Tipton CM, 1988), apresentam menor PA durante a
realizacdo da atividade fisica e reducao nos niveis da PA no periodo de
repouso.

Todavia, esses estudos demonstraram que o treinamento fisico deve
ser realizado em intensidade de baixa a moderada (50% VO, max.), ja que
tais beneficios ndo foram observados (Véras-Silva AS; Mattos KC; Gava NS;
Brum PC; Negrao CE; Krieger EM, 1997) em ratos SHR treinados em alta
intensidade (85% VO, max.).

Os mecanismos envolvidos na queda da PA em individuos
hipertensos parecem estar relacionados com fatores hemodinadmicos,
neurais e humorais. Humanos hipertensos e ratos SHR treinados
apresentam reducao da PA de repouso associada a diminui¢cao da atividade
simpatica periférica e do débito cardiaco (Negrao CE & Rondon MUPB,

2001). Nesse aspecto, a normalizagdo do ténus simpatico cardiaco



exacerbado, observada em ratos SHR treinados, estaria associada a
bradicardia de repouso e, consequentemente, a redugcao do débito cardiaco.

Além disso, o treinamento fisico melhora o prejuizo na sensibilidade
dos pressorreceptores, observado em humanos e animais hipertensos, e
este beneficio é atribuido a melhora na aferéncia deste reflexo em ratos
SHR treinados (Brum PC, Forjaz CL de Moraes, Tinucci T, Negréao CE,
2004). Embora, ndo possam ser excluidas alteracbes nos componentes
eferente e central (Brum et al., 2004).

O treinamento fisico de baixa intensidade causa reducgao significativa
da resisténcia vascular periférica, determinada por redugcdo da
vasoconstricdo, melhora da fungao endotelial e alteragdes estruturais da
microcirculagdo. Trabalhos com ratos SHR submetidos a treinamento
aerdébio de baixa intensidade (50 a 60% VO, max.) mostraram redugao
consistente dos niveis pressoricos (Melo et. al, 2003).

Sabe-se que o maior dispéndio de energia costuma exigir ajustes
rapidos no fluxo sanguineo, que afetam todo o sistema cardiovascular, como
por exemplo, como o0 que ocorre no exercicio fisico.

A atividade fisica com maior demanda de energia e o papel do ATP
(Adenosina Trifosfato) intracelular como a mais imediata fonte de energia
para uma grande variedade de reagdes bioquimicas sdo bem descritos na
literatura. Entretanto, a importdncia dos efeitos do ATP e do ADP
(Adenosina Difosfato) extracelular participante em processos da fungao

cardiaca associados ao exercicio nao foi explorada suficientemente.



1.1.4 Adenosina e fluxo sanguineo

Sabe-se que o maior dispéndio de energia costuma exigir ajustes
rapidos no fluxo sanguineo, que afetam todo o sistema cardiovascular, como
por exemplo, como o0 que ocorre no exercicio fisico.

A atividade fisica como maior demanda de energia e o papel do ATP
intracelular como a mais imediata fonte de energia para uma grande
variedade de reagdes bioquimicas s&do bem conhecidos. Entretanto, pouco
se sabe da importancia dos efeitos do ATP e/ou ADP extracelular
participante em processos como agregacao plaquetaria, controle do ténus
vascular, neurotransmissao, permeabilidade da membrana da célula, fungéo
cardiaca e contragdo muscular associados ao exercicio.

Adenosina (Ado) é um nucleosideo com potente agao vasodilatadora,
sintetizada por fibroblastos vasculares, cardiomidcitos e pelas células
endoteliais vascular e cardiaca. Recentemente tem-se descrito que células
musculares lisas (SMCs) vasculares e fibroblastos cardiacos também
sintetizam adenosina e que SMCs, como fibroblastos cardiacos derivados de
adenosina, inibem o crescimento de SMCs e de fibroblastos cardiacos
(Jackson; kitakase, 1991). Se os niveis vasculares de adenosina sao
menores na hipertensao, esta pode contribuir importantemente na sequela
vascular. Apesar de seus efeitos sobre o territério arterial (aorta e artéria
coronaria) serem conhecidos, seu papel no treinamento fisico ainda ndo esta

completamente estabelecido.



Além da acdo vasodilatadora, inibe a agregagao plaquetaria, previne
a adesdo vascular e de células endoteliais cardiacas, atenua dano celular
endotelial induzido por neutrdfilos, estimula a liberagao de 6xido nitrico de
células endoteliais vasculares e de células musculares lisas, ativagao
sistema defesa antioxidante celular, previne injuria induzida por radicais
livres de oxigénio e bloqueia a sintese de potentes fatores mitdgenos como
angiotensina |l e norepinefrina pela inibicdo da liberacdo de renina e
neurotransmissao noradrenérgica (Radegran & Hellsten, 2000; Sachrader,
1990, Jackson 1991; Kitakaze, 1991).

Seu efeito na protegdo e reparacao tecidual é descrito em quatro
categorias: aumento da razdo suplemento-demanda de oxigénio, protegao
de danos isquémicos, respostas antiinflamatérias e promogao da
angiogénese (Kenneth A. Jacobson e Zhan-Guo Gao).

Em relacdo aos efeitos no sistema cardiovascular, a adenosina
provoca reducao na frequéncia cardiaca e contratilidade atrial, além da
atenuacao de agdes estimulatérias de catecolaminas no coragdo. Durante
isquemia miocardica, por exemplo, a adenosina é liberada de forma a evitar
danos maiores aos cardiomidcitos. Alguns autores, como Mubagwa et al.
(1996), sugerem que a adenosina, como dilatador endégeno dos vasos
coronarianos, € liberada pela redugao da suplementagcdo miocardica de
oxigénio ou pelo aumento da sobrecarga miocardica. Em nosso estudo,
visto a inexisténcia de injuria tecidual, o treinamento fisico foi considerado

como sobrecarga de trabalho.



Além da acao vasodilatadora coronariana e das propriedades anti-
arritmicas desse nucleosideo como previamente descrito, a Adenosina tem
um papel em destaque na regulagdo do fluxo sanguineo coronario
apresentando ndo apenas um papel biolégico no metabolismo celular, mas
também um importante papel no sistemas cardiovascular em geral.

O ATP extracelular atua como vasodilatador (receptores P2Y) ou
vasoconstritor (receptores P2X) dependendo de suas concentragdes ou do
seu receptor (Burnstock, 1997), enquanto que o ADP é um nucleotideo que
induz agregacao plaquetaria através da interagdo com receptores
plaquetarios do tipo P2Y. A degradacdo do ATP e ADP extracelular é
realizada por enzimas denominadas ectonucleotidases.

Ectonucleotidases localizadas na membrana plasmatica de plaquetas
(Rossatto et al., 2003) e em células endoteliais, juntamente com
ectonucleotidases soluveis na circulagdo, sao responsaveis pela rapida
inativacdo dos nucleotideos de adenina circulantes.

ATP difosfoidrolase (apirase) € uma enzima que hidrolisa ATP e ADP
e juntamente com uma 5’-nucleotidase estao relacionadas com o controle da
relacdo nucleotideos/nucleosideos na circulagao. Além disso, a apirase pode
inibir a agregacao plaquetaria promovendo a hidrélise do ADP e também
controlar o ténus vascular (Melchert & Welder, 1995) em combinagdo com a
5’-nucleotidase que hidrolisa adenosina monofosfato (AMP) produzindo
adenosina, que é um potente vasodilatador.

A adenosina produzida pela degradacdo de nucleotideos inibe a

agregacao plaquetaria e apresenta uma importante acdo vasodilatadora e



cardioprotetora em situagdes patoldgicas, como na isquemia do miocardio e
na insuficiéncia cardiaca cronica.

Autores tém descrito o importante papel destas purinas no processo
de homeostase e formacédo de trombos (Coade SB & Pearson JD, 1989;
Kitakaze et al., 1999), e no controle dos seus niveis circulantes para
manutencao dos processos fisioldgicos.

A adenosina produzida pela degradacdo do ATP e ADP em
cardiomiocitos e em células endoteliais apresenta acdo cardioprotetora via
ativacdo de receptores de adenosina (Kitakaze et al., 1999). Assim, a
presenca de niveis adequados de adenosina vascular liberada durante a
pratica de exercicio pode ser importante na prevengao da hipertensao,
podendo influenciar o fluxo sanguineo para o miocardio.

Considerando que as adaptacdes cardiovasculares do treinamento
fisico em ratos hipertensos parecem depender da idade em que o
treinamento fisico se inicia e do nivel prévio da pressao arterial, testamos a
hipétese de que a adenosina, como potente vasodilatador, participa no
mecanismo de prevencao e tratamento da hipertensdo associado ao

exercicio fisico.



2. OBJETIVOS




2.1 OBJETIVOS

2.1.1 Objetivo geral

Avaliar a participagdo da adenosina como importante reguladora

fisiologica do fluxo sanguineo coronario de SHR jovens e adultos submetidos

ou n&o ao treinamento fisico de natagéo.

2.1.2 Objetivos especificos

Avaliar o comportamento da PA e FC em repouso e apés

treinamento fisico;

e Avaliar o remodelamento ventricular;

o Hipertrofia cardiaca;

e Avaliar a atividade das enzimas ATP-difosfoidrolase e 5°-

nucleotidase na formagao de adenosina;

e Avaliar o fluxo sanguineo para o miocardio;
o Em repouso

o0 Apébs administragcao de adenosina



3. METODOS




3.1 AMOSTRA

3.1.1 Animais experimentais

Para este estudo foram utilizados 28 ratos machos espontaneamente
hipertensos (SHR), com 1 e 3 meses de vida, baby e adulto,
respectivamente, cedidos pelo Biotério da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo. Os animais foram distribuidos aleatoriamente
em quatro grupos compostos por sete animais cada: babies sedentarios
(grupo 1); babies treinados (grupo 2); adultos sedentarios (grupo 3) e adultos

treinados (grupo 4).

e Grupo 1 - babies sedentarios, com 1 més de idade no inicio do
protocolo, portanto com hipertensdo arterial ainda néo
estabelecida. Esse grupo foi mantido sedentério e colocado na

piscina apenas uma vez por semana (SB).

e Grupo 2 — babies treinados, com 1 més de idade no inicio do
protocolo, portanto com hipertensdo arterial ainda néao

estabelecida. Esses animais treinaram natacao (TB).



e Grupo 3 - adultos sedentarios, com 3 més de idade no inicio do
protocolo, portanto com quadro de hipertensdo arterial
estabelecido. Esses animais foram mantidos sedentarios (SA)

e colocados uma vez por semana na piscina.

e Grupo 4 - adultos treinados, com 3 més de idade no inicio do
protocolo, portanto com hipertensdo arterial estabelecida.

Esses animais treinaram natagao (TA).

Os ratos foram mantidos em gaiolas no biotério do Laboratério de
Bioquimica da Atividade Motora, em local com temperatura ambiente entre
22° e 24°C e luz controlada em ciclo inverso de 12 horas (claro-escuro). Os

animais receberam ragao e agua ad libitum.

Todos os procedimentos cirurgicos e protocolos foram realizados de
acordo com os Principios Eticos de Experimentagdo Animal adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA, 1991). O projeto de
pesquisa intitulado “O papel da adenosina como reguladora do fluxo
sanguineo em ratos espontaneamente hipertensos jovens e adultos: efeitos
do treinamento fisico foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo sob o protocolo de

pesquisa n°® 961/06.

Os animais de todos os grupos foram inicialmente identificados por

letras e numeros, pesados semanalmente até o final do protocolo



experimental. O controle ponderal foi realizado em balanga semi-analitica de

precisdo (Gehaka) durante o periodo de estudo.

3.2 TREINAMENTO FiSICO

O treinamento de natacgao foi realizado segundo o protocolo adaptado
de Medeiros et al. (2004), em um sistema de natagdo adaptado para ratos

(Figura 1).

Figura 1: Sistema de natagdo adaptado para ratos.

Os animais foram treinados cinco (05) vezes por semana em um
sistema adaptado de natacdo com a agua aquecida a 30°C, durante 10
semanas com duragao de 60 minutos e aumento gradual da sobrecarga de

trabalho (peso na cauda) até atingir 5% do peso corporal do animal (Tabela

1),



PROTOCOLO DE NATACAO

Semana 2feira 3%eira 4%feira 5%eira 6%feira
12 15 min. g/s 20 min. s/s 40 min. s/s 60 min. §/s 60 min. s/s
22 40min.3% | 50min. 4% |60 min.5% pc| 60 min. 5% 60 min. 5%
3-102 40 min. 5% | 50 min. 5% 60 min. 5% 60 min. 5% 60 min. 5%
pc pc pc pc pc

Tabela 1: Protocolo de natagdo, com tempo de treinamento da 12 a 102

semana, realizado de 22 a 62 feira.

(s/s) = sem sobrecarga (pc)= peso corporal

Esse protocolo foi
intensidade e longa duracdo, sendo efetivo na promoc¢ao de adaptacdes

cardiovasculares € no aumento da capacidade oxidativa muscular (Medeiros

A, Negrao CE, Brum PC, 2004).

Apods as 10 semanas do protocolo os animais foram canulados para

registros hemodinamicos da presséao arterial, freqiéncia cardiaca e infusao

de microesferas.

caracterizado como ftreinamento de baixa




3.3 MEDIDAS HEMODINAMICAS

3.2.1 Medida direta da presséao arterial e da frequéncia cardiaca

A medida direta da pressao arterial e da freqiéncia cardiaca foi
avaliada ao final do protocolo, sendo os animais submetidos a cirurgia de
canulacdo 24 horas apoés a ultima sessao de treinamento.

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico (40 mg/kg,
ip) e dois cateteres P10 preenchidos com salina inseridos na artéria e veia
femoral direita. Um terceiro cateter de polietileno P50 foi utilizado para a
canulacdo do ventriculo esquerdo pela artéria carétida direita. O cateter foi
entdo inserido até o ventriculo e sua posi¢cao determinada pela observacao
da caracteristica da onda de pressdo ventricular e confirmada
posteriormente por necropsia.

Para registro da PA os animais foram mantidos em gaiolas individuais,
nas quais permaneciam por pelo menos 24 horas apds o término da cirurgia
antes de se iniciar o experimento. A canula foi conectada a um tubo de
polietileno (PE100) e este a um transdutor eletromagnético (P23 Db; Gould-
Statham) que, por sua vez, foi conectado a um amplificador (Genral Purpose
Amplifier-Stemtech, Inc.).

O sinal analégico da pressédo arterial foi convertido para digital
(Stemtech, Inc.), registrado em tempo real em microcomputador com
Sistema CODAS e analisado por meio do programa compativel com

Windows, com uma freqiéncia de amostragem de 1000 Hz por canal. A



partir deste programa foram obtidos os valores de freqléncia cardiaca e

pressao arterial média.

3.4 ESTUDO MORFOMETRICO

Ao final do protocolo experimental os animais foram decapitados, o
coracdo removido da cavidade toracica e dissecado para separar o VE
(parede livre do ventriculo esquerdo e septo), VD (ventriculo direito) e atrios

(atrio direito e esquerdo).

A hipertrofia cardiaca foi avaliada a partir da relagao entre o peso da

cavidade do VE (peso umido) e o peso corporal do rato em mg/g.



3.5 DETERMINACAO DO FLUXO SANGUINEO

3.5.1 Técnica das microesferas coloridas

Para determinagao da distribuicdo do fluxo sangulineo para o coragao
foi utilizada a técnica das microesferas coloridas. Foram utilizadas
microesferas coloridas vermelhas e brancas (Dye-Trak microespheres,
Triton Technology, San Diego, CA, USA) segundo o protocolo previamente

descrito por Hakkinem et al. (1995).

As microesferas sdo compostas de polietileno (98%) e divinilbenzeno
(2%), tendo diametro de 15,1 £ 0,2 um e concentragdo comercial de 3000

esferas/mil.

A concentragdo média das esferas foi utilizada como base para o
calculo do numero de esferas infundidas. Para a determinacédo da
absorbancia média das esferas, amostras das dilui¢gdes utilizadas (15.000 —
25.000 esferas) foram colocadas em tubos de 15 ml. Adicionou-se 2 ml de
etanol (100%) a 4°C, centrifugou-se e o sobrenadante foi aspirado. As

amostras foram colocadas em estufa (56°C) overnight para secagem.

As amostras, ja com dimetilformamida, foram centrifugadas e a
absorbancia determinada em espectofotometro. A solugdo comercial foi
sonicada (Vibra Cell, Sonics & Materials Inc., Danbury, CT, USA) durante 05
minutos imediatamente antes das diluicdes em salina contento 0,01% de

Tween 80 (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA). Todas as amostras de



microesferas ja diluidas foram ultrasonicadas de 3 a 5 minutos

imediatamente antes da infusdo.

3.5.2 Infusdo das microesferas no ventriculo esquerdo

Uma solugédo contendo 200.000 esferas brancas/180ul foi infundida
no ventriculo esquerdo para determinacdo da distribuicdo do fluxo no
coracao. Esta solucdo foi sonicada durante 3 minutos imediatamente antes
da infusdo e 180 ul desta solugdo foram colocados em uma extenséo de
cateter P50 (75 cm), que foi conectada a uma seringa de 1 ml com salina

pré-aquecida (40°C) contendo Tween 80 (0,01%).

A outra canula posicionada na aorta abdominal foi conectada a uma
seringa de 1 ml pré-heparinizada para retirada de sangue durante a infusao.
Dez segundos antes da injecao das esferas iniciou-se a retirada de sangue
através de uma bomba (Infusion and Withdrawl Pump, Harvad Apparatus,
South Natick, Mass, USA) a um fluxo de 0,5 ml/min, continuo por 75

segundos ap6s o inicio da infusao.

Foram injetadas 200.000 esferas brancas no ventriculo esquerdo a
um fluxo de 0,36 ml/min durante 50 segundos (Infusion Pump 22, Harvard
Apparatus, South Natick, Mass, USA). Desta forma, os 180 ul de solugao

contendo as microesferas foram injetadas nos primeiros 30 segundos.



O volume de sangue retirado foi reposto por meio do volume injetado
durante a infusdo das microesferas e por um pequeno volume de salina (0,1-
0,2 ml) injetado in bolus logo apds o término do procedimento.

Em uma segunda etapa o procedimento foi repetido, porém com
microesferas na cor vermelha, antecedida pela administracdo do
vasodilatador adenosina na dose de 300 pg/kg/min, através da canula
localizada na veia femoral. Esta etapa foi realizada para que fosse possivel
mimetizar as respostas vasodilatadoras que ocorrem durante o exercicio.

Apods a infusdo das microesferas no ventriculo esquerdo os animais

foram sacrificados e o coracao retirado para analise.

3.5.3 Reagentes de digestéo l e ll

Os reagentes utilizados foram preparados segundo as especificagdes

do fabricante das microesferas (Triton Technology, San Diego, CA, USA).

Reagente de digestédo | (Reagente 10% Triton X-100): 900 ml de agua
destilada foram aquecidas a 50°C e em seguida 6,06g de Trizma Base e
0,1g de Azida Sodica foram adicionadas e o pH foi ajustado para 8,5. Apds o
ajuste do pH, 100ml de Triton X-100 foi acrescentado a solugéo, a qual foi

armazenada em frasco plastico.

Reagente de digest&o |l (Reagente Acido Deoxicélico Sédico): em 1L
de agua destilada aquecida foram adicionados 6,06g de Trizma Base, 0,5ml

de Tween 80 e 0,1g de Azida Sodica durante agitagdo, em seguida o pH



ajustado para 8,5 e 20,73g de acido deoxicolico sddico foi acrescentado,
sendo realizado um novo ajuste do pH. A solugao foi armazenada em frasco

plastico.

Reagente de hemodlise: 20ml de etanol absoluto foi adicionado a
100ml do reagente de digestao I. Esta solugao também foi armazenada em

frasco plastico.

3.5.4 Retirada de sangue

Cada amostra de sangue retirada foi pesada e colocada em um tubo
de polipropilene de 15ml identificado. Um total de 4ml de reagente de
hemolise foi adicionado e amostra foi centrifugada durante 30 minutos a

2000g.

O sobrenadante foi desprezado e 2ml de hidroxido de sédio (2N) foi
acrescentado ao tubo. As amostras foram incubadas em banho maria (BM) a
uma temperatura de 70°C, seguindo a partir deste momento o mesmo

procedimento dos demais tecidos.

3.5.5 Processamento dos tecidos

Os tecidos foram processados segundo técnica adaptada de

Hakkinen et al. (1995). Apés a retirada do tecido, o mesmo foi pesado (0,4 —



2,0 g) e colocados em tubo de polipropilene de 15 ml, previamente

identificado.

Apods a adicdo de 4 ml de hidréxido de sodio (2N) os tubos foram
tampados e colocados em banho maria (BM) a 70°C por aproximadamente 2

horas.

As amostras foram agitadas (Vortex Maxi Mix Il, Thermolyne,
Dubuque, lowa, USA) a cada 15 minutos até a diluigdo dos tecidos no

reagente.

Apos a total diluicdo da amostra, os tubos foram removidos do banho
e 8 ml de Reagente de Digestdo | foram adicionados. As amostras eram
entdo misturadas por inversdo manual (5 vezes) e centrifugadas por 30

minutos a 2000g.

Apos a centrifugacdo, o sobrenadante de cada amostra foi
desprezado e 10 ml de Reagente de Digestdo Il (Reagente Acido
Deoxicolico Sodico) foi adicionado. As amostras foram novamente colocadas

em BM (70°C) por aproximadamente 3 horas.

Os tubos foram novamente agitados a cada 20 minutos até o
momento em que fosse observada visualmente a total digestdo das

amostras.

Neste momento as amostras foram retiradas do BM, centrifugadas por
30 minutos a 2000g e o sobrenadante aspirado, permanecendo no tubo
aproximadamente 100-200ul da amostra, ao qual foi adicionado etanol

absoluto (4°C).



Os tubos foram agitados para lavagem das amostras e logo apds
centrifugadas por 15 minutos a 2000g (4°C). O etanol adicionado foi
aspirado, permanecendo 100-200ul no fundo de cada tubo. Estes tubos
contendo as amostras foram colocados para secagem em estufa (56°C)

durante aproximadamente 12 horas.

3.5.6 Extracdo do corante e medidas de absorbancia

Para extragdo do corante, 250uL de dimetilformamida foi adicionado
em cada tubo. As amostras foram agitadas vigorosamente por 30 segundos

e centrifugadas durante 10 minutos a 2000g.

As leituras das absorbancias no espectofotometro (DU-640
Spectrophotometer, Beckmann Instruments, Inc., Fullerton, CA, USA) foram
realizadas em cubeta de quartzo de 0,7ml (Sigma), onde foram colocados

200 ul do sobrenadante de cada amostra centrifugada.

Os picos dos espectros de absorbancia das microesferas brancas e
vermelhas foram respectivamente, 370 e 530nm, utilizando uma largura de
banda de luz < 1,8nm. A absorbéncia minima aceitavel foi de 0,01 AU
(absorbancia da amostra) para ambas as microesferas. Absorbéancias

menores que estas foram excluidas da analise.



3.5.7 Determinac¢&o do numero de microesferas

Solugbes com numero conhecido de microesferas foram processadas
para determinacdo do numero de microesferas nos tecidos (brancas ou
vermelhas). A média da absorbancia destas amostras permite determinar
uma constante de leitura do espectrofotdbmetro para as microesferas
vermelhas e brancas. Desta forma, o nimero de microesferas nos tecidos foi

calculado a partir da seguinte férmula:

N° esferas na amostra = AU amostra x N° de esferas padrdo, onde:

AU padréao
AU amostra = absorbancia da amostra no tecido;
N° esferas padrdo = numero de esferas na solugao padrao;

AU padrao = média das absorbancias das solugdes padrao.

O tempo de retirada da amostra de sangue (min) foi calculado
dividindo o volume de sangue retirado durante a infusdo das microesferas
vermelhas e brancas pela velocidade da bomba de retirada (0,5 ml/min). A
constante de retirada do sangue (Q sangue, ml/min) foi determinada pela

divisdo do volume de sangue (ml) pelo tempo de retirada da amostra (min).



3.6 ANALISES BIOQUIMICAS

3.6.1 Preparo da Fragcéo do Soro Sanguineo

Para obtengdo da fracdo de soro sanguineo, os animais foram
sacrificados por decapitagéo e o sangue recolhido e centrifugado a 3000 rpm
por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante obtido de cada amostra centrifugada
representa a fragdo de soro sanguineo. Esta fracdo foi armazenada em
tubos eppendorf (1,5ml) previamente identificados e mantidos a uma

temperatura de - 20°C até a sua utilizagéo.

3.6.2 Determinacéao das Atividades Enzimaticas

3.6.2.1 Atividade da ATP-difosfohidrolase

A determinacgéo das atividades enzimaticas de hidrolise do ATP e do
ADP, por meio da utilizacdo de soro, foram determinadas por meio de
incubacéo contendo Tris-HCI 112.5mM (pH 8.0) como descrito por Oses e
colaboradores (2004), juntamente com a proteina em uma temperatura de
37°C por 10 minutos em um volume final de 190ul para ambos. A reagao
sera iniciada pela adigdo de nucleotideo (ATP, ADP) para uma concentragéo

final de ATP 3 mM e ADP 2mM. O tempo de incubacgao e a quantidade de



proteina adicionada ao meio de reagao foram escolhidos de modo a

assegurar a linearidade da formagao do produto.

3.6.2.2 Atividade da 5 -nucleotidase

A atividade da 5’-nucleotidase foi determinada de acordo com Oses et
al. (2004) em um meio contendo Tris-HCI 100mM, pH 8.9. A este meio
adiciona-se a proteina que foi pré-incubada por 10 minutos a 37°C. A reacgéao

foi iniciada pela adicdo de AMP 2mM.

A reacao enzimatica foi interrompida pela adicao de 200ul de acido
tricloro acético (TCA) concentracao final de 10%. As amostras foram
mantidas em gelo, por pelo menos 10 minutos, centrifugadas (5.000 rpm,
4°C, 15 minutos) e posteriormente aliquotas de 100ul foram retiradas para
determinacdo do fosfato inorganico pelo método de Lanzetta e

colaboradores (1979).

Todas as amostras foram ensaiadas em duplicata ou triplicata, sendo
que a hidrdlise nao enzimatica foi corrigida através de controles, nos quais o
material enzimatico foi adicionado ao tubo apdés a reacado ter sido

interrompida com TCA.

As amostras foram lidas em espectofotdbmetro em comprimento de
onda de 630nm e a atividade especifica foi expressa em nmol de fosfato
liberado por minuto e por mg de proteina (nmol Pi/ min/ mg) nas condi¢des

de ensaio descritas.



3.6.3 Determinacé&o da Proteina

A proteina foi determinada pelo método de Bradford, MM (1976),

utilizando como padrao albumina bovina (BSA, 1Tmg/ml).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

A analise de variancia de duas vias (ANOVA) foi utilizada para
analisar as diferengas entre os grupos e o Post-hoc de Tukey quando
observadas significancias estatisticas para todos os experimentos. Teste “t”
de student foi utilizado para verificar a distribuicdo das microesferas antes e
apos a injegdo de adenosina. Adotou-se como nivel de significaAncia em

todos os experimentos p<0.05.



4. RESULTADOS




Por meio destes resultados (Figura 2) podemos observar que no inicio
do protocolo experimental os animais do grupo baby apresentavam pesos
semelhantes, porém o grupo treinado ganhou menos peso ao longo do
protocolo experimental quando comparado ao grupo sedentario controle,
apresentando significancia estatistica a partir da sétima semana,

prosseguindo desta maneira até o final do protocolo experimental.
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Figura 2: Evolugdo do peso corporal em gramas a cada semana do
protocolo experimental. Sedentario baby (SB, n=7) e treinado baby (TB,
n=7). Resultados apresentados com média * erro padréao, (*) p< 0,05.

A evolugao do peso corporal (PC) dos animais adultos sedentarios e
treinados SHR, a cada semana, esta descrito na Figura 3. Pode ser
observado que, no inicio do protocolo experimental, os animais do grupo
adulto apresentavam pesos semelhantes, porém o grupo treinado

ganhou menos peso ao longo do experimento quando comparado ao

grupo sedentario controle, apresentando menor ganho ponderal a partir



da sexta semana, prosseguindo desta maneira até o final do protocolo

experimental.
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Figura 3: Evolugdo do peso corporal em gramas a cada semana do
protocolo experimental. Sedentario adulto (SB, n=7) e treinado adulto
(TB, n=7). Resultados apresentados com média + erro padrao, (*)p<0,05.

Na Figura 4 estdo demonstrados os dados da pressao arterial média
dos grupos. O treinamento fisico (TF) por natagdo mostrou-se eficiente
em reduzir a presséo arterial de SHR adultos (SA: 161 = 2; TA: 149 + 2

mmHg) e atenuou a evolugdo da hipertensdo arterial (HA) em SHR

babies (SB: 145 + 2; TB: 140 + 2 mmHgQ).
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FIGURA 4: Pressao Arterial Média (mmHg). Sedentario baby (SB, n=7),
treinado baby (TB, n=7), sedentario adulto (SA, n=7) e treinado adulto
(TA, n=7). Valores estao expressos em média % erro padrao, (*)p< 0,05.

Os dados da frequéncia cardiaca (FC) no final do protocolo de
treinamento estdo demonstrados na Figura 5. A alteragdo hemodinémica
demonstrada pela queda de PA foi acompanhada por uma bradicardia de
repouso em animais adultos (SA: 371 + 10; TA: 312 £+ 21 mmHg)

estatisticamente significante.

Os resultados apresentados na Figura 6 demonstram a hipertrofia
cardiaca, calculado por meio da féormula: (peso do ventriculo esquerdo +
ventriculo direito) / peso corporal. Os indices de hipertrofia obtidos apos
o protocolo foram de 12% e 10% para os grupos baby e adulto,

respectivamente.
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FIGURA 5: Frequéncia cardiaca de repouso (bpm). Sedentario baby (SB,
n=6), treinado baby (TB, n=6), sedentario adulto (SA, n=7) e treinado
adulto (TA, n=7). Resultados apresentados em média + erro padréo,
(*)p< 0,05.
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FIGURA 6: Hipertrofia cardiaca (mg/g). Sedentario baby (SB, n=7),
treinado baby (TB, n=7), sedentario adulto (SA, n=7) e treinado adulto
(TA, n=7). Resultados apresentados em média * erro padrao, (*) p< 0,05.
*P = 0,002 (SB vs. TB); #P < 0,001 (TB vs. SA); §P = 0,029 (SA vs. TA).
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A distribuicao do fluxo sanguineo em repouso (basal) e apds infusao
do vasodilatador adenosina para o miocardio, calculada pela relagcéo
entre o numero de esferas encontradas no tecido e o peso do tecido,

esta demonstrada nas Figuras 7 e 8.

Na Figura 7 foi observado aumento do n° de esferas apds infusdo de
adenosina, tanto no grupo sedentario baby como no treinado baby. Foi
observado que o n° de esferas no grupo treinado baby basal é 1,92 maior

que seu grupo controle basal, sem infusdo de adenosina.
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Figura 7: Fluxo sanguineo coronario basal (n° de esferas / peso tecido).
Sedentario baby (SB, n=5), treinado baby (TB, n=5), sedentario adulto
(SA, n=5) e treinado adulto (TA, n=5). Resultados apresentados em
meédia * erro padrao, p< 0,05.

O aumento do n° de esferas apds infusdo de adenosina foi observado
apenas no grupo sedentario adulto, conforme demonstrado na Figura 8.

No grupo treinado adulto, pdés infusdo de adenosina, houve uma



tendéncia a vasodilatagcdo, mas sem significancia estatistica. Foi
observado que o n° de esferas no grupo treinado adulto basal é 1,83

maior que seu grupo controle basal, sem infusdo de adenosina.
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Figura 8: Fluxo sanglineo coronario apds adenosina (n° de esferas /
peso tecido). Sedentario baby (SB, n=5), treinado baby (TB, n=4),
sedentario adulto (SA, n=4) e treinado adulto (TA, n=4). Resultados
apresentados em média + erro padrao, p< 0,05.

A hidrélise dos nucleotideos ATP e ADP na fragao de soro sanguineo
estdo, respectivamente, demonstradas nas Figuras 9 e 10, por meio da

acao da enzima ATP-difosfohidrolase.

Nao foi observada diferengas estatisticas entre os grupos na hidrélise
de ATP e ADP, porém foi observado, na hidrélise de AMP, que os ratos
treinados baby apresentaram maior atividade enzimatica da 5'-

nucleotidase, conforme Figura 11.
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Figura 9: Medida da Atividade enzimatica da ATP-difosfohidrolase na
fracdo de soro sanguineo por meio da hidrolise de ATP (nmol Pi/min/mg
proteina). Sedentario baby (SB, n=8), treinado baby (TB, n=8), sedentario
adulto (SA, n=9) e treinado adulto (TA, n=8).
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Figura 10: Medida da Atividade enzimatica da ATP-difosfohidrolase na
fracdo de soro sanguineo por meio da hidrélise de ADP (nmol Pi/min/mg
proteina). Sedentario baby (SB, n=6), treinado baby (TB, n=4), sedentario
adulto (SA, n=7) e treinado adulto (TA, n=7).
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Figura 11: Medida da Atividade enzimatica da 5°- nucleotidase na fragéo
de soro sanguineo por meio da hidrélise de AMP (nmol Pi/min/mg
proteina). Sedentario baby (SB, n=7), treinado baby (TB, n=6), sedentario
adulto (SA, n=10) e treinado adulto (TA, n=7).



5. DISCUSSAO




Considerando a amostra estudada, na qual se investigou os efeitos do
treinamento fisico por natacdo em ratos SHR babies e adultos com 1 e 3
meses de vida, respectivamente, sobre as variaveis hemodinamicas,
desenvolvimento da hipertrofia cardiaca e o papel da adenosina com potente
vasodilatador coronariano na prevengcdao e tratamento da hipertensao
arterial, os principais resultados deste estudo sugerem que o treinamento
fisico por natagao atenua os niveis pressoricos dos ratos espontaneamente
hipertensos, independentemente se comecaram o protocolo de atividade
fisica antes (babies) ou apds o desenvolvimento da hipertensao (adultos).

O treinamento fisico por natacdo em ratos SHR promoveu bradicardia
de repouso, alteracdo esta significativa apenas no grupo que iniciou o
protocolo com 3 meses de vida e desenvolveu hipertrofia cardiaca em
ambos o0s grupos, acompanhada de melhor perfusdo sanguinea para o
miocardio nos grupos sedentarios babies e adultos e treinado baby.

Além disso, os SHR treinados babies apresentaram maior atividade
da enzima 5’-nucleotidase, a qual pode estar relacionada a maior formagéao
de adenosina extracelular e consequentemente melhor efeito protetor no
desenvolvimento da hipertensao.

Neste estudo, considerando a média ponderal dos animais
acompanhados semanalmente, podemos observar que os animais treinados
por natagdo de ambos os grupos babies e adultos apresentaram menor
ganho de peso corporal ao longo das semanas de desenvolvimento do

protocolo quando comparados ao grupo sedentario controle.



Embora haja discrepancia na literatura, o menor ganho de peso
observado esta de acordo com trabalhos anteriores descrito por Zamo
(2004) onde se observou uma diminui¢ao (p<0,01) do comprimento tibial dos
animais do grupo treinado baby com natagao.

Zamo sugere que a reducao de peso observada nestes animais nao
seja uma “perda de peso”, e sim que estes animais deixaram de ganhar
peso no decorrer do protocolo porque nao cresceram.

Por outro lado, Medeiros e colaboradores (2000) descrevem que apos
protocolo de treinamento fisico os ratos normotensos sedentarios
apresentaram maior ganho de peso, porém este aumento n&o foi
significativo quando comparados ao grupo de ratos treinados.

A partir dos resultados hemodinamicos obtidos, observou-se que a FC
ao final do treinamento por natagdo do grupo TA mostrou atenuacgao
significativa apds o protocolo. Apesar de ter sido observado uma tendéncia a
bradicardia de repouso também no grupo TB, esta alteracdo nao foi
significativa. A bradicardia de repouso € uma caracteristica de adaptagao ao
organismo ao treinamento aerdbico e é considerada como marcador de
treinamento fisico.

Resultados similares foram descritos em experimentos prévios
realizados por Zamo (2004) onde os SHR treinados babies apresentaram
bradicardia de repouso apds protocolo de exercicio e que essa bradicardia
foi mantida a partir da quarta semana de treinamento. Conforme a literatura,

a bradicardia de repouso ocorre tanto em humanos (Katona et al., 1982)



guanto em animais experimentais (Medeiros et al., 2000; Negrdao & Rondon,
2001).

Medeiros e colaboradores em 2004 relatam que a bradicardia de
repouso decorrente do TF por natagdo nao acontece pela diminuicdo da
atividade simpatica (Negrao et al., 1993) ou pela diminuicdo da freqténcia
intrinseca do coragao (Negrao et al., 1993), mas devido ao aumento do
tébnus vagal.

No presente estudo o protocolo de 10 semanas de treinamento por
natacdo mostrou-se eficiente na redugao dos valores de PAM dos animais
adultos treinados e atenuou a evolugdo da hipertensdo em ratos babies
treinados. Essa redugao dos niveis pressoricos esta condizente com estudos
anteriores feitos em individuos hipertensos (Forjaz et al., 2000), assim como
em ratos babies SHR com TF em esteira (Brum et al., 2001) e natacao
(Zamo, 2004).

Para evidenciar os mecanismos envolvidos na atenuagdo da PA
induzida pelo exercicio, uma sugestado seria a redugao do débito cardiaco
verificado em animais treinados (Negrao et al., 1992), pois a redugao da FC
poderia justificar o efeito do exercicio aerdbico em diminuir o débito cardiaco
e, consequentemente, a PA.

Outro fator responsavel pela diminuicdo dos valores pressoricos de
SHR treinados poderia ser a atenuagao da resisténcia vascular periférica
total, pelo aumento da complacéncia vascular, principalmente arterial,

induzido pelo exercicio. Amaral e colaboradores (2001) verificaram que ratos



SHR submetidos ao treinamento em esteira apresentam aumento na
densidade das vénulas.

Em relagao a hipertrofia cardiaca desenvolvida, os dados descritos na
literatura demonstram indices de relagao ventriculo esquerdo / peso corporal
(VE/PC) em torno de 7% de hipertrofia ventricular esquerda em SHR adultos
treinados com natacado (Gomi & Sasaki, 1994). Neste estudo, foi observado
indices de 12% em ratos treinados babies e de 10% em ratos treinados
adultos, acima dos encontrados na literatura.

Resultados semelhantes foram observados por Sasaki (2003)
utilizando o mesmo protocolo de treinamento e por Redondo (2007), que
observou hipertrofia cardiaca de 16% em ratos normotensos treinados por
natacgao.

Evangelista et al. (2003) descreve que o indice de hipertrofia
ventricular € dependente das caracteristicas do treinamento fisico e sugere
que as diferengcas entre os resultados obtidos na literatura estejam
relacionadas aos protocolos de treinamento adotados.

A hipertrofia cardiaca neste modelo experimental pode ser avaliada
por meio de medida direta do diametro dos midcitos cardiacos. O aumento
do didmetro dos cardiomiécitos pode ser observado como resposta ao
treinamento fisico aerdbico de natagéo, decorrente de sobrecarga de volume
pelo aumento da pré-carga (Lemitsu et al., 2001).

Dados do nosso laboratério confirmam estes resultados, onde foi
observado aumento no didmetro dos cardiomiécitos de 32% em ratos SHR

treinados babies e de 38% em ratos SHR adultos treinados com protocolo



de natagdo, quando comparados aos seus controles, e estes aumentos nao
foram acompanhados por alteragdes na fragdo do volume de colageno
intersticial. Como nao se verificou aumento na deposicdo de colageno, a
HVE foi considerada fisiologica.

Rocha (2005) demonstrou que o uso de esterdides anabolizantes nao
exerce influéncia neste parametro, pois seu estudo observou aumento
similar no didmetro dos cardiomidcitos de animais treinados por natagao e
no grupo treinado e tratado com anabolizante. Estes dados sugerem que os
animais desenvolveram hipertrofia cardiaca pelo treinamento fisico aerébico
de natagao.

Neste trabalho, o fluxo cardiaco coronario foi avaliado por meio da
técnica das microesferas coloridas e estudado com os animais em repouso,
sendo este considerado fluxo coronario basal e com os animais sob efeito do
vasodilatador adenosina, para que a vasodilatacdo induzida pelo exercicio
fosse mimetizada. Os efeitos vasodilatadores dependem da variedade da
droga utilizada e a adenosina nao requer participagdo endotelial no
relaxamento.

O fluxo sanguineo coronario foi determinado através do numero de
esferas fixadas no tecido e em ml/min e embora demonstrem resultados
semelhantes, diferengas estatisticas nao foram igualmente observadas. Isto
se deve ao fato do menor numero de animais que compdem a amostra
quando o fluxo sanguineo é determinado em ml/min, sendo que esta menor
amostra é resultado de limitacdes que ocorreram durante o desenvolvimento

do experimento.



Em nosso estudo foi observado um maior fluxo sanguineo no periodo
basal dos ratos treinados com protocolo de natagdo, demonstrado atraveés
do numero de esferas encontradas no tecido. Esse maior fluxo sanguineo
pode ser resultado de um maior enchimento ventricular que ocorre durante a
diastole cardiaca em resposta ao treinamento fisico.

Desta forma, a bradicardia de repouso observada como resposta ao
treinamento fisico neste estudo é a possivel explicagado para o aumento do
fluxo sanguineo coronario observado nos ratos treinados.

Rocha (2005) em um estudo realizado em nosso laboratério e com o
mesmo protocolo de treinamento fisico promoveu melhora do estado
inotrépico positivo cardiaco observado pelo aumento dos valores dos indices
de contratilidade (+dP/dt) e melhora da fungao diastélica através da reducéao
da pressao diastdlica inicial do ventriculo esquerdo de ratos.

Em ratos SHR submetidos ao protocolo de natagéo, o treinamento
também promoveu melhora da derivada de contracdo do ventriculo
esquerdo, porém sem diferenca estatistica na pressao diastélica final do
ventriculo esquerdo (Zamo, 2004).

Dessa forma, o treinamento fisico promoveu hipertrofia cardiaca e
proporcional aumento no fluxo sanguineo coronario, associado a
manutencdo da fungao cardiaca. Muders & Elsner em 2000 demonstraram
preservacao da funcao diastdlica de SHR durante o 1° ano de vida.

Ao considerar a resposta vasodilatadora a adenosina, podemos
observar que nos grupos SB, TB e SA houve um aumento no fluxo

sanguineo coronario pela presenga de um maior numero de esferas no



tecido cardiaco. Estudos demonstram que na circulagdo coronariana o
treinamento fisico é capaz de aumentar a sensibilidade a agentes
vasodilatadores em animais saudaveis (Muller et al.,, 1994; Oltman et al.,
1992).

O numero de esferas do grupo TA pos infusdo de adenosina nao se
demonstrou estatisticamente significante, apesar de se observar uma
tendéncia ao aumento de fluxo sanguineo nessa amostra. Por partirem de
uma condi¢cao basal de maior vasodilatagao, os ratos adultos treinados nao
tiveram maior resposta a vasodilatacdo pela droga, pois ja devem possuir
mecanismos de auto-regulacdo em resposta a hipertensao ja estabelecida.

Neste estudo, a adenosina foi avaliada através da atividade de
enzimas envolvidas na cascata de hidrolise dos nucleotideos extracelulares
de adenina, os quais tém como produto final a formacao de adenosina.

A atividade das enzimas ATP-difosfohidrolse, que hidrolisa ATP e
ADP em AMP, e 5’-nucleotidase, que hidrolisa AMP em adenosina foram
medidas na fracdo de soro sanguineo que representa a formacado de
adenosina sistémica.

Trabalhos vém demonstrando uma participagdo da adenosina, e um
aumento da atividade das ectonucleotidases na vasodilatagdo durante o
exercicio. O aumento da produg¢ao de adenosina observada no grupo TB em
nosso estudo corrobora com os dados de Pierce et al. (1989) que
demonstrou que o treinamento de natacido em ratos promove aumento da

atividade da enzima 5’-nucleotidase e aumentos na liberacdo de adenosina



no miocardio, levando a uma maior vasodilatacao e influenciando no fluxo
sanguineo para o miocardio.

Além disso, o efeito vasodilatador depende da variedade da droga
utilizada e a adenosina nao requer participagao endotelial no relaxamento.

A maior hidrolise de AMP também foi observada em estudo realizado
por Roque et al. (2007) onde o grupo de ratos normotensos submetidos ao
treinamento com protocolo de natacdo também apresentou maior formagao
de adenosina, indicando mais uma vez a participacdo da via desse

nucleotideo na prevengao e tratamento da hipertensdo durante o exercicio.



6. CONCLUSAO




O treinamento fisico atenua os niveis presséricos de SHR
independente da idade que se inicia o protocolo experimental, promove
bradicardia de repouso e leva a um remodelamento cardiaco pelo aumento

da hipertrofia ventricular esquerda.

Esses fatores, associados ao aumento no fluxo sanguineo coronario,
provavelmente mediado pela maior formagcdo de adenosina circulante em
ratos babies treinados, desempenha, desta forma, um importante papel na

prevencao da HA e melhor perfusao sanguinea no musculo cardiaco.
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