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Resumo

Alves, T.P. Efeitos sequenciais do treinamento aerdbio sobre a
microcirculagdo muscular esquelética, cardiaca e renal em ratos
hipertensos espontaneos. 2014. Dissertacdo (Mestrado em Fisiopatologia
Experimental) — Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo,
2014.

Estudos demonstram que o treinamento aerobio é capaz de reduzir a razéo
parede/luz (RP/L) de arteriolas musculares esqueléticas e reduzir a pressao
arterial média, PAM (em hipertensos), além de causar bradicardia de repouso e
aumentar a densidade de capilares e vénulas (em hipertensos e normotensos)
apos 13 semanas de treinamento. Investigamos em ratos normotensos (WKY,
Wistar Kyoto) e hipertensos espontaneos (SHR) as alteracdes estruturais da
microcirculagcdo muscular esquelética, cardiaca e renal, relacionando-as aos
valores de PAM e frequéncia cardiaca (FC) em diferentes fases de um protocolo
de treinamento. Para tal, WKY e SHR (2 meses de idade) foram submetidos ao
protocolo de treinamento fisico de baixa intensidade por tempos crescentes
(semanas 0, 1, 2, 4, 8 e 12) ou mantiveram-se sedentérios (semanas 0 e 12). Ao
final de cada tempo de estudo foram mensurados de modo direto a PAM e a FC
e coletados coracéo, rim e musculos temporal, s6leo e gastrocnémio. Realizou-
se andlise da RP/L e quantificacdo de capilares e vénulas (através do acido
periédico de Schiff). O treinamento aerébio aumentou a densidade capilar e
venular de WKY e SHR (apenas em territorios exercitados e com maior
magnitude nos hipertensos), em seguida causou reducao da razdo parede/luz
das arteriolas musculares esqueléticas (apenas em SHR, precocemente e em
maior magnitude em territorios exercitados) e s6 entédo reduziu a PAM de SHR e
a FC de WKY e SHR. A partir dos resultados obtidos, podemos dizer que
alteracdes estruturais da microcirculagdo antecedem a melhora dos niveis
pressoéricos de hipertensos e ainda, sdo capazes de proporcionar melhoras
vasculares aos normotensos.

Descritores: Hipertensdo, Microcirculacdo, Condicionamento fisico animal,
Arteriolas, Capilares, Vénulas, Pressdo arterial, Frequéncia cardiaca, Ratos,

Teste de esforgo



Abstract

Alves, T.P. Sequential effects of aerobic training on microcirculation of
skeletal muscle, heart and kidney in hypertensive spontaneously rats.
Master Degree (Experimental Physiopathology) — University of S&o Paulo
Medical School, S&o Paulo, 2014.

Previous observations have shown that aerobic training reduce the wall/lumen
ratio (RW/L) of skeletal muscle arterioles and reduce mean arterial pressure
(MAP) in hypertensive rats, cause bradycardia, and increase capillary and
venular density also in hypertensive and normotensive rats after 13 weeks of
training. We investigated simultaneously the time-course changes of arterioles
remodeling, MAP, HR and capillary and venular density during the development
of low-intensity exercise protocol. Normotensive rats (WKY, Wistar Kyoto) and
spontaneously hypertensive (SHR), two-months old were submitted to aerobic
training protocol (weeks 0, 1, 2, 4, 8 and 12) or remained sedentary (weeks 0 and
12). In each study time were measured the MAP and HR and collected heart,
kidney, temporalis, soleus and gastrocnemius muscles to analyze the RW/L and
quantificate capillaries and venules (by Periodic Acid-Schiff staining). Aerobic
training increased capillary and venular density of WKY and SHR (only in
exercised territories), caused a reduction of the RW/L of skeletal muscle
arterioles (only in SHR, early and in greater magnitude in exercised territories)
and only then reduced MAP of SHR and HR of WKY and SHR. The structural
changes of microcirculation preceded improvement of blood pressure levels in
hypertensive rats and provided vascular improvements to normotensive rats.

Descriptors: Hypertension, Microcirculation, Physical conditioning animal,

Arterioles, Capillaries, Venules, Arterial pressure, Heart hate, Rats, Exercise test



1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

De acordo com a Organizac¢do Mundial da Saude (OMS), 48% das mortes
por doencas nao transmissiveis sdo provenientes de doencas cardiovasculares,
sendo que estas, por sua vez, possuem como principal fator de risco a
hipertenséo arterial sistémica (HAS) (Czernichow et. al., 2011; WHO, 2013). A
hipertenséo arterial € uma doenca de origem complexa e multifatorial, que atinge
aproximadamente 20-30% da populacdo adulta e 50% dos individuos idosos
(Mancia, 1998; Loutzenhiser et al., 2002; Muntner et al., 2002; Whelton et al.,
2002; Smidt et al., 2005; Taylor et al., 2007) e caracteriza-se por valores de
pressdo arterial (PA) acima de 140/90 mmHg (Chobanian et. al., 2003;

DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO ARTERIAL VI, 2010).

A pressao arterial € a forca exercida pelo sangue contra as paredes
arteriais, e € determinada pela quantidade de sangue bombeado e pela
resisténcia ao fluxo sanguineo. Quando mensurada, é utilizada como indicadora
de saude (POWERS et. al.,, 2000), ja que valores elevados relacionam-se
frequentemente a doencas cardiovasculares de alta morbidade e mortalidade,
como aterosclerose, doenca coronariana croénica, infarto agudo do miocéardio,
doenca arterial periférica, acidente vascular cerebral e insuficiéncia renal

(Mancia et. al., 1998; Loutzenhiser et al., 2002; Muntner et. al., 2002).

Ja é conhecido de longa data que em sua fase crbnica, a HAS leva ao
aumento da resisténcia vascular periférica total, com débito cardiaco normal ou
préximo dos valores controles (Guyton,1970; Folkow,1982). Embora as artérias
de maior e menor calibre possam contribuir para a génese da resisténcia
periférica total, o principal sitio de dissipacdo da PA e da resisténcia periférica &

17



representado pelas artérias terminais e arteriolas. Neste sentido, considera-se

gue a microcirculacao contribui com 40-90% da dissipagéo da presséo, sendo o

sitio mais importante na génese da resisténcia vascular (Heagerty et. al., 1993;

Greene et. al., 1989; Hanser-Smith et. al., 1990; Hernandez & Greene, 1995;

Prasad et. al., 1995).

Na fase crbnica da hipertensdo ha comprometimento da circulacdo periférica,

em especial da microcirculacéo, e este processo leva ao aumento da resisténcia

ao fluxo sanguineo, verificando-se uma consequente alteracdo estrutural

vascular que leva a manutencao da HAS (Eftekhari et. al, 2011). Entre os

principais fatores que explicam o aumento da resisténcia vascular, destacam-se:

1) vasoconstricdo ativa, determinando diminui¢do da luz arteriolar e causada

2)

3)

primariamente por aumento da atividade simpética (Overton et. al., 1998)
ou sensibilidade aumentada a agentes vasoconstritores (Bohlen,1989);
aumento da razao parede/luz de arteriolas (Folkow et. al.,1973 e Safar et.
al., 1996), causada por hipertrofia, hiperplasia e/ou remodelamento da
musculatura lisa vascular (Mulvany, 1992; Gibbons, 1995 e Izzard et. al.,
1996; Mulvany M.J, 2002; Buss et. al., 2013), a qual se expandiria em
direcéo a luz, reduzindo o didmetro interno, com ou sem alteracdo da area
de seccdao transversa da parede (Baumbach et. al., 1989);

rarefacdo das arteriolas (e capilares), o que implicaria em reducdo do
namero de canais paralelos de condutancia na microcirculacéo (Prewitt et
al; 1984; Greene et al,1992; Hansen-Smith et al, 1990; Struijker-Boubier
et al, 1992; Hernandez et.al., 1995; Gibbons,1995; Antonios et. al., 1999;

Lévy et. al., 2001; Feihl et. al.,2006);

18



4) disfuncdo endotelial acarretando desbalanco entre fatores relaxantes e
contrateis derivados do endotélio (EDRFs/EDCFs), com predominio

destes ultimos (Vanhoutte, 1996; Carvalho et. al., 2001).

Uma vez estabelecida, a hipertensdo crénica € persistente e nociva a
saude. Este fato tem motivado a busca por tratamentos com a finalidade de
melhorar o progndstico cardiovascular (Czernichow et. al., 2011), entre eles, o
desenvolvimento de inUmeros farmacos, cada vez mais eficazes no controle da
PA  (diuréticos, vasodilatadores, simpatoliticos, beta-bloqueadores,
bloqueadores de canais de calcio, bloqueadores do sistema renina-angiotensina)

(Mancia et al, 1998; Chobanian et al, 2003).

Adicionalmente, condutas ndo farmacologicas tém recebido grande
importancia no controle da HAS. Inclui-se basicamente uma mudanga no estilo
de vida, ou seja, reducdo do peso corporal, diminuicdo do consumo de sal,
restricdo ao consumo de alcool, controle do nivel de estresse, suplementacao de
calcio, magnésio e potassio (Mcmahon, 1987; Kaufmann et. al. 1988; Santello
et. al., 1994; Amodeo et. al.; 1996; Gravina et. al., 2007; Souza et. al., 2010;
Manfredini et. al., 2009), além da pratica regular de exercicios aerobios leves e
moderados (Chobanian et. al., 2003; Pescatello et. al., 2004), podendo até ser
associados a exercicios resistidos (Forjaz et. al., 2003; Moraes et. al.; 2012a,

Moraes et. al., 20012b).

Ja é bem estabelecido na literatura que o treinamento fisico possui uma
evidente resposta fisiologica na reducdo de eventos cardiovasculares, além de
melhorar a fungéo endotelial ndo s6 nas artérias coronarias como também em
artérias musculares esqueléticas de grande e pequeno calibre (Sesso et. al.,
2000; Jolliffer et. al., 2001; Myers et. al.,, 2002; Green et. al., 2004). Os
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mecanismos responsaveis pelos beneficios do exercicio fisico na funcéo
endotelial relacionam-se aos efeitos hemodindmicos e a modificacdo de fatores

de risco.

Jé& foi proposto que os aumentos episodicos no estresse de cisalhamento
podem ser o mecanismo responsavel pela melhora da funcéo cardiovascular
através de exercicios (Green et al., 2003; Dimmeler et al., 2003; Hambrecht et.
al.; 2003). O treinamento aerdbio (TA) de intensidade baixa a moderada tem sido
amplamente indicado como terapia coadjuvante no tratamento da hipertenséao,
assim como de outras doencas cronicas, por induzir adaptagdes vasculares e
cardiacas que aumentam a capacidade funcional do sistema cardiovascular e
reduzem a PA. Varios estudos populacionais confirmam a potencialidade do TA
em reduzir a PA de hipertensos (Chobanian et al., 2003; Pescatello et al., 2004,
Cunha et. al.; 2006; Monteiro et. al.; 2007; Goodwin et. al., 2009). No entanto, a
magnitude da reducdo da PA parece ser dependente da intensidade do

exercicio.

Demonstrou-se que o TA de baixa intensidade apresenta grande
eficiéncia em reduzir os niveis pressoricos, enquanto os exercicios de alta
intensidade ndo foram eficientes em promover reducao significativa da PA (Gava
et. al., 1995; Veras-Silva et. al., 1997; Forjaz et. al., 2003; Pescatello et. al.,
2004). Trabalhos experimentais e clinicos utilizando o TA de baixa intensidade
mostram a eficiéncia desta terapéutica ndo farmacolégica em nédo sé reduzir os
niveis pressoricos, mas também reverterem/ diminuirem muitos dos déficits
cardiovasculares induzidos pela hipertenséo (Veras-Silva et al., 1997; Amaral et.
al., 2000; Amaral et. al., 2008; Chobanian et. al., 2003; Melo et. al., 2003;

Coimbra et. al., 2008; Cavalleri et. al., 2011). Além disso, nos ultimos anos
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diversos estudos levam a crer que o TA reverte a hiperatividade simpéatica e a
hiperatividade do sistema renina-angiotensina e melhora les6es cardiacas em
diversas condig¢fes, tanto clinicas como experimentais (Brum et. al., 2000; Jorge

et. al., 2010; Negrao et. al, 2008a; 2008b; Ueno et. al., 2009).

A eficacia do treinamento na reducdo da PA varia de acordo com 0s
diferentes tipos de hipertensdo ou mesmo na insuficiéncia cardiaca, sendo eficaz
na hipertensdo limitrofe (Floras et. al., 1991) e essencial no homem (Arakawa,
1993), na insuficiéncia cardiaca experimental e no homem (Negréo et. al., 2008b;
Jorge et al., 2010) e em varios modelos experimentais de hipertensdo como a
hipertensdo glicocorticéide-dependente no rato (Lima et. al., 1993) e a
hipertensédo espontanea no rato (SHR, que tem sido considerado o modelo que
melhor se aproxima da hipertenséo priméria ou essencial no homem, Folkow et.
al., 1973). Nao se conhece ainda a explicacao para a discrepancia do efeito do

TA sobre os niveis pressoricos em diferentes modelos de hipertensao.

E possivel que a eficacia em reduzir a PA dependa além do tipo, da
intensidade e da frequéncia do treinamento realizado (Arakawa, 1993), também
da capacidade do exercicio em modificar ou ndo 0s mecanismos que
desencadearam a hipertensédo. Sabe-se que a hipertensdo possui diferentes
etiologias e € bastante provavel que o exercicio possa modificar alguns
mecanismos sem alterar outros. A identificacdo do(s) mecanismo(s) através
do(s) qual(is) o exercicio agiria para atenuar a hipertensdo em alguns casos, mas
nao afeta-las em outros, € um problema ainda em aberto e tem sido bastante

investigado.

Varias hipoteses tém sido estudadas para explicar como o TA atua na
redugéo da PA na hipertenséo:
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1) reducao da resisténcia periférica/reducdo da razéo parede/luz dos vasos

de resisténcia (Cofkova et. al., 1987);

2) reducdo do volume plasmatico e/ou débito cardiaco (Véras-Silva et. al.,

1997);
3) queda da resisténcia a insulina (Jennings et. al., 1986; Forjaz et. al., 1996);
4) reducédo do ténus simpatico (Grassi et al, 1994);

5) reducdo da rarefacdo capilar associada a inducdo da angiogénese

(Struijker-Boudier et. al., 1992; Adair et. al., 1995; Lash et. al., 1992);
6) alteracédo do balanco EDRFs/EDCFs (Vanhoutte, 1996).

Nesse sentido, diversos trabalhos utilizando o SHR mostraram que o TA
de baixa intensidade (50-60% do VO2 méximo durante 12-13 semanas)

determina:

- Reducéo da PAM basal (reducédo de 8 a 10% vs SHR sedentérios), que se
correlacionava positivamente com a reducdo da resisténcia muscular
esquelética e com a reducao da razao parede/luz de arteriolas dos musculos

exercitados (Amaral et. al., 2000; Melo et. al., 2003).

- Aumento da densidade de capilares e da razdo numero de capilares/fibra
muscular nos musculos exercitados e miocardio (Amaral et. al., 2000; Melo
et. al., 2003; Coimbra et. al., 2008), e que tal efeito estaria relacionado com
o aumento de VEGF e angiogénese capilar (Amaral et. al., 2008; Coimbra

et. al., 2008).

- Aumento marcante (>100%) da densidade de vénulas de pequeno calibre

(<386 um) em musculos exercitados e miocardio de SHR treinados (Amaral
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et. al., 2001; Melo et. al., 2003; Coimbra et. al., 2008), com aumento

significativo da conduténcia nestes tecidos.

Em conjunto, estes resultados sugerem que o aumento da capilarizagéo
observada apenas nos tecidos exercitados e ocorrendo igualmente nos SHR e
WKY, tratava-se de um fendmeno local, refletindo preferencialmente o aumento
da perfuséo tecidual e o maior consumo de O: tecidual durante exercicio. Por
outro lado, a reducdo da parede/luz observada essencialmente na musculatura
esquelética (exercitada ou ndo) dos SHR treinados, ndo se tratava de um
fendbmeno apenas local, e contribuia com a reducéo da resisténcia vascular na
musculatura esquelética e com a queda da PA observada. Contudo, ndo se sabe
qual a sequéncia dos acontecimentos temporais e ajustes vasculares desde o
inicio do treinamento até o periodo final, ap6s 12 semanas, tanto em ratos

normotensos como hipertensos.

Neste sentido, os estudos anteriores realizados em ratos apenas
analisaram a estrutura da microcirculagcdo de ratos normotensos e hipertensos
apos 12-13 semanas de treinamento aerdbio. E provavel que os ajustes na
densidade capilar (observados ja a partir do 3° dia de treinamento, Amaral et al,
2008) antecedam as respostas adaptativas em arteriolas e vénulas, mas ndo ha
informacgdes sobre a sequéncia temporal com que ocorrem tais alteragdes. Uma
das propostas deste trabalho é exatamente a de investigar, ao longo do protocolo
de treinamento, a ocorréncia das alteracdes em capilares, arteriolas e vénulas,
bem como a magnitude destas respostas em diferentes tecidos, relacionando-

as.

Desta forma, a hipotese apresentada neste trabalho € a de que existe uma
adaptacao temporal ao treinamento fisico, levando a mudanc¢a na composi¢cao
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estrutural da microcirculacdo coerente com seus efeitos benéficos sobre a

hipertensao.
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2. OBJETIVOS

Diante destas consideracoes, o objetivo geral deste estudo foi testar a
hipotese de que existe uma adaptacao temporal ao TA, levando a mudanca na
composicao estrutural da microcirculacdo coerente com seus efeitos benéficos
sobre a hipertenséo. Desta forma, foram investigados os efeitos sequenciais do
TA (em 0, 1, 2, 4, 8 e 12 semanas) sobre o remodelamento de arteriolas e
densidade de capilares e vénulas em musculos esqueléticos exercitados, nao

exercitados, coragao e rins.

2.1. Objetivos especificos

1) Avaliar alteracdes na razao parede/luz (RP/L) da arteriolas e associa-

las ao remodelamento vascular;
2) Correlacionar os valores de pressao arterial e RP/L;

3) Quantificar densidade capilar e vénula nos tecidos soleo, gastrocnémio

(fibras brancas e fibras vermelhas), temporal, miocardio e rim.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos machos normotensos (Wistar-Kyoto,WKY, n=42) e
espontaneamente hipertensos (SHR, n=42), com aproximadamente dois meses
de idade e peso entre 200-250g no inicio dos protocolos. Os animais,
provenientes do Biotério Central do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo, permaneceram alojados no Biotério de Manutencao
do Departamento de Fisiologia e Biofisica. Foram mantidos em caixas Plexiglas
(4-5 por caixa), em ambiente com temperatura controlada (22°-25°C), ciclo claro-

escuro (12-12 horas) e com livre acesso a agua e racao.

Todos os procedimentos cirdrgicos e os protocolos experimentais foram
realizados de acordo com os Principios Eticos de Experimentacdo Animal
adotado pela Sociedade Brasileira de Ciéncia de Animais de Laboratorio
(SBCAL) e foram aprovados pela Comissé&o de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sao Paulo cujo protocolo foi registrado sob n°

045/11 (Anexo 1)
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3.2 Grupos Experimentais

Para avaliar as alteracdes sequenciais induzidas pelo treinamento, foram
desenvolvidos dois protocolos experimentais: Sedentarismo (S) e Treinamento
(T), onde WKY e SHR sedentarios (WKYs e SHRs) e treinados (WKYT e SHR)
foram avaliados em diferentes tempos experimentais, sendo: no inicio (semana
0: S0), durante o treinamento (semanas 1, 2, 4, 8. T1, T2, T4 e T8,
respectivamente) e ao final dos protocolos (semana 12: S12 e T12). Foram,

portanto, utilizados 14 grupos experimentais (n= 6 em cada), tabela 1.

Tabela 1. Grupos experimentais

WKYs WKYr SHRs SHRr
WKYso WKYT1 SHRso SHR1
WKY2 SHR2
WKYT4 SHR4
WKYTs SHRTs
WKYsi2 WKYT12 SHRs12 SHRr12

Tabela composta pelos 14 grupos experimentais, normotensos (WKY) e hipertensos (SHR) dos
protocolos de treinamento (T) e sedentarismo (S).

O motivo do protocolo de sedentarismo ocorrer apenas nas semanas 0 e
12 deve-se ao fato de que os animais ja serem considerados adultos e
possivelmente ndo sofrerem interferéncias nos diferentes tempos, ja que estudos
anteriores mostram gue 0s animais apresentam modificacbes hemodinamicas e

morfométricas apenas quando submetidos ao treinamento fisico (MELO et. al.,
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2003). De qualquer forma, a avaliagdo dos animais no maior tempo experimental
garante que qualquer possivel modificacdo seja detectada e posteriormente

investigada.

3.3 Adaptacdo a esteira, testes de esforco maximo e

treinamento aerdébio.

Os animais foram previamente selecionados pela habilidade de
andar/correr em esteira ergométrica programavel, (KT 3000, Inbramed, Porto
Alegre, R.S., Brasil) adaptada para ratos com raias de aluminio e tampao de
acrilico, pintadas de preto em sua parte anterior (figura 1). A utilizacao da cor
preta visa propiciar um ambiente atrativo e estimulante a corrida, visto que os
animais tendem a correr para o “ambiente escuro” e assim, evita-se 0 uso de

choques elétricos durante o treinamento.

Figura 1. Esteira ergométrica

Esteira ergométrica de humanos da marca Inbramed, adaptada para ratos (com raias de aluminio
e tampao de acrilico, pintadas de preto em sua parte anterior). A esteira foi durante a adaptagéo
dos animais a habilidade de andar e correr em esteira, para a realizacdo do teste de esforco
maximo (TM) e durante os protocolos experimentais de treinamento (T) e sedentarismo (S).
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Antes do inicio dos protocolos, realizou-se uma fase inicial de adaptacéo
a esteira (2 semanas, 5-10 minutos por dia, com velocidades entre 0,3 a 0,6
km/h, sem utilizag&o de inclina¢do). Em seguida foi realizado o primeiro teste de
esforco maximo, na esteira ergométrica, para que os animais WKY e SHR
fossem distribuidos nos grupos sedentarios (S) e treinados (T), de forma
randomizada (média semelhante de velocidade méxima entre os grupos) e para
que a intensidade inicial dos protocolos fosse definida (50-60% da velocidade

méaxima atingida).

O teste de esforco maximo iniciou-se com velocidade 0,3km/h, ocorrendo
aumento de 0,3 km/h a cada 3 minutos até a exaustdo do rato (indicada pelo
momento em que ele ndo conseguia mais correr). No total, foram realizados 3

testes de esforco maximo em WKY e SHR, nos seguintes momentos:

- 1° teste maximo (semana 0): possibilitou divisdo randémica dos grupos
experimentais, determinacao da capacidade aerdbia inicial dos animais

e definicdo de intensidade de treinamento.

- 2° teste maximo (semana 6): realizado durante o desenvolvimento dos
protocolos S e T, para verificar a capacidade aerdbia e ajustar a

intensidade de treinamento.

- 3° teste maximo (semana 12): definir capacidade aerdbia ao término dos
protocolos, comparar o ganho de desempenho entre 0s grupos e

guantificar a eficacia do treinamento.

Para o treinamento, foi utilizado um protocolo ja padronizado (Dufloth et

al., 1997; Braga et al., 2000), realizado na frequéncia de 5 vezes por semana,
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com duracédo de até 1 hora por dia, sempre com 0% de inclinacdo (Figura 2). O
valor de “endurance” utilizado foi equivalente a 50-60% da velocidade maxima
atingida nos testes de esforco. Os grupos sedentarios foram mantidos sem
treinamento por periodo equivalente ao T de 12 semanas, sendo, no entanto,
manuseados todos os dias e colocados para andar/correr em esteira uma vez
por semana (10 minutos com velocidade entre 0,5-0,7 km/h) para adaptacao ao
manuseio e manutencdo da habilidade de andar/correr, mantendo-se o0s

sedentarios em condi¢cfes proximas as dos animais treinados.

Figura 2. Esquema representativo do protocolo de treinamento

ADAPTAGCAD * *
' r 4 4 7Y Y _t'
Semana 0 1 2 4 8 12

TREINAMENTO AEROBIO baixa-intensidade
(50-60% capacidade maxima)
1h/dia, 5x/semana, 12 semanas

A figura demonstra em uma linha temporal a sequéncia de atividades realizadas durante os
protocolo de treinamento de baixa intensidade de normotensos (WKY) e hipertensos (SHR).
Realizou-se adaptacdo dos animais a habilidade de andar/correr em esteira antes do inicio dos
protocolos de treinamento (T) e sedentarismo (S). Os testes maximos foram feitos nas semanas
0, 6 e 12. O registro direto de pressao arterial e frequéncia cardiaca basais e eutandsia para
coleta de tecidos nas semanas 0 e 12 (para WKY e SHR sedentarios) e nas semanas 0, 1, 2, 4,
8 e 12 (para WKY e SHR treinados).

A adaptacdo em esteira, a realizacdo dos testes maximos e todo o
desenvolvimento dos protocolos de treinamento e de sedentarismo foram
realizados em colaboracdo com a Professora Dr# Lisete Compagno Michelini, do
Laboratério de Fisiologia Cardiovascular, localizado no Instituto de Ciéncias
Biomédicas (Departamento de Fisiologia e Biofisica).
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3.4 Confeccéao e implantacéao das canulas arteriais.

As canulas para implantacdo na artéria femoral esquerda foram
confeccionadas com dois segmentos de tubo flexivel, marca Tygon® (Saint-
Globain Corporation, Franca). A parte proximal, introduzida na luz vascular, era
mais fina (diametro interno = 0,28 mm x diametro externo = 0,61 mm com 3 cm
de comprimento) e foi inserida em outro segmento mais grosso (diametro interno
= 0,50mm x diametro externo = 1,50 mm com 12 cm de comprimento). Os dois
segmentos foram fundidos sob calor, preservando sua luz interna. Em seguida,
foram preenchidas com salina heparinizada (1% - 20U/ml) e mantidas ocluidas

com pino de metal inoxidavel.

Ao completar os periodos previamente definidos para 0s grupos
sedentarios, nas semanas 0 e 12, e treinados, nas semanas 1, 2, 4, 8 e 12
(Tabela 1), os ratos tiveram seus pesos aferidos e foram anestesiados com
injecdo intramuscular 50 mg/kg de cloridrato de ketamina (ketalar, Parke-Davis)

e 10 mg/kg de cloridrato de xilazina (rompum, Bayer).

Realizou-se uma incisdo na pata esquerda, localizacdo e isolamento da
artéria femoral. Em seguida, realizou-se uma pequena incisdo na artéria femoral
para introduzir a extremidade mais fina da canula, no sentido cranial. Esta canula
foi amarrada ao vaso com linha de sutura, e a extremidade mais espessa foi
exteriorizada através do tecido subcutaneo e fixada com linha sutura na regiao
dorsal do pescoco. As incisdes ventral (pata esquerda) e dorsal foram suturadas
e higienizadas com agua oxigenada e iodo. Em seguida os ratos receberam
analgésico (cetoprofeno 2mg/kg) e antibidtico (pentabidtico 0,05ml/kg, Fort
Dodge) e foram colocados em caixas individuais, para completa recuperacao

cirdrgica antes de qualquer procedimento experimental.
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3.5 Registro da pressao arterial e frequéncia cardiaca

Os registros funcionais foram realizados entre 26-28 horas apds a ultima

sessdao de treinamento (nos grupos T) e 24 horas apos o procedimento cirdrgico.

Para a obtencédo dos dados de presséao arterial pulsétil, a canula arterial
foi conectada a um transdutor de pressédo acoplado a um sistema de aquisi¢ao
de dados (transdutor AD instruments acoplado ao amplificador Power Lab-AD
instruments). Desta forma, os sinais biolégicos puderam ser captados com
frequéncia de amostragem de 2000Hz por canal, conforme o esquema (figuras
3 e 4), e analisados usando-se o software LabChart® 7.3 instalado em
computador especifico. Apés um periodo de aproximadamente 25 minutos para
adaptacdo do animal ao ambiente, foram registradas a pressao arterial sistolica
(PAS), a presséo arterial diastélica (PAD), a pressao arterial média (PAM) e

frequéncia cardiaca (FC) de repouso por um periodo de 40 minutos.

Os grupos sedentarios tiveram as variaveis hemodinamicas registradas
no inicio e no final do protocolo (SO e S12), enquanto 0s grupos treinados foram

registrados ao longo de treinamento (T1, T2, T4, T8 e T12).
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Figura 3. Representacao dos canais de registro de sinais bioldgicos.

CANAL DE REGISTRO ANALOGICO

CAPTADOR =  TRANSDUTOR REGISTRADOR

PAPEL

AMPLIFICADOR

CANAL DE REGISTRO DIGITAL

CAPTADOR —————]  TRANSDUTOR CONVERSOR A/D COMPUTADOR

AMPLIFICADOR

Esquema representativo dos canais de registro utilizados na captacdo dos sinais biolégicos.
Captador: canula intra-arterial do rato; transdutor: conversor de sinais ndo elétricos (como PA e
FC) em sinais analogos elétricos, amplificador: dispositivo eletrbnico para aumentar o sinal;
registrador: galvandmetro ou tubo de raios catédicos, que ira registrar o sinal de forma visivel,
conversor A/D: dispositivo que converte o sinal anal6gico em digital. (Fonte: Sabbatini, ME; 1995)

Figura 4. Representacao do pulso de presséo através do software LabChart

Flo ER View Sexch Scalng Transform XY Options Help

w

HID 3727 9720 SEC(TBF) 3727 9720 SEC(TH) 99.86 %EOF T. 2000 SEL/DIV

Representacdo da onda de pulso de um rato hipertenso captada pelo sistema de aquisicdo de
sinais bioldgicos, apresentada através do software LabChat® 7.3. 1: indica limite superior do
pulso. 2: indica limite inferior do pulso. 3: indica o valor de presséo arterial presente na posi¢ao
do cursor.
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Ressalta-se que a PAM é a pressao que determina a intensidade média
do fluxo sanguineo pelos vasos sistémicos. Para McArdle (1998), ela é
ligeiramente menor que a simples média das pressfes sistolica e diastdlica, e
por isso é capaz de representar a forca média exercida pelo sangue contra as
paredes das artérias durante todo o ciclo cardiaco, sendo calculada da seguinte

forma:
PAM = PA Diastdlica + [0,333 (PA Sistolica — Diastolica)]

Os procedimentos cirargicos e a analise dos sinais biologicos foram
realizados em colaboracdo com a Professora Dr® Lisete Compagno

Michelini, que nos disponibilizou os equipamentos em seu Laboratério.

3.6 Técnica Histologica

ApOs os registros funcionais, aproximadamente 6 animais por grupo
experimental foram anestesiados com overdose de anestésico (300 mg/kg de
ketamina e 60 mg/kg de xilazina). Imediatamente apds a parada respiratoria, foi
feita toracotomia com uma incisdo na linha mediana do torax, para expor o
coracdo. Os animais foram submetidos a perfuséo transcardiaca com solucéo
salina 0,9% e em seguida com paraformaldeido 4% tamponado via ventriculo
esquerdo. Para isso, uma agulha acoplada a catéter flexivel foi introduzida no
apice do coracdo e uma pequena incisdo foi realizada no atrio direito,
possibilitando o extravasamento de sangue/salina. A perfusao foi realizada com
solucdo salina (aproximadamente 100 ml por 5 min em bomba peristaltica -

Manostar Corporation, EUA) e com solucdo paraformaldeido 4%
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(aproximadamente 400ml por 20 minutos) com niveis de pressdo semelhantes

aos registrados nos animais conscientes.

Apés a perfuséo, foi feita a remocao dos tecidos esqueléticos locomotores
(séleo, gastrocnémio de fibras brancas e fibras vermelhas), do temporal e

miocardio (ndo locomotores) e do rim.

As amostras de tecidos fixadas em paraformaldeido 4%, foram
desidratadas com solucgdes crescentes de &lcool (Synth) diafanizadas com xilol
(Synth), impregnadas e incluidas em Paraplast® (Fisherbrand™) a 60°C, sendo
posteriormente incluidos em blocos. Esses blocos contendo os tecidos foram
seccionados transversalmente (5um de espessura) com o auxilio de um
micrétomo manual (American Optical) equipado com navalha (Dura Edge,
EasyPAth). Os cortes foram colocados em laminas de vidro lapidadas e com
extremidade fosca, sendo posteriormente dispostos em esfufa (~ 50°C, por 72
horas) para melhorar a fixacdo do tecido a lamina. E seguida, os cortes foram
dispostos em banhos de xilol, para remocao total do paraplast presente nos

cortes (Figura 5A).

Realizou-se como técnica de coloracéo histolégica a reacdo do Acido
Periodico de Schiff, APS (acido peridédico — Alfa Aesar; Reagente de Schiff —
Carlo Erba). O método de APS consiste na acdo oxidante do &cido periédico
sobre os grupamentos 1-2 glicol, produzindo grupamentos aldeidos capazes de
reagir com a fucsina descorada (reativo de Schiff), produzindo um composto de
cor vermelho-purpura; sdo consideradas positivas as reacdes com
monossacarideos, polissacarideos, mucoproteinas, mucinas e
mucopolissacarideos (Junqueira et. al., 1985). Desta forma, arteriolas, capilares,

vénulas e fibras musculares foram visualizadas nitidamente (Figura 5B e 5C).
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Por fim, as laminas foram montadas com a colocacédo de uma laminula
(Precision®, Glass Line) fixada com meio Permount® (Fisher Scientific) sobre os

cortes, de modo que o material estudado ficasse protegido.

De cada tecido de cada animal foram obtidas 3 laminas com 3 cortes cada,

sendo seriados e com 5 um de espessura.

Figura 5. Procedimentos Histologicos

A Fixacdo

Desidratacdo

Diafanizagdo

Inclus@o

Microtomia

Montagem

Coloragao

Sequéncia das etapas realizadas durante a realizacdo dos procedimentos histoloégicos dos
tecidos de ratos normotensos (WKY) e hipertensos (SHR) dos protocolos de treinamento (T,
semanas 0, 1, 2, 4, 8 e 12) e sedentarismo (S, semanas 0 e 12) de normotensos. A: Sequéncia
das etapas, com fixacdo em paraformaldeido, desidratacdo em &lcool, diafanizagcdo em xilol,
inclusdo em paraplast, para posterior realizagao de cortes em microtomo, montagem de laminas
e coloragdo para andlise. B: Fotomicrografia representativa de rim, onde se destaca a
visualizacdo de uma arteriola (seta preta). C: Fotomicrografia representativa de musculo séleo,
onde se destaca a visualizacdo de uma vénula (seta pontilhada) e capilares (ponta de seta).
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3.7 Analise Morfométrica

Os cortes foram analisados em aumento de 200x (ocular de 20x com
objetiva 10x), o que permitiu a identificacdo correta de arteriolas, capilares e
vénulas. A escolha da area a ser analisada foi aleatoria: a lamina foi observada
inicialmente num aumento de 100x, sendo escolhido o local apropriado (cortes
transversais sem dobras e/ou bolhas). Todas as analises morfométricas foram
realizadas em um sistema computadorizado acoplado ao microscopio (AxioCam
MRc, ZEISS), com um programa especifico para captura e analise de imagens

(Axion Vision 4.8).

3.7.1 Geometria das arteriolas

A analise das arteriolas (com diametro entre 9 e 26um) possibilitou
determinar os valores médios da espessura da parede (EP), diametro externo
(DE) e interno (DI) de cada vaso, conforme representado na figura 6. Com esses
dados, foi possivel calcular a razéo parede/luz das arteriolas, da seguinte forma:
RP/L = Espessura da Parede (EP) / Diametro Interno (DI). Foram analisadas, em

média, 8 arteriolas para cada animal (figura 6).

Foram avaliadas as arteriolas de musculos esqueléticos locomotores
(séleo e gastrocnémio de fibras brancas e de fibras vermelhas), de masculos ndo

locomotores (temporal e miocardio) e rim.
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Figura 6. Representacao das medidas realizadas nas arteriolas.

A B C

Representacao da analise realizada através do software Axion Visio 4.8, nas arteriolas do soéleo,
gastrocnémio (fibras brancas e vermelhas), temporal, coracdo e rim de hipertensos (SHR) e
normotensos (WKY), submetidos aos protocolos de treinamento (T) e sedentarismo (S) em
esteira ergométrica. A: medidas realizadas para obter média da espessura da parede (EP); B:
medidas realizadas para obter média do didmetro externo (DE); C: medidas realizadas para obter
média do didmetro interno (DI) das arteriolas.

3.7.2 Quantificacdo de capilares e vénulas

Para analise da ocorréncia de capilares (com diametro menor que 15 um)
e vénulas de pequeno calibre (com diametro entre 20 e 36um), foram utilizadas

fotomicrografias dos seguintes tecidos: musculos gastrocnémio de fibras

brancas e de fibras vermelhas, soleo, temporal e miocardio.

Foi feita a avaliagdo usando um dispositivo do programa que permite
apontar com o cursor e fazer a contagem manual dos capilares, das fibras
musculares esqueléticas cardiacas, bem como das vénulas contidas no campo
observado. A partir desses dados, € possivel calcular a razdo capilar/fibra e a
razdo vénula/fibra (para os musculos esqueléticos) e a densidade capilar e
densidade venular (nimero/um? para o miocardio), conforme descrito

anteriormente por outros autores (Amaral et. al., 2000; Melo et al, 2003).
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Foram analisados um total de 5 campos por animal (escolhidos

aleatoriamente), sendo que haviam 6 animais por grupo.

3.8 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos em média + EPM.

Realizou-se ANOVA fatorial considerando-se 2 fatores: linhagem (WKY e
SHR), condi¢éo (sedentério e treinado) e tempo (semanas 0, 1, 2,4, 8 e 12), com

teste post-hoc de Fisher.

A correlacéo foi usada para estudar as associagdes entre pressao arterial

média e razdo parede/luz, através de regressao linear e correlacédo de Pearson.

O software utilizado foi: StatSoft, Inc. (2013), STATISTICA (data analysis

software system), version 12.

Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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4. RESULTADOS

4.1 Efeitos do treinamento aerébio sobre o desempenho

em esteira nos grupos WKY e SHR.

Os testes de esforco maximo foram realizados antes do inicio dos
protocolos experimentais (ha semana 0), durante (semana 6) e ao término de T
ou S (semana 12). Os SHR apresentaram melhor desempenho em esteira ja no
inicio do protocolo, e mantiveram desempenho superior durante as 12 semanas
quando comparados aos WKY, conforme podemos constatar na Tabela 2 e na

figura 7.

O protocolo T provocou aumento progressivo da velocidade em SHR e
WKY: WKYT (Semana 0 = 0,92+0,04 km/h; Semana 6 = 1,10+0,10 km/h;

Semana 12= 1,60+0,45 km/h) e SHRt (Semana 0 = 1,33+0,02 km/h; Semana 6
= 1,88 +0,08 km/h; Semana 12 = 2,23+0,07 km/h), demonstrando a eficacia do

treinamento. Por outro lado, os animais do protocolo S ndo mantiveram seu
desempenho ao longo das 12 semanas de sedentarismo, apresentando quedas
a partir da 62 semana: WKYs (Semana 0 = 1,334+0,02 km/h; Semana 6 =
0,9940,02 km/h; Semana 12= 0,95 +0,10km/h) e SHRs (Semana 0 = 1,33+0,02

km/h; Semana 6 = 1,88+0,08 km/h; Semana 12 = 2,23+0,07 km/h), conforme

apresentado na Tabela 2 e na figura 7.
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Tabela 2. Desempenho em esteira

GRUPO WKYs WK YT SHRs SHRrT
Semana0  0,91+0,05 0,92+0,04 1,3340,02 * 1,30+0,05 *
Semana6  0,78+0,094& 1,1040,10+t  0,99+0,024+* 1,88 +0,08 +t*

Semanal2 0,73+0,06+ 1,60+0,04+t 095+0,10%  2,23+0,074t*

Desempenho em esteira nas semanas 0, 6 e 12 de ratos normotensos (WKY) e hipertensos (SHR) durante
os protocolos de treinamento (T) e sedentarismo (S). * vs WKY; =|= vs. SO, T vs. S12. P<0.05.

Figura 7. Desempenho em esteira

Desempenho - WKY

E 3.0
Ef, 2.5 7
] 2.0 n *x+ 1 .Q..WKY_S
© 1.0 1 er—""
— LU | T, Qrrsvssnnsnnns Fo)
E 0.5 1 + +
(< OO Ll 1 T
> 0 6 12
semanas
. Desempenho - SHR
e -
E 3.0 ,
v 2.57 *+T * T
o 2.0° ‘®SHR - S
T 151 & == SHR-T
§ 158 .
S 101 900 e 9
*+

3 051 44
()

OO Ll 1 T
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semanas

Desempenho em esteira nas semanas 0, 6 e 12 de ratos normotensos (WKY) e hipertensos
(SHR) durante os protocolos de treinamento (T) e sedentarismo (S). * vs WKY; £ vs. SO. p<0,05.
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4.2 Pressao Arterial

A Figura 8 e a Tabela 3 ilustram os efeitos do T ou S sobre os valores de
PAM nos grupos WKY e SHR. Observa-se que SHRs quando comparados aos
WKYs apresentavam, no inicio dos protocolos, valores elevados de PAM.
Portanto, j& se encontravam na fase estabelecida da hipertensédo (169,1+2,6 vs
122+2,9 mmHg, SHR vs WKY, p<0,05). Nos SHR, o T provocou queda
significativa da PAM a partir da 42 semana (156,6+2,9mmHg em SHRrT, que
correspondeu a uma reducgéo de 7,7%), reducédo que se manteve na 82 e 122
semanas (159+2 e 156,7+1,5 mmHg, respectivamente, p<0,05. Em
contrapartida, os animais sedentarios mantiveram a elevacéo da PAM de forma

semelhante ao inicio do protocolo (SO vs. S12).

Os WKYs inicialmente apresentaram valores de PAM de 123+3 mmHg, e
nenhuma alteracao significativa foi observada nos grupos S e T ao longo das 12

semanas.

Tabela 3. Valores de presséo arterial média

Pressao Arterial Média WKY SHR
SO 123+3 169+3 *
T1 12242 16944 *
T2 121+3 163+2 *
T4 12242 15643 * +
T8 12542 15942 * 4
T12 123+2 15641 * 4
S12 122+1 176+4 *

Valores de pressdo arterial média (PAM) ao longo dos protocolos de treinamento (T) e
sedentarismo (S) em normotensos (WKY) e hipertensos (SHR). * vs WKY; =|= vs. S0. p<0,05
(ANOVA multifatorial seguida de pés-teste de Fisher).
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Figura 8. Pressao arterial média
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Valores de pressdo arterial média (PAM) ao longo dos protocolos de treinamento (T) e
sedentarismo (S) em normotensos (WKY, figura A) e hipertensos (SHR, figura B). * vs WKY;
vs. S0. p<0,05 (ANOVA multifatorial seguida de pés-teste de Fisher).

Os valores de pressao arterial sistélica (PAS) e presséao arterial diastélica (PAD)

sao apresentados na figura 9, tabela 4 e 5.

Os animais SHR apresentaram PAS e PAD maior que os WKY durante todo o
protocolo de treinamento e sedentarismo. Observamos que nédo houve
alteracdes na PS dos WKY, ja nos SHR ouve reducdo significativa da PS na 12
semana de treinamento, sem reducdo no grupo de hipertensos sedentarios
(figura 9A e 9B, tabela 4).

Em relacdo a PAD, constatou-se que WKY e SHR mantiveram os valores
constantes, exceto o grupo de hipertensos sedentarios da semana 12 (SHR

S12), que tiveram aumento da PAD apdés 12 semanas de sedentarismo, figuras

9C e 9D e tabela 5.
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Figura 9. Pressao arterial sistolica e diastélica
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Valores de pressao arterial sistdlica (PAS) e pressao arterial diastélica (PAD) ao longo dos
protocolos de treinamento (T) e sedentarismo (S) em normotensos (WKY) e hipertensos (SHR).

A: PS em WKY, B: PS em SHR, C: PD em WKY e D: PD em SHR. * vs WKY;

S12. p<0,05 (ANOVA multifatorial seguida de pés-teste de Fisher).

Tabela 4. Valores de presséao arterial sistélica

+ vs. SO, T vs.

Presséo Sistolica WKY SHR
SO 139+ 3 20514~
Tl 144 £2,5 185+13 * &
T2 140+ 5 177 £ 3 *+
T4 139+4 174 +5* 4
T8 14242 18242 * 4
T12 14543 18442 * 4+
S12 14342 20144 *

Valores de pressao sistolica (PAS) de repouso em normotensos (WKY) e hipertensos (SHR) ao
longo dos protocolos de treinamento (T) ou sedentarismo (S). * vs WKY; # vs. S0. p<0,05

(ANOVA multifatorial seguida de pds-teste de Fisher).
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Tabela 5. Valores de pressao arterial diastélica

Presséo Diastolica WKY SHR

SO 10443 146 £3* ¢+
T1 105+ 2 14942 *
T2 99+5 144+ 2* ¢t
T4 10642 141 £3 *t
T8 107+1 14442 * +
T12 10442 14242 * t
S12 102+1 154+3 *

Valores de pressao diastolica (PAD) de repouso em normotensos (WKY) e hipertensos (SHR)
ao longo dos protocolos de treinamento (T) ou sedentarismo (S). * vs WKY; $ vs. SO, t vs. S12
p<0,05 (ANOVA multifatorial seguida de pés-teste de Fisher).

4.3 Frequéncia Cardiaca

Assim como observado nos valores de PAM, os SHRs apresentaram no
inicio dos protocolos (S e T), FC basal mais elevada que seus controles
normotensos (37814 vs. 3104 b/min, SHRs vs. WKYs, p<0,05), condicédo que

se manteve até a semana 12.

Observou-se, no entanto, que o treinamento foi efetivo em reduzir a FC
basal em ambos os grupos. A queda da FC ocorreu precocemente no grupo
SHR, no qual se observou reducéo significativa de 10% ja a partir da 42 semana
de treinamento (340+6 vs. 378114, semana 4 vs. Semana 0). Nao houve quedas
adicionais da FC basal, que se manteve neste patamar até a 122 semanade T

(Figura 10, Tabela 6).

No grupo WKY, a reducao da FC apareceu na 82 semana de T (29714 vs.
310+4 b/min, semana 8 vs. Semana 0), correspondendo a uma queda de 4,1%,

p<0,05).
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Tabela 6. Valores de frequéncia cardiaca

Frequéncia Cardiaca WKY SHR
SO 310+4 378 £14 *
Tl 31542 373+13*
T2 313+6 355+11*
T4 31542 340 £6 * 4
T8 297+4 + 34247 * 4
T12 299+4 4 33847 * 4
S12 311+4 376+10 *

Valores de frequéncia cardiaca (FC) de repouso em batimentos por minuto (bpm) de ratos
normotensos (WKY) e hipertensos (SHR) ao longo dos protocolos de treinamento (T) ou
sedentarismo (S). * vs WKY; % vs. S0. p<0,05 (ANOVA multifatorial seguida de pés-teste de

Fisher).

Figura 10. Frequéncia cardiaca
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Valores de frequéncia cardiaca (FC) de repouso em batimentos por minuto de ratos normotensos
(WKY, figura A) e hipertensos (SHR, figura B) ao longo dos protocolos de treinamento (T) ou
sedentarismo (S). * vs WKY; % vs. S0. p<0,05 (ANOVA multifatorial seguida de p6s-teste de

Fisher).
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4.4 Efeitos sequenciais do treinamento aerobio sobre as

arteriolas dos musculos esqueléticos locomotores.

A categoria denominada como musculos esqueléticos locomotores
corresponde aos musculos soleo e gastrocnémio, sendo este ultimo separado
conforme sua composicéo de fibras musculares (vermelhas e brancas), devido
as caracteristicas diferenciadas dessas fibras.

Em todos os tecidos locomotores, os SHR apresentaram valores
superiores de razdo parede/luz no inicio do protocolo (semana 0, SO) quando
comparado aos WKY.

A razéo parede/luz teve queda significante na 22 semana de treinamento
apenas nos SHR, apresentando reducdes progressivas até 122 semana para
séleo (T2: -26,3% eTi2: -47,3%); para gastrocnémio de fibras vermelhas (T2: -
20% eT12: -50%); e para gastrocnémio de fibras brancas (T2: -19% eT12: -52,4%).
N&o houve alteracdes significativas na razédo parede/luz de arteriolas do WKY
(figuras 11 e 12).

No musculo so6leo e gastrocnémio de fibras brancas, a razdo parede luz
das arteriolas deixou de apresentar diferencas significativas em relacdo as
arteriolas dos WKY ja na 22 semana de treinamento. Essa normalizacédo também
ocorreu no musculo gastrocnémio de fibras brancas, porém mais tardiamente,
na 82 semana.

Houve manutencdo do didametro externo (DE) de SHR e WKY, treinados
e sedentarios. No entanto, o diametro interno (DI), que corresponde a luz

arteriolar, aumentou no gastrocnémio de fibras vermelhas (4% semana, apenas

47



em SHR treinado) e no gastrocnémio de fibras brancas (42 semana, em SHR e

WKY treinado), conforme consta nas tabelas 7, 8 e 9.

Figura 11. Razéao parede/luz dos musculos locomotores
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Alteracdo na razéo parede/luz de arteriolas dos musculos séleo, gastocnémio (fibras brancas) e
gastrocémio (fibras vermelhas) de normotensos (WKY) e hipertensos (SHR) ao longo dos
protocolos de treinamento (T) e sedentarismo (S). 1 vs. S12, * vs. WKY, =|= vs. TO.
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Figura 12. Fotomicrografia representativa das arteriolas de mausculos

locomotores
AW I -
i p- SHR SO 'ﬂ.

Fotomicrografia representatlva de arterlolas do musculo séleo de normotensos (WKY) e
hipertensos (SHR), sedentarios (nas semanas 0 e 12) e treinados (nas semanas 2 e 12).
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Tabela 7. Valores das arteriolas do musculo soleo

Séleo DI DE RPL
SHR SO 74,2+4,9 101,348,8 0,19£0,02 *
SHRT1 66,83,1 100,3¢7,3 0,1740,01 *
SHR T2 65,4£3 102,945,2 0,1440,00 %
SHR T4 72,742 103,115 0,1240,01
SHR T8 82,6t1,6 F 106,5t7,9 0,100,00

SHR T12 84,7+2,6 % 1 104,816,5 0,10:0,01% t
SHR 512 57,5¢3,6 + 105,9£8,9 0,1940,02*
WKY SO 70,2+4,6 92,312,3 0,10£0,01
WKY T1 74,246,4 93,314,4 0,1240,02
WKY T2 75%6,5 95,243,6 0,11£0,02
WKY T4 71,945,7 924 0,11%0,02
WKY T8 77,318,7 93,116,2 0,090,01
WKY T12 76,8+7,9 92,9+4,5 0,10£0,01
WKY S12 81,417,8 96,1+4,4 0,11£0,01

Valores (médiatEPM) de diametro interno (Dl), didametro externo (DE) e razéo parede/luz (RPL)
de arteriolas do musculo séleo, sedentarios (S0 e S12, SHR e WKY) e treinados (T1, T2, T4, T8

e T12, para SHR e WKY). P<0.05, t vs. 812, * vs. WKY, =|= vs. TO.
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Tabela 8. Valores das arteriolas do musculo gastrocnémio de fibras vermelhas

Gastocnémio DI DE RPL
F. Vermelhas
SHR SO 56,7+1,9 * 93,614,2 0,20£0,02 *
SHRT1 57,143,6 * 11045,3 0,20£0,01 *
SHR T2 65,5%4,1 92,315,7 0,1610,01 %
SHR T4 70,313,5F 93,443,7 0,120,01
SHR T8 82,313,5% 92,743,2 0,1210,01
SHRT12 83,6459+ t 95,142,5 0,10£0,015 1
SHR 512 52,615,2 91,243,7 0,21%0,02*
WKY SO 81,7+4 110,4%1,5 0,10£0,01
WKY T1 71,5£5,6 99,918,6 0,11£0,01
WKY T2 68,2£1,7 99:4,8 0,1240,01
WKY T4 79,244,8 99,544 0,11%0,01
WKY T8 81,817,3 100,816 0,10£0,02
WKY T12 81,116,2 97,745,6 0,10£0,01
WKY 512 96,212,6 103,1£2,5 0,10£0,01

Valores (médiatEPM) de diametro interno (Dl), didametro externo (DE) e razdo parede/luz (RPL)
de arteriolas do musculo gastrocnémio de fibras vermelhas, sedentarios (SO e S12, SHR e WKY)
e treinados (T1, T2, T4, T8 e T12, para SHR e WKY). P<0.05, T vs. S12, * vs. WKY, =|= vs. TO.
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Tabela 9. Valores das arteriolas do musculo gastrocnémio de fibras brancas

Gastocnémio DI DE RPL
F. Brancas
SHR SO 59,445,3 104,442,7 0,21#0,01 *
SHRT1 59,143,1 102,6+3,9 0,18+0,01 *
SHR T2 68,4+4,9 10345,2 0,17+0,01 *
SHR T4 90+3,2 F 104,314,5 0,130,01 & *
SHR T8 90,813,3 % 106,3+4,6 0,11#0,01
SHR T12 98£2,5F * 104,3+2,5 0,10:0,01% t
SHR 512 56,63,2 107,9+4,9 0,22+0,01 *
WKY SO 64,442,5 97,349,4 0,11+0,01
WKY T1 74,548,1 97,647,3 0,12+0,02
WKY T2 75,7+6,2 97,5+4,1 0,11+0,01
WKY T4 87,83,2 % 98,2+3,1 0,11+0,01
WKY T8 87,3181+t 99,848 0,10+0,02
WKY T12 84,243,1% 99,7+1,6 0,11+0,01
WKY 512 86,7+2,1 96,6+5,6 0,10+0,01

Valores (médiatEPM) de diametro interno (Dl), didametro externo (DE) e razéo parede/luz (RPL)
de arteriolas do musculo gastrocnémio de fibras brancas, sedentarios (S0 e S12, SHR e WKY)
e treinados (T1, T2, T4, T8 e T12, para SHR e WKY). P<0.05, T vs. S12, * vs. WKY, =|= vs. TO.
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4.5 Efeitos sequenciais do treinamento aer6bio sobre as

arteriolas de mudsculos nao-locomotores.

Os musculos ndo-locomotores analisados foram temporal e miocérdio
e, em ambos, os SHR apresentaram razao parede/luz maior que WKY na
semana 0.

O protocolo de treinamento reduziu a razdo parede/luz dos SHR a
partir da 4 semana, até a 122 semana: temporal (T4: -26,3% e T12: -31,6%)
e miocardio (T4: -36,3% e T12: -45,2%), conforme observado nas figuras 13,
14 e 15.

Em T4, a razéo parede/luz dos SHR (tanto do musculo temporal como
do musculo cardiaco), igualou-se aos valores dos WKY. Apesar de nao
ocorrer alteracdes significativas do DE nos WKY e SHR, o DI do musculo
temporal aumentou na 12 semana (apenas nos SHR) e na 82 semana, no
musculo cardiaco (tabelas 10 e 11).

Novamente, verificamos que o treinamento ndo promoveu alteracdes
nas arteriolas dos WKY, tanto para o musculo temporal como para o

miocardio.
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Figura 13. Razéo Parede/Luz dos musculos ndo-locomotores.
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Alteracéo na razéo parede/luz de arteriolas do mdsculo temporal e do miocérdio de normotensos
(WKY) e hipertensos (SHR) ao longo dos protocolos de treinamento (T) e sedentarismo (S).

P<0.05, 1 vs. S12, * vs. WKY,

% vs. TO.

54



Figura 14. Fotomicrografia representativa de arteriolas do musculo temporal
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Fotomicrografia representativa de arteriolas do musculo temporal de normotensos (WKY) e
hipertensos (SHR), sedentérios (nas semanas 0 e 12) e treinados (nas semanas 4 e 12).



Tabela 10. Valores das arteriolas do musculo temporal

Temporal DI DE RPL
SHR SO 54,4+4,5 88,714,2 0,19%0,01 *
SHRT1 67,5t4,3 % 91,2+2,8 0,18+0,01 *
SHR T2 65,913,3 9043 0,1610,01 *
SHR T4 73,5¢2,5 % 90,8+5,3 0,15+0,01F
SHR T8 795917,2 + 95,148,2 0,1440,02 %

SHRT12 79,92 %t 92,215,7 0,1310,00% 1
SHR 512 49,211,6 88,812,7 0,21%0,01
WKY SO 71,3%2,3 95,242,4 0,1310,01
WKY T1 77,147,8 95,118,2 0,1440,02
WKY T2 77,947,2 94,515,7 0,13£0,01
WKY T4 71,843,9 96,913,3 0,1440,01
WKY T8 74,9%4,1 94,515 0,1510,01

WKY T12 77,3%4,3 95,1#5,3 0,13£0,01

WKY 512 70,7£0,4 91,943,6 0,1440,01

Valores (médiatEPM) de diametro interno (Dl), didametro externo (DE) e razéo parede/luz (RPL)
de arteriolas do musculo temporal, sedentarios (S0 e S12, SHR e WKY) e treinados (T1, T2, T4,

T8 e T12, para SHR e WKY). P<0.05, f vs. S12, * vs. WKY, =|= vs. TO.
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Figura 15. Fotomicrografia representativa de arteriolas do miocardio.
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Fotomicrografia representativa de arteriolas do miocardio de normotensos (WKY) e
hipertensos (SHR) sedentérios (S, nas semanas 0 e 12) e treinados (T, nas semanas 4 e
12).
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Tabela 11. Valores das arteriolas do miocardio

Miocardio DI DE RPL
SHR SO 63,8£3,9 * 106,8+4,4 0,22+0,02
SHRT1 64,1+4,5 * 104,5+4,7 0,21+0,01
SHR T2 66,414,5 * 104,4+7,1 0,18+0,01
SHR T4 72,745,42 * 107,247,3 0,14+0,01
SHR T8 91+3,7 =|= 104,516,3 0,1340,01

SHR T12 104,3%4,5 =|= T 111,28+7,8 0,1240,01
SHR S12 55,1045,2 106,78+6,3 0,23+0,01
WKY SO 86,4+8,0 111,9+2,9 0,12+0,02
WKY T1 88,4143 110,143,9 0,1240,01
WKY T2 102,243,1 =|= 110,944 0,11+0,01
WKY T4 107,745,2 =|= 113,3+4,6 0,12+0,01
WKY T8 95,5+7,8 109,9+2,9 0,11+0,01
WKY T12 100,1+4,7 109,343,7 0,11+0,01
WKY S12 93,314,7 110,543,8 0,11+0,01

Valores (médiatEPM) de didametro interno (DI), didmetro externo (DE) e raz&o parede/luz (RPL)
de arteriolas do miocérdio, sedentarios (SO e S12, SHR e WKY) e treinados (T1, T2, T4, T8 e
T12, para SHR e WKY). P<0.05, t vs. S12, * vs. WKY, F vs. TO.
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4.6 Efeitos sequenciais do treinamento aer6bio sobre as

arteriolas do rim.

A razéo parede/luz das arteriolas renais de SHR encontrou-se maior em

S0 ao comparar-se com os WKY. Esta razdo manteve-se assim durante todo o

protocolo de treinamento fisico. Também n&o houve alteracdes significativas nos

diametros das arteriolas (tabela 12, figuras 16 e 17)

Figura 16. Razéo Parede/Luz do Rim.
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Alteracdo na razéo parede/luz de arteriolas renais de normotensos (WKY) e hipertensos (SHR)
io longo dos protocolos de treinamento (T) e sedentarismo (S). P<0.05, 1 vs. S12, * vs. WKY,
vs. TO.
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Figura 17. Fotomicrografia representativa de arteriolas do rim

Fotomlcroérafla representatlva de arterlolas do rim, de normotensos (W KY) e hlpertensos (SHR),
sedentérios (S, mas semanas 0 e 12) e treinado (T, na semana 12).
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Tabela 12. Valores de arteriolas do rim

Rim DI DE RPL
SHR SO 47,6+2,1 93,3#4,1 0,26+0,03
SHRT1 52,4+3,5 91,5#4,1 0,25+0,02
SHR T2 59,1+3,1 90,445,2 0,23+0,02
SHR T4 53,4+2,1 9045,1 0,25+0,02
SHR T8 54+2,2 85,345,2 0,24+0,02

SHRT12 56,8+1,9 91,6%3,7 0,22+0,02
SHR §12 58,3+3,7 91,943 0,22+0,02
WKY SO 70,3%4,6 98,315,6 0,15+0,01
WKY T1 75,1+4,3 95,3+4,7 0,16+0,02
WKY T2 8315,6 95,7+4,9 0,15+0,02
WKY T4 79,5%4,5 98,613,6 0,15+0,01
WKY T8 73,116,4 9843,8 0,16+0,01
WKY T12 70,8+4,7 97,3+4,9 0,16+0,01
WKY S12 68,4+2,6 97,8+2,5 0,15+0,01

Valores (médiatEPM) de diametro interno (Dl), didametro externo (DE) e razéo parede/luz (RPL)
de arteriolas renais de sedentarios (SO e S12, SHR e WKY) e treinados (T1, T2, T4, T8 e T12,
para SHR e WKY). Valores em parénteses expressam o numero de arteriolas analisadas por

grupo. P<0.05, t vs. S$12, * vs. WKY, = vs. T0.
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4.7 Correlagcdo entre pressdo arterial média e razao

parede/luz

Ao realizar a correlacdo entre PAM e RP/L, verificamos que apenas nos
SHR o0s valores correlacionaram-se positivamente tanto nos musculos
locomotores: gastrocnémio de fibras vermelhas (r= 0,51, p<0.001), gastrocnémio
de fibras brancas (r=0,47, p<0.001) e séleo (r=0,57, p<0.001), como nos
musculos ndo locomotores: temporal (r=0,54, p<0.001) e miocéardio (r=0,57,
p<0.001), como apresentado na figura 18. Por outro lado, ndo observamos
correlacéo entre a PAM e a RP/L no rim dos SHR, indo ao encontro com a nao

observacao de efeitos importantes sobre as arteriolas no tecido renal.

Quando avaliamos a correlacéo entre os dados de PAM e RP/L dos WKY,
novamente nao verificamos qualquer correlacdo, positiva ou negativa (Figura
19), corroborando com a ndo observacdo de importantes alteracdes pressoricas

e nas arteriolas desses animais.

62



Figura 18. Correlac&o nos hipertensos (treinados e sedentarios)
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Correlagao entre pressao arterial média (PAM) e razao parede/luz (RP/L) de ratos hipertensos
(SHR) treinados e sedentarios nos musculos gastrocnémio de fibras vermelhas e gastrocnémio
de fibras brancas, soOleo, temporal; miocardio e rins. Pode-se observar que o coeficiente de
correlacao de Pearson foi significante para os masculos gastrocnémio (fibras vermelhas e fibras
brancas), séleo, temporal e miocardio; ndo houve significaAncia para o rim.
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Figura 19. Correlacdo nos normotensos (treinados e sedentarios)
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Correlacgao entre pressao arterial média (PAM) e razdo parede/luz (RP/L) de ratos normotensos

(WKY) treinados e sedentarios no gastrocnémio de fibras vermelhas e brancas, séleo, temporal,

miocardio e rins. Pode-se verificar que o coeficiente de correlagédo de Pearson néo foi significante

para nenhum dos tecidos avaliados.
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4.8 Efeitos sequenciais do treinamento aerobio sobre os

capilares dos musculos esqueléticos locomotores.

Para todos os tecidos locomotores, os SHR apresentaram rarefacéo de

capilares no inicio do protocolo (semana 0, S0) quando comparado aos WKY.

Interessantemente, o treinamento provocou aumento progressivo da
razdo capilar/fibra a partir 12 semana tanto nos normotensos como nos
hipertensos, quando avaliamos o musculo séleo (WKY Ti: 26,3% e WKY Ti2:
47,3%; SHR T1: 26,3% e SHR T12: 47,3%); o gastrocnémio de fibras vermelhas
(WKY T1: 16,9% e WKY T12: 51,7%; SHR T1: -26,3% e SHR T12. -47,3%); e 0
gastrocnémio de fibras brancas (WKY T1: 24,5% e WKY T12: 55,5%; SHR T1:

36,9 e SHR T12: 89%). Figuras 20 e 24, tabela 13.
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Figura 20. Razé&o Capilar/Fibra dos masculos locomotores
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Alteracdo sequenciais de capilares nos musculos locomotores (s6leo, gastrocnémio de fibras
vermelhas e brancas) de ratos normotensos (WKY) e hipertensos (SHR) ao longo dos protocolos

de treinamento (T) ou sedentarismo (S). T vs. S12, * vs. WKY, =|= vs. TO.



4.9 Efeitos sequenciais do treinamento aerobio sobre os

capilares dos musculos nédo locomotores

Entre os masculos ndo locomotores, temporal e miocardio, a rarefacao de
capilares também estava presente nos SHR quando comparados aos WKY, na

semana inicial, SO.

Quanto ao musculo temporal, também se observou inicialmente que os
SHR apresentavam rarefacdo capilar em relacdo aos WKY. Por outro lado, o
treinamento ndo promoveu qualquer tipo de alteracao significativa tanto em WKY

como em SHR (Figuras 21 e 25, tabela 13).

No miocardio, houve aumento da densidade capilar significante e
progressivo a partir da semana 1 de treinamento em WKY (T1: 33,1% e T12:
59,1%) e na semana 2 em SHR (T2: 27,3% e T12: 31,5%); porém, este aumento

nao igualou os valores entre SHR e WKY (Figuras 21 e 26, tabela 13).
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Figura 21. Razéo Capilar/Fibra e Densidade capilar nos tecidos ndo locomotores
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Alteracdo sequenciais de capilares hos musculos ndo locomotores (Temporal e miocéardio) de
ratos normotensos (WKY) e hipertensos (SHR) ao longo dos protocolos de treinamento (T) ou
sedentarismo (S). T vs. $12, * vs. WKY, # vs. TO0.
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Tabela 13. Quantificacdo de capilares

Miocardio Séleo Gastrocnémio Gastrocnémio Temporal
(n/mm?) F. Vermelhas F. Brancas
SHR SO 528+34 * 0,93+0,03 * 0,75+0,03 * 0,73+0,05 * 0,46+0,02 *
SHRT1 703160 + * 1,08+0,05 + * 0,8110,02  * 1,00+0,044 * 0,44+0,03 *
SHR T2 739133 * 1,14+0,03 £ * 1,00+0,05 + * 1,16+0,04 & * 0,46+0,04 *
SHR T4 769437 F * 1,2610,03 + * 1,1340,07 £ * 1,2240,04 + * 0,46+0,03 *
SHR T8 831443 4 * 1,25+0,02 + * 1,1040,06 + * 1,35+0,03 F * 0,42+0,02 *
SHR T12 840131 F+* 1,27+0,03 F+ * 1,18+0,06 F + * 1,38+0,03 F+ * 0,44+0,04 *
SHR S12 539+48 0,95+0,04 0,76+0,04 0,97+0,05 0,44+0,02
WKY SO 746148 1,0940,04 1,1840,03+ 1,02+40,05 0,6810,02
WKY T1 861+16 1,3040,03 + 1,3840,03 + 1,2740,03 + 0,67+0,02
WKY T2 950125 1,37+0,05 1,57+0,03 1,35+0,02 0,70+0,04
WKY T4 944+25 + 1,39+0,04 + 1,65+0,03 1,44+0,03 0,68+0,05
WKY T8 992421 & 1,4740,03 + 1,7240,04 + 1,6210,06 + 0,70+0,04
WKY T12 981422 % + 1,4740,03  + 1,7940,03 & + 1,5940,05 & + 0,67+0,03
WKY S12 745126 1,13+0,04 1,16+0,04 1,01+0,06 0,68+0,02

Valores (médiatEPM) de densidade capilar (em miocéardio) e razdo capilar/fibra nos musculos

temporal, séleo, gastrocnémio (fibras brancas e fibras vermelhas) de normotensos (WKY) e

hipertensos (SHR) ao longo do protocolo de treinamento (T, semanas 1, 2, 4, 8 e 12) ou
sedentarismo (S, semanas 0 e 12). P<0,05, T vs. S12, * vs. WKY, =|= vs. TO.
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4.10 Efeitos sequenciais do treinamento aerobio as

vénulas de musculos esqueléticos locomotores.

De forma semelhante ao observado nos capilares, verificou-se que 0s
SHR apresentaram rarefacdo venular no inicio do protocolo (semana 0, S0)
guando comparados aos WKY. O treinamento provocou aumento progressivo
da razdo vénula/fibra tanto nos normotensos como nos hipertensos nos
musculos estudados.

No musculo séleo, o aumento da razdo vénula/fibra ocorreu a partir 12
semana nos WKY (T1: 75% e Ti2: 91,6%) e a partir da 22 semana nos SHR
(T2: 83,3% e T12: 125%). O mesmo ocorreu no musculo gastocnémio de fibras
vermelhas, que apresentou o aumento venular na 22 semana nos WKY (Tz:
40% e T12: 56%) e na 12 semana nos SHR (T1: 54,5% e Ti2: 181,8%). No
gastrocnémio de fibras brancas, o0 aumento da razdo vénula/fibra ocorreu na
semana 1 e progrediu até a semana 12, tanto para WKY (T1: 66,6% e Ti2:
83,3%) quanto para SHR (T1: 57,1% e Ti2: 114,3%), figuras 22 e 24 e tabela

14.
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Figura 22. Razéo Vénula/Fibra dos musculos locomotores
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Alteracdo sequenciais de capilares nos musculos locomotores (s6leo, gastrocnémio de fibras
vermelhas brancas) de ratos normotensos (WKY) e hipertensos (SHR) ao longo dos protocolos
de treinamento (T) ou sedentarismo (S). P<0.05, 1 vs. S12, * vs. WKY, ={= vs. TO.
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4.11 Efeitos sequenciais do treinamento aerobio as

vénulas de musculos esqueléticos ndo locomotores

Entre os musculos ndo locomotores, temporal e miocardio, a rarefacéo
de vénulas estava presente nos SHR se comparados aos WKY, na semana
inicial, SO.

No musculo temporal, ndo se observou rarefacdo venular em SHR
guando comparados aos WKY, sendo que o treinamento ndo promoveu
qualquer tipo de alteracao significativa nos grupos de WKY e SHR (figuras 23
e 25, tabela 14).

Ja miocardio, houve aumento significante e progressivo da densidade
venular a partir da semana 4 de treinamento em WKY (T4: 50,2% e Tai2:
76,8%) e na semana 1 em SHR (Ti: 34,1% e Ti2: 94,1%); porém, este
aumento nao igualou os valores entre SHR e WKY, como pode ser observado

nas figuras 23 e 26 e tabela 14.
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Figura 23. Razdo Vénula/fibra e Densidade venular dos tecidos nao

locomotores.
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Alteracdo sequenciais de capilares nos musculos nao locomotores (temporal e miocéardio) de
ratos normotensos (WKY) e hipertensos (SHR) ao longo dos protocolos de treinamento (T) ou
sedentarismo (S). P<0,05, t vs. $S12, * vs. WKY, =|= vs. TO.
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Tabela 14. Quantificacdo de vénulas

Miocardio Soleo Gastrocnémio  Gastrocnémio Temporal
F. Vermelhas F. Brancas

SHR SO 7,52+0,47 * 0,12+0,01 0,11+0,01 * 0,14+0,02 0,11+0,01
SHRT1 10,1+0,52 F * 0,16+0,02 0,1740,02+*  0,2240,01* 0,1240,01
SHR T2 11,8+0,59 0,2240,03 + 0,2740,02  * 0,2610,02 + 0,13+0,00
SHR T4 13,30,27 + 0.24+0,02 + 0,34+0,02 + 0,25+0,02 #* 0,13+0,01
SHRT8 13,240,59 + 0,25+0,02 + 0,32+0,03 + 0,28+0,03 + 0,12+0,00
SHR T12 14,614 + 0,2740,02++ 0,31#0,02++  0,30+0,03 F + 0,13+0,02
SHR S12 8,2310,40 0,11+0,01 0,11+0,02 0,13+0,01 0,13+0,01
WKY SO 8,45+0,65 0,12+0,01 0,25+0,02 0,18+0,01 0,11+0,01
WKY T1 10£0,32 0,21+0,01+ 0,30+0,03 0,30+0,02 + 0,13+0,02
WKY T2 11,1£0,36 0,24+0,02 + 0,35+0,03 + 0,32+0,03 + 0,13+0,01

WKY T4 12,740,694 0.23+0,02 + 0,37+0,03 + 0,34+0,03 + 0,12+0,01
WKY T8 14,980,95 + 0,25+0,02 + 0,40+0,04 + 0,32+0,02 + 0,13+0,01
WKY T12 15,8£0,78 4 + 0,23+0,04++ 0,39+0,02++  0,33+0,02 F+ 0,11+0,01
WKY S12 7,73+0,66 0,12+0,01 0,22+0,03 0,16+0,02 0,12+0,01

Valores (médiatEPM) de densidade venular (em miocardio) e razao vénula/fibra nos muisculos
temporal, séleo, gastrocnémio (fibras brancas e fibras vermelhas) de normotensos (WKY) e
hipertensos (SHR) ao longo do protocolo de treinamento (T, semanas 1, 2, 4, 8 e 12) ou
sedentarismo (S, semanas 0 e 12). P<0.05,1 vs. S12, * vs. WKY, =|= vs. TO.
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Figura 24. Fotomicrografia representativa e capilares e vénulas de musculos
exercitados locomotores

3

)

wkyT12 A =1

Fotomicrografia representativa da razdo capilar/fibra e razdo vénula/fibora do musculo séleo de
normotensos (WKY) e hipertensos (SHR), sedentéarios (S, nas semanas 0 e 12) e treinados (T,
nas semanas 1 e 12).
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Figura 25. Fotomicrografia representativa de capilares e vénulas do musculo
temporal

AS

WKY T12 /

— e — =

4 A
" sHRs12

) 4

Fotomicrografia representativa da razao capilar/fibra e razdo vénula/fibra do masculo temporal
de normotensos (WKY) e hipertensos (SHR), sedentérios (S, nas semanas 0 e 12) e treinados
(T, na semanas 12).
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Figura 26. Fotomicrografia representativa de capilares e vénulas do miocardio

Fotomicrografia representativa da densidade capilar e venular do miocardio de normotensos
(WKY) e hipertensos (SHR), sedentérios (S, nas semanas 0 e 12) e treinados (T, nas semanas
4e12).
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A tabela 15 procura sumarizar os resultados observados neste estudo,

comparando-se as diversas variaveis estudadas e a semana em que se iniciou

a alteracao (reducao ou aumento) decorrente o protocolo de treinamento.

Tabela 15. Sumario de resultados

WKY SHR
PAM T \l/ 42 sem
VARIAVEIS PAS _ Y 12 sem
HEMODINAMICAS 5AD L .
FC \l/ 82 sem \l/ 42 sem
Razdo P/L — \L 52 sem
Séleo Capilares 1\ 12 sem /r 12 sem
Veénulas 1\ 12 sem 1\ 22 sem
Razdo P/L - \l/ 22 sem
Gastrocnémio
LOCOMOTORES (Fibras Capilares 1\ 12 sem 1\ 12 sem
Vermelhas)
Veénulas 1\ 22 sem /I\ 12 sem
Razdo P/L - \l/ 22 sem
Gastrocnémio .
(Fibras Brancas) Capilares 1\ 12 sem 1\ 12 sem
Veénulas 1\ 12 sem 1\ 12 sem
Razdo P/L — \l/ 42 sem
T [
empora Capilares — —
Vénulas — -
NAO Razdo P/L — \l/ 42 sem
LOCOMOTORES L
Miocardio .
Capilares 13 sem 23 sem
Veénulas /I\ 43 sem 1\ 12 sem
Rim Raz3do P/L — —

Tabela geral de resultados, sumarizando dados hemodinamicos (presséo arterial média, PAM;
pressao arterial sistélica, PAS; pressao arterial diastélica, PAD e frequéncia cardiaca, FC),
quantificacdo da razdo parede/luz (RP/L), de capilares e vénulas de hipertensos (SHR) e
normotensos (WKY), em tecidos locomotores (musculos séleo e gastrocnémio) e tecidos néo
locomotores (musculo temporal, miocardio e rim)
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5. DISCUSSAO

5.1 Desempenho fisico e respostas hemodinamicas ao

treinamento

Os resultados do presente estudo confirmam a eficacia do treinamento
aerobio de baixa intensidade em melhorar a capacidade fisica dos animais,
provocar bradicardia de repouso em ratos em normotensos e hipertensos e

reduzir a pressao arterial média e presséao arterial sistdlica dos ratos hipertensos.

Observamos ainda que hipertensos sedentarios da semana 12
apresentaram aumento da PAD, fato que pode estar relacionado ao efeito do
tempo, como o aumento da idade dos animais (Franklin et al, 1999).
Interessantemente, isto ndo foi observado nos grupos hipertensos treinados, fato

gue pode ser relacionado a pratica de exercicios.

Uma das caracteristicas marcantes do treinamento fisico aerébio € a
promocado da bradicardia de repouso (Negréo et. al., 1992; Brum et. al., 2004,
(Martins et. al.,, 2005), considerada importante indicativo da eficacia do
treinamento fisico tanto em machos (Brum et al., 2000; De Angelis et al., 2004;
Moraes-Silva et al., 2010; Cornelissen et al., 2011) como em fémeas (Irigoyen et
al., 2005; Sanches et al., 2009; Cornelissen et al., 2011). Essareducéo da FC é
atribuida a fatores como alteragcdes na atividade intrinseca do né sinoatrial,
fatores hemodinamicos e fatores neurais. A relacdo entre FC e n6 sinoatrial, foi
sugerida apos observactes de redugdo da FC intrinseca apds 13 semanas de
treinamento aerobio de baixa intensidade (Negréo et al., 1992). A adaptacao
hemodindmica observada ap6s treinamento aerébio também pode ser atribuida

a melhoria da eficiéncia contratil do coracdo caracterizada pelo aumento do
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volume sistolico, garantindo assim a manutencdo do débito cardiaco com FC
menor (Clausen et al., 1977). Também pode estar relacionada a alteracées do
balanco simpato-vagal decorrentes do aumento do tbnus parassimpatico ao
coracao (Félix et. al., 2007; Higa-Taniguchi et al., 2009), e/ou da reducdo do

tbnus simpatico ao coracao (Gava et al., 1995).

Os efeitos do treinamento fisico sobre o nivel pressorico em repouso €
mais pronunciado em individuos hipertensos (Bertagnolli et al., 2006; Moraes-
Silva et al., 2010) e sua eficacia em reduzir a pressao arterial € dependente da
intensidade de exercicio realizado nas sessdes de treinamento (Véras-Silva
et.al., 1997). Neste sentido, o treinamento fisico realizado em intensidade leve a
moderada, atenua a hipertensdo arterial de ratos hipertensos quando
comparados a ratos sedentarios e/ou treinados em alta intensidade (Véras-Silva

et. al.; 1997).

Ao compararmos os dados de capacidade aerébia do presente estudo,
observamos que os SHR apresentam, durante todo o protocolo de treinamento,
desempenho superior aos WKY, mas o ganho induzido pelo treinamento foi
similar para ambos. Estudos comportamentais demonstraram que os SHR
constituem uma linhagem com elevada ansiedade (Kulikov et. al., 1997) e
atividade motora e muito responsivos a estimulos aversivos (Ramos et. al.,

1997), o que justificaria 0 melhor desempenho em esteira.

Esses resultados hemodinamicos, associados aos ganhos de capacidade
fisica, sdo corroborados por estudos anteriores sobre a eficacia do protocolo de
treinamento utilizado (Melo et. al, 2003; Amaral et. al.; 2000 e 2001) e reforgam
a ideia dos efeitos benéficos do exercicio aerObio sobre o sistema
cardiovascular. Desta forma, considerando os achados do presente estudo e as
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informagdes apresentadas na literatura, podemos destacar como resultado
original deste estudo que a reducédo de PAM e FC instala-se progressivamente,
manifestando-se precocemente nos SHR (reducdes significativas da PAM e FC
apos 4 semanas de treinamento) e mais tardiamente nos WKY (apenas

bradicardia de repouso, significativa a partir da 82 semana de treinamento).

5.2 Resposta arteriolar

Ao analisarmos a resposta arteriolar, observamos caracteristicas
importantes de diferenciam o grupo de tecidos locomotores dos nao
locomotores. Por outro lado, foi possivel constatar pequenas respostas
especificas, que diferenciam um tecido do outro, destacando-se as seguintes

observacoes:

- Hipertensos apresentavam RP/L maior que normotensos, em todos o0s

territérios analisados

- O T foi eficaz em reduzir a RP/L de arteriolas musculares apenas nos
hipertensos, tanto nos tecidos locomotores (musculos séleo, gastrocnémio
de fibras brancas e vermelhas), como nos tecidos nao locomotores

(musculo temporal e miocardio)

- Nenhuma alteracdo foi observada na RP/L das arteriolas renais, que,
durante exercicio sofrem vasoconstricdo e reducao do fluxo sanguineo,
para que o excedente de sangue seja desviado para a musculatura em
atividade (Michelini et. al., 2012), conforme ja observado em estudos

anteriores (Melo et. al., 2003)
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- Houve reducéo precoce da RP/L de arteriolas dos musculos locomotores

- Geometricamente, ocorreu reducdo do diametro interno (DI) e manutencéo
do didmetro externo (DE) nos muasculos temporal (muito rapidamente, ja na
12, semana), gastrocnémios (na 42 semana), s6leo e miocéardio (na 82
semana), demostrando que h& remodelamento eutréfico com aumento da

luz (Mulvany , 1999).

Sabe-se h& anos que o treinamento aerébio de baixa intensidade reduz
0s niveis pressoricos de hipertensos, acarretando melhora da resisténcia
vascular periférica (Véras-Silva et. al., 1997; Amaral et. al., 2000 e 2001). Sabe-
se também que a fungdo primaria da microcirculacdo € otimizar o suprimento de
nutrientes e oxigénio para os tecidos em resposta a variagcbes na demanda
energética, bem como evitar variagdes exacerbadas na pressao hidrostatica ao
nivel dos capilares (Levy et. al.,, 2001). No entanto, durante a hipertensédo a
estrutura e a funcdo da microcirculacdo encontram-se afetadas pela alteracéo
do tdnus vasomotor, aumentando a resposta vasoconstritora e reduzindo a
resposta vasodilatadora, ou ainda por alteragcdo na estrutura anatdémica dos
vasos com o aumento da razao parede/luz, reducdo na densidade de arteriolas,
vénulas e/ou capilares (Levy et. al., 2001). Desta forma, ndo é surpreendente
que as arteriolas de SHR se apresentem com a razao parede/luz elevada em
todos os territorios estudados, bem como nao é estranho constatar rarefacéo de

vénulas e capilares nestes animais.

Diversos estudos demonstraram que rarefacdo vascular nos muasculos
esqueléticos e no coracdo de SHR relaciona-se com a menor condutancia
paralela da microcirculagéo e o consequente aumento da resisténcia vascular e
da PAM (Hernadez et. al., 1995; Rieder et. al., 1997; Amaral et. al., 2000; Franca
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et. al. 2001). Os dados obtidos no presente estudo confirmam que o efeito do
treinamento em normalizar a razdo parede/luz das arteriolas de SHR, que se
encontram hipertrofiadas, pode se tratar de uma resposta generalizada, presente
nos musculos esqueléticos e ndo esqueléticos (exercitados em esteira ou ndo),

mas que nao ocorre em territdrio ndo muscular, como é o caso do rim.

Apesar da redugédo da razdo parede/luz ocorrer em todos os tecidos
musculares que foram analisados, observou-se uma resposta diferenciada de
acordo com os territorios. Musculos predominantemente locomotores tiveram
sua razao parede/luz reduzida precocemente quando comparado com aqueles
ndo locomotores (coracdo e musculo temporal), que responderam de modo
semelhante. Isto sugere a existéncia de um efeito local sobre as arteriolas. Um
dado interessante que reforca a presenca deste efeito foi a normalizacdo desta
razdo observada no musculo temporal (n&o locomotor), que inclusive, apresenta
reducdo de fluxo sanguineo durante a pratica de exercicios dindmicos (MUSCH

et al, 1987).

Interessantemente, os musculos soéleo e gastrocnémio de fibras
vermelhas conseguem atingir valores de RP/L iguais aos dos normotensos, ja na
22, Semana. Ja no miocardio e no musculo temporal, essa normalizacao ocorre
na 42 semana e no musculo gastrocnémio de fibras brancas apenas na 82
semana. Essa resposta pode ser relacionada ao tipo de fibras. O musculo
gastrocnémio de fibras brancas pode ter demorado mais para ter sua RP/L
igualada aos WKY por possuir fibras com caracteristicas predominantemente
anaerobicas e, consequentemente, responder mais efetivamente a exercicios de
alta intensidade. De acordo com suas diferenciacdes fisioldgicas, as fibras

musculares sao classificadas em tipo | (contracédo lenta) e tipo Il (contracéo
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rapida). As fibras do tipo | apresentam velocidade de contracdo bastante
reduzida se comparada com o tipo Il, além de possuir maior quantidade de
mioglobina, relacionada ao metabolismo aerdbio, e, consequentemente,
capacidade oxidativa alta e maior resisténcia a fadiga. J& as fibras do tipo Il (que
€ o0 caso das fibras com coloragdo branca) possuem caracteristicas opostas, 0
que confere menor resisténcia a fadiga e maior capacidade para gerar forca

(Powers, 2000).

Embora dados obtidos no presente estudo ainda ndo permitam identificar
o(s) mecanismo(s) pelo(s) qual(is) o T foi eficaz em remodelar as arteriolas dos
hipertensos, ele nos permite excluir a acdo Unica de mecanismos de ajuste de
fluxo que ocorre nos vasos (como metabdlicos, miogénicos, autécrinos e fisicos),
uma vez que a alteracdo arteriolar também encontra-se presente em musculo
ndo locomotor. Por outro lado, os dados também indicam a existéncia de
mecanismo especifico a territérios musculares, que sejam mediados por

mecanismos neuro-humorais e locais.

Foi possivel ainda constatar a alteracdo na geometria das arteriolas dos
hipertensos, onde o T induziu aumento da luz arteriolar por meio da aumento do
diametro interno, com manutencdo do diametro externo. Isso demostra o
remodelamento das arteriolas por meio de exercicios fisicos € um
remodelamento eutréfico, com aumento da luz. Curiosamente, em musculo
gastrocnémio e no miocardio, o DI aumentou significativamente no grupo
experimental seguinte a reducdo da RP/L, enquanto no musculo temporal, essa
alteracao foi extremamente rapida, e no séleo, mais tardia. O mecanismo pelo
qual o musculo séleo responde rapidamente quando se avalia a R P/L e mais

discretamente quando se avalia DI e DE nao estad esclarecido, mas um
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mecanismo possivel seria 0 menor tamanho do ventre muscular, a posicao e até

o grau de encurtamento menor em relagdo ao musculo gastrocnémio.

Por outro lado, a resposta do musculo temporal, onde o DI aumenta
rapidamente mesmo antes de alterar a RP/L, pode ocorrer devido a importante
atividade simpatica ou até mesmo pela rica inervagédo deste musculo (Chang et.
al., 2013), que no roedor é muito importante para o funcionamento e manutengao
muscular. Desta forma, uma reducdo simpatica acarretada pelo T pode ter

repercutido de forma muito rapida.

5.3 Resposta capilar

A avaliacdo da densidade capilar ou da relacdo capilar/fibora muscular
trouxe resultados fortemente compativeis com alteracbes induzidas por
necessidades metabodlicas. Estas modificacbes foram evidentes ja na
comparacdo entre as linhagens, onde observamos que 0s hipertensos
apresentavam rarefacdo capilar se comparados aos nhormotensos,

independentemente do treinamento fisico ou sedentarismo.

Esta observacéo é descrita na literatura, onde se discute bastante se a
densidade estaria reduzida pelo aumento na area de secao transversal das fibras
musculares no coracao, induzida pela prépria hipertensdo. Neste sentido, foi
mostrado que a reducdo da presséao arterial com anti-hipertensivos é capaz de
reverter essa rarefacéo capilar (Nascimento et. al., 2010; Kaiser et al., 2013). Por
outro lado, tal observacéo também é descrita nos musculos esqueléticos, o que
pode novamente trazer a ideia de uma alteracdo no metabolismo tecidual dos

SHR (Hernandez et al., 2013).
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Cabe novamente fazer uma avaliacdo separada dos musculos com acao
locomotora daqueles que ndo tém acao locomotora. Quando avaliamos o0s
musculos locomotores, verificamos que houve aumento na razdo capilar/fibra
(RC/F) tanto de hipertensos como de normotensos jA na 12 semana. Neste
contexto, os musculos soleo e gastrocnémio de fibras vermelhas apresentaram
aumentos semelhantes nos WKY e SHR, sendo que os SHR permaneceram com
a RC/F menor que os WKY em todo o periodo de treinamento. De forma
semelhante, o muasculo gastrocnémio de fibras brancas também mostrou o
mesmo padrdo de resposta. Estes resultados corroboram os poucos dados da
literatura, reforcando a ideia de que ocorre aumento de capilares com o
treinamento (Amaral et al., 2001). Contudo, ndo havia informacéo de como este
aumento ocorria e foi entdo possivel apresentar, no presente estudo, a resposta

precoce ao treinamento fisico.

Chama a atencédo a resposta observada nos musculos ndo locomotores,
onde o musculo temporal ndo apresentou nenhuma alteracdo na RC/F, nem em
WKY ou SHR. Por outro lado, o miocardio apresentou aumento na densidade de
capilares na 22 semana nos WKY e na 12 semana nos SHR. Novamente, esta
resposta precoce no miocardio sugere uma demanda metabdlica aumentada,

estimulando o aumento da densidade capilar no coragao.

5.4 Resposta Venular

As observacOes feitas na resposta venular ao treinamento fisico foram,
semelhantes as encontradas na resposta capilar. Porém, ao se comparar

normotensos e hipertensos, verificou-se que 0s hipertensos apresentavam
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rarefacdo venular quando comparados aos normotensos apenas no musculo
gastrocnémio de fibras vermelhas e no miocardio. Ao avaliar os musculos
gastrocnémio de fibras brancas, séleo e temporal, verificamos que a densidade

venular foi semelhante entre WKY e SHR.

Quando os animais foram submetidos ao treinamento fisico, os musculos
locomotores apresentaram um rapido aumento na razéo vénula/fibra (RV/F) nos
musculos séleo (WKY: 12 semana, SHR: 22 semana), gastrocnémio de fibras
vermelhas (WKY: 22 semana, SHR: 12 semana) e gastrocnémio de fibras

brancas (12 semana ara WKY e SHR).

Quando se avaliou o miocardio, verificou-se uma grande precocidade na
resposta de aumento da densidade venular dos SHR (12 semana) e uma
resposta mais tardia nos WKY (42 semana). Por outro lado, n&o foi verificada
qualquer alteracdo na densidade venular no musculo temporal tanto de WKY
como de SHR induzida pelo treinamento. H& poucos estudos avaliando a razdo
vénula/fibra ou a densidade venular, o que dificulta a comparacgao de resultados.
Em estudo desenvolvido por Melo e colaboradores (Melo et al., 2003), foi
verificado que o treinamento fisico seria capaz de aumentar a densidade venular
em musculos locomotores. Contudo, este novamente apresentava a avaliacdo
apenas no final do periodo de treinamento, sem verificar em qual momento do

treinamento as modificagdes teriam ocorrido.

O aumento na densidade de vénulas e capilares nos musculos
esqueléticos locomotores e ndo locomotores (no caso do coracao) tanto de WKY
quanto em SHR, confirma resultados verificados em estudos anteriores (Amaral

et.al., 2000 e 2001; Melo et. al, 2003). O presente estudo é original ao
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demonstrar os momentos em que as adaptagdes na microcirculagdo ocorrem
durante o treinamento fisico, apresentando também uma relagdo temporal que

ajuda a compreender a relagdo causa/efeito com que as modifica¢cées ocorrem.

Embora néo seja possivel afirmar que a capacitancia venosa contribua
diretamente para o controle da PA, sua importancia funcional tem sido muito
destacada (GUYTON, 1995). As veias contém aproximadamente 70-75% do
volume sanguineo e contribuem ativa e passivamente para a distribuicdo do
sangue entre o leito vascular periférico e o coracdo. Conforme descrito por
GUYTON (1995), a razdo entre volume sanguineo e capacidade fisica da
circulacdo encontra-se elevada na fase cronica da hipertensdo, provavelmente

devido a rarefacdo presente na microcirculacao.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos durante a avaliacdo de WKY e SHR

submetidos ao treinamento aerdbio podemos concluir que:

1)

2)

3)

4)

5)

Num primeiro momento, ocorre um aumento progressivo da
densidade capilar e venular de WKY e SHR (apenas em territorios
exercitados);

Em um segundo momento, observa-se uma reducdo da razédo
parede/luz das arteriolas musculares esqueléticas (apenas em SHR,
precocemente em musculos locomotores);

AplOs o0s ajustes estruturais relacionados a densidade capilar e
venular, bem como a R P/L, verifica-se reducao significativa da PAM
de SHR e da FC de WKY e SHR;

A reducado da PAS em SHR antecede a reducédo da PAM;

Houve correlacdo positiva entre a reducédo da razéo parede/luz e a

diminuicdo da PAM
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7. ANEXOS

7.1 Anexo A

il

MEDICINA
'SP

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

A CEUA do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em sessao de 05/09/2012, APROVOU
o Protocolo de Pesquisa n° 045/11 intitulado: “EFEITOS SEQUENCIAIS DO
TREINAMENTO AEROBIO SOBRE A MICROCIRCULACAO MUSCULAR
ESQUELETICA, CARDIACA E RENAL EM RATOS
HIPERTENSOSESPONTANEOS.”, apresentado pelo Programa de
FISTOPATOLOGIA EXPERIMENTAL

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEP-FMUSP, o
relatério final sobre a pesquisa, (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de

Animais - Lei N° 11.794 -8 de outubro de 2008).

Pesquisador (a) Responsavel: Prof. Dra. Silvia Lacchini

Pesquisador (a) Executante: Tatiana Pereira Alves

CEP-FMUSP, 10 de Setembro de 2012,

—

Dr. Eduardo Pompeu
Coordenador
Comissao de Etica no Uso de Animais

Prof. Dr. Roger Chammas
Coordenador
Comité de Etica em Pesquisa
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