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RESUMO

O o6xido nitrico (NO), desempenha importante funcdo no controle da pressdo arterial (PA). Estudos
experimentais demonstraram que a producdo de NO, no organismo pode ocorrer por duas vias
metabolicas: a) pela via eNOS/NO, através do estresse de cisalhamento nas células do endotélio
vascular, influenciada pelo treinamento fisico, a partir do aumento da expressdo do gene da eNOS e; b)
pela via Nitrato/Nitrito/NO, estimulada através da administracdo oral de nitrito (NO2-). O presente
estudo teve como objetivo estudar o efeito de 8 semanas de NO,-, administrado pela via oral, associado
ao treinamento fisico (TF) aer6bio nas variaveis hemodinamicas e bioquimicas. 40 Ratos Wistar,
divididos em quatro grupos (n=10): sedentéario controle (SC), sedentario tratado (SN), treinado controle
(TC) e treinado tratado (TN). Os animais foram submetidos por 8 semanas de treinamento fisico
associados com a suplementacédo de nitrito (15mg/kg) ou placebo (dgua). Foram avaliadas as varidveis
de capacidade fisica, rigidez arterial, pressdo arterial, concentracdes de nitrito plasmatico e tecidual
(coragdo, aorta, musculos esqueléticos, tibial anterior e soleo) e substancias reativas ao Acido
Tiobarbiturico (TBARS). Os resultados foram apresentados como média, desvio padrdo e, uma Analise
de Variancia (ANOVA) de dois caminhos foi realizada para comparacdo dos grupos. Em relacdo a
rigidez arterial, os resultados demonstraram os grupos que recebeu suplementacao de nitrito (SN vs SC,
5.47 vs 6.65, respectivamente, p= 0.008, em m/s), realizou treinamento fisico (TC vs SC, 5.37 vs 6.65,
respectivamente, p= 0.002, em m/s), foram eficazes em apresentar valores menores de rigidez arterial,
comparado ao grupo sedentario. E associacdo ndo promoveu resultados adicionais aos ja encontrados
separadamente. A capacidade fisica dos animais aumentou com o treinamento fisico, demonstrando a
eficacia do treinamento (TN vs SN, 963 vs 570, p= <0.001; TC vs SC, 894 vs 609, p=0.003, em s). No
que se diz respeito as concentracBes de nitrito, a suplementacdo foi eficaz em aumentar os niveis de
nitrito nos tecidos analisados, plasma, musculo tibial anterior e s6leo. Para a varidvel TBARS, o
treinamento fisico associado com a suplementacéo de nitrito apresentou valores menores comparado ao
grupo que realizou somente o treinamento fisico (TN vs TC, 0.213 vs 0.238, p= 0.013, em umol/mg) e
a suplementacdo de forma isolada (TN vs SN, 0.213 vs 0.252, p=0.001, em pmol/mg). Em conclusdo,
apesar de ambas as intervengdes nao exerceram efeitos na pressdo arterial, frequéncia cardiaca em
repouso e balango autondmico, ha indicios que promovem outros beneficios cardiovasculares,

especialmente na reducédo da rigidez arterial e aumento das concentracdes de NO.

PALAVRAS-CHAVE: eNOS; Treinamento Aerobio; Suplementacdo; Velocidade de Onda de

Pulso.



ABSTRACT

Nitric oxide (NO), plays an important role in controlling blood pressure (BP). Experimental studies have
demonstrated that the production of NO in the organism may occur by two metabolic pathways: a) by
the eNOS/NO pathway, through shear stress in vascular endothelium cells, influenced by physical
training, from the increase of eNOS gene expression and; b) by the Nitrate/Nitrite/NO pathway,
stimulated by oral administration of nitrite (NO2-). The present study aimed to study the effect of 8
weeks of NO2-, orally administered, associated with aerobic physical training (PT) on hemodynamic
and biochemical variables. 40 Wistar rats, divided into four groups (n=10): sedentary control (SC),
sedentary treated (SN), trained control (TC) and trained treated (TN). The animals were submitted to 8
weeks of physical training associated with nitrite (15mg/kg) or placebo (water) supplementation.
Physical capacity, arterial stiffness, blood pressure, plasma and tissue nitrite concentrations (heart, aorta,
skeletal muscles, anterior tibial and soleus) and thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) were
evaluated. The results were presented as mean, standard deviation, and a two-way Analysis of Variance
(ANOVA) was performed to compare the groups. Regarding arterial stiffness, the results showed the
groups that received nitrite supplementation (SN vs SC, 5.47 vs 6.65, respectively, p= 0.008, in m/s),
performed physical training (TC vs SC, 5.37 vs 6.65, respectively, p= 0.002, in m/s), were effective in
presenting lower arterial stiffness values, compared to the sedentary group. And association did not
promote additional results to those already found separately. The physical capacity of the animals
increased with physical training, demonstrating the efficacy of training (TN vs SN, 963 vs 570, p=
<0.001; TC vs SC, 894 vs 609, p=0.003, in s). With regard to nitrite concentrations, supplementation
was effective in increasing nitrite levels in the analyzed tissues, plasma, anterior tibial muscle and soleus.
For the TBARS variable, exercise training associated with nitrite supplementation showed lower values
compared to the group that received only exercise training (TN vs TC, 0.213 vs 0.238, p= 0.013, in
pmol/mg) and supplementation alone (TN vs SN, 0.213 vs 0.252, p= 0.001, in umol/mg). In conclusion,
although both interventions had no effects on blood pressure, resting heart rate and autonomic balance,
there is evidence that they promote other cardiovascular benefits, especially in reducing arterial stiffness

and increasing NO concentrations.

KEYWORDS: eNOS; Aerobic Trainig; Supplementation; Pulse Wave Velocity.
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1. INTRODUCAO

A pressdo arterial (PA) é a forca exercida pelo fluxo sanguineo contra as paredes
internas dos vasos sanguineos, resultante do débito cardiaco e da resisténcia vascular
periférica, sendo que, quaisquer alteracdes nesses dois parametros poderao interferir nos
valores pressoricos (PERUMAREDDI, 2019; JAMES; GERBER, 2018; MARKMAN et
al., 2021). Em individuos saudaveis, os valores limitrofes sdo de 140 mmHg, para pressao
arterial sistolica (PAS) e 90 mmHg, para presséo arterial diastélica (PAD). Valores acima
dos citados estéo relacionados a ocorréncia de eventos cardiovasculares e mortalidade,
tais como acidente vascular encefélico (AVE), infarto agudo do miocérdio (IAM), entre
outras (AL-QATATSHEH et al., 2020; FAN; LIU; ZHANG, 2019; YANO et al., 2017,
VISCHER; BURKARD, 2017). O treinamento fisico, é atualmente recomendado como
forma de prevencao da hipertenséo arterial sistémica (HAS) em individuos normotensos
saudaveis e, como forma de tratamento ndo farmacol6gico para pacientes ja
diagnosticados, uma vez que o treinamento fisico regular promove diversos beneficios
para a salude cardiovascular, em especial, na diminuicdo dos valores de PA, pois estaria
atuando na melhora da resisténcia vascular periférica, maior complacéncia arterial e
reducdo da atividade nervosa simpéatica (PAULA et al., 2020; LIN; LEE, 2018;
LATERZA et al., 2017; KORSAGER LARSEN; MATCHKOV, 2016). Além dos
beneficios citados, ha uma estreita relacdo entre o treinamento fisico e beneficios ao
endotélio vascular, através do aumento da producdo e da biodisponibilidade de éxido
nitrico (NO), um radical livre gasoso, com efeito vasodilatador, em sua maior parte, sendo
produzido pela enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) (GLUVIC et al., 2020;
TIAN; MENG, 2019; MOLLER et al., 2019). Ainda, tém-se observado nesta relagdo um
aumento das substancias antioxidantes, contribuindo para a reducéo das espécies reativas
de oxigénio (EROS), principal responsavel pela redugdo da biodisponibilidade do NO,
inibindo, portanto, a degradacdo precoce de NO. (AMARAL et al., 2019; HASEGAWA
etal., 2018; KORSAGER LARSEN; MATCHKOQV, 2016).

Sendo assim, por possuir poder vasodilatador, 0 NO desempenha importante
funcdo no controle da PA. Portanto, obtém-se a necessidade de criar estratégias
farmacologicas (administracdo de nitrito via oral) e ndo farmacolodgicas (treinamento
fisico) para aumentar sua biodisponibilidade no organismo. Estudos experimentais
demonstraram que, 0 aumento das concentra¢des de NO, no organismo pode ocorrer por

duas vias metabdlicas: a) pela via da eNOS/NO/GMPc, em que, sua producao ocorre pela
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estimulacdo do estresse de cisalhamento (shear stress) nas células do endotélio vascular,
com grande influéncia da pratica regular de exercicio fisico, estimulando o aumento da
expressdo do gene da enzima Oxido nitrico sintase endotelial (LING et al., 2018); e; b)
pela via Nitrato/Nitrito/NO, estimulada através da administracdo oral de nitrito (NO2-) e
nitrato (NOs-), (AMARAL et al., 2019; PINHEIRO; TANUS-SANTOS; CASTRO,
2017).

A producdo de NO pela via eNOS, tém grande influéncia da pratica de exercicio
fisico, por estimulos fisicos devido ao aumento de fluxo sanguineo e a consequente
promogéo do estresse de cisalhamento, conhecido como “shear stress”, sendo este, a forga
exercida pelo sangue na parede dos vasos sanguineos. Logo, ativando a sinalizagdo da
enzima eNQOS, a qual converte a L-arginina em NO (AREFIAD et. al., 2022; KIANI et.
al., 2022; GREEN et. al., 2018; SUVORAVA et. al., 2018).

A producdo de NO pela via Nitrato/Nitrito/NO, tém como fonte a prépria
administracdo de NO. Inicialmente, o nitrito ingerido gera NO em condicdes acidas no
estdbmago, enquanto o restante entra na circulacdo sanguinea. Nos tecidos, em condi¢des
de baixo pH e hipoxia por proteinas de redutase de nitrito para NO, processos
denominados pela literatura como “ciclo éntero-salivar dos nitratos e nitritos”
(GUIMARAES; BATISTA; TANUS-SANTOS, 2021; PIGNATELLI et al., 2020),
promovem vasodilatacdo, efeitos anti-hipertensivos, antioxidantes e melhora da fungéo
miocérdica por mecanismos que envolvem a inibigdo da atividade da NADPH oxidase,
por meio de uma bioativagdo do nitrito dependente da xantina oxidase (GUIMARAES;
BATISTA; TANUS-SANTOS, 2021; PINHEIRO et al., 2021). A administracdo oral de
nitrito por mais de duas semanas, é considerado um método de tratamento crénico e tem
demonstrado vantagens em ser utilizada em comparacéao a outros doadores de NO, tendo
uma bioativacdo mais eficientes em situacdes de hipdxia e condicbes de estresse
oxidativo, enquanto 0 NO organico produzido pela eNOS tem maior probabilidade de
gerar a formacgdo do peroxinitrito, promovendo efeitos negativos para funcao vascular
(LING; MUSTAFA; MURUGAN, 2020; MUNZEL; DAIBER, 2018).

Outro fator que também possui grande influéncia nos valores de PA € a rigidez
arterial, sendo caracterizada pela perda de complacéncia das paredes arteriais
(LACOLLEY et al., 2017; LAURENT; BOUTOUYRIE, 2020). Além disso, €
considerado um importante preditor de risco de mortalidade por todas as causas e

mortalidades cardiovasculares, ndo apenas em populagdes com doencas, como
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hipertensdo, por exemplo, mas também na populacdo em geral (JI et al., 2020;
LEBLANC; STRONG; TABRIZCHI, 2018; LINDESAY et al., 2016). Estudos, sugerem
que os mecanismos pelos quais a administracdo oral de nitrito e treinamentos fisicos
aerobios possivelmente influenciam na melhora da rigidez arterial estdo relacionados ao
melhora da func¢do endotelial (DUPONT et al., 2019; HASEGAWA et al., 2018).

Em estudo prévio desenvolvido em nosso laboratorio (em fase de publicacéo),
com ratos Wistar treinados por 8 semanas (treinamento aer6bio em esteira) e
suplementados com 15mg/kg de nitrito de sodio via oral (mesma concentracao do projeto
atual), nos ultimos 6 dias de protocolo, 0s resultados demonstraram que 0s animais que
receberam somente o tratamento com nitrito e 0S animais que concomitantemente
receberam tratamentos e treinamentos fisicos, apresentaram reducédo da rigidez arterial
(avaliada a partir da medida da velocidade de onda de pulso) quando comparado aos
momentos pré e pos-administracdo. Os animais que, somente, receberam o tratamento,
apresentaram reducdo dos valores de PA em comparagdo ao seu grupo controle. Apesar
deste estudo, apresentar resultados positivos, ainda ndo foi possivel determinar se esses
resultados estdo relacionados a suplementacdo, ao tempo em que o nitrito foi
administrado, ao exercicio ou a combinagdo entre eles. Ainda, os mencionados
mecanismos fisioldégicos que relacionam as alteracBes necessitam de maiores
esclarecimentos. Diante das respectivas indagacdes, optou-se neste projeto, em aumentar
o0 tempo de suplementacéo de nitrito, coincidindo com o tempo de treinamento fisico para

maior clareza dos efeitos da suplementacdo, treinamento e/ou combinacgéo entre eles.

2. JUSTIFICATIVA

Devido a HA ser um importante fator de risco para o desenvolvimento das
doencas cardiovasculares, sendo estas, patologias de alto indice de mortalidade mundial,
tém se a necessidade de investigar os mecanismos de controle de pressao arterial. Sabe-
se que, o treinamento fisico aerdbio e a suplementacao de nitrito, sdo sugeridos como
formas de controle de pressdo arterial em pessoas ja diagnosticadas e, também, como
meio de prevencdo em pessoas saudaveis. Considerando este conhecimento presente na
literatura, até 0 momento ainda ndo se tem conhecimento de estudos que objetivaram
estudar a associacdo de ambos os tratamentos e os mecanismos pelos quais eles atuam,

sendo necessarios maiores esclarecimentos cientificos.
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Em termos gerais, o entendimento dos mecanismos relacionados a suplementagéo
de NO>- associado a préatica de exercicios fisicos, o tempo de administragdo de ambos e,
como eles atuam na regulacdo da pressao arterial e na disfuncdo endotelial podem ser
fatores primordiais para a prevencdo/tratamento da HA. Ainda, é importante mencionar
que, para o presente estudo, a opcdo por utilizar ratos Wistar normotensos é devido a
necessidade do entendimento dos mecanismos de controle da PA relacionados a
suplementagdo de NO e ao treinamento fisico no organismo dito “normal”. Num segundo

momento, 0s conhecimentos adquiridos poderdo ser aplicados em ratos hipertensos.

Ressalta-se também que, este estudo faz parte de uma pesquisa translacional de
longo prazo que buscara estabelecer tais relagdes tanto no modelo animal (presente
estudo) quanto no modelo humano através da pratica do exercicio fisico e da
suplementacdo de alimentos ricos em nitrito/nitrato (beterraba, ricula dentre outros), ndo

explorados por este projeto.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo principal da presente pesquisa cientifica é, verificar o efeito da
administracdo oral de nitrito (NO2-) associado com o treinamento fisico nas variaveis
hemodinamicas e humorais em ratos Wistar normotensos ap0s oito semanas de

intervencéo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
A partir do objetivo geral, foram definidos dois objetivos especificos. Sendo:

1. Verificar os efeitos do treinamento fisico e administracdo oral de nitrito, de
forma isolada ou combinada, nas concentracgdes de nitrito plasmatico e tecidual
e seus possiveis reflexos na pressao arterial.

2. Verificar os efeitos do treinamento fisico e administracdo oral de nitrito, de
forma isolada ou combinada, na funcionalidade arterial em reduzir a rigidez

arterial.
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4 HIPOTESE

Apesar de ratos Wistar serem considerados animais normotensos, neste trabalho
esperdvamos que a administracdo oral de nitrito, quando associado com o treinamento
fisico, atenuasse e/ou reduzisse a pressdo arterial, rigidez arterial nos animais que fossem
submetidos a ambas as intervengdes. Possivelmente, as intervengdes poderiam ser
utilizadas como uma estratégia para restaurar as concentra¢fes de NO e reduzir o estresse

oxidativo, além de promover diversos beneficios cardiovasculares.

5. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo ¢ parte de um projeto de pesquisa maior intitulado “Efeito do
exercicio fisico e da suplementacéo de nitrito no controle cardiovascular de ratos idosos”
o qual foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de
Ciéncias da UNESP-Bauru (n° 281/2020 Vol.1 — Anexo 1), seguindo as Diretrizes do
Conselho nacional de controle de experimentacdo animal (CONCEA).

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados 40 ratos machos (Wistar) provenientes do Biotério Central da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - Campus de Botucatu, com
idade de seis semanas (45 dias), com peso de 200-250 gramas. Durante o protocolo
experimental, os animais foram mantidos em gaiolas com até quatro animais, no Biotério
da Faculdade de Ciéncias - Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho™ -
Campus de Bauru, com racdo e agua fornecidos ad libitum, em ciclo claro-escuro de 12/12

horas e temperatura controlada de 22°C.

5.2 CAPACIDADE FiISICA MAXIMA

Os animais passaram por 10 dias de adaptacdo a esteira (modificada para ratos,
possuindo 10 raias suspensas de ferro, Inbramed, Millennium). Posteriormente, todos 0s
animais realizaram o Teste de Capacidade Maxima (TCML1), através do protocolo

adaptado que preconiza aumentos de 3m/min a cada 3 minutos de exercicio na esteira até
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a exaustdo, determinando assim, a capacidade fisica maxima de forma indireta. Este teste
foi repetido apds a quarta semana, com objetivo de readequacéo das cargas de treinamento
(TCM2) e ao final das oito (TCM3) semanas de treinamento aerdébio associado a

administracdo oral de nitrito (NO2-).

5.3 TREINAMENTO FiSICO E TRATAMENTO FARMACOLOGICO

Apos a realizacdo do TCM, os animais foram separados em quatro grupos
(n=10/grupo), igualitariamente para peso corporal (PC), capacidade fisica e valores de

rigidez arterial. Sendo formado os seguintes grupos:

* Sedentarios Controle (SC): Animais que foram mantidos sedentarios por toda o

protocolo experimental e receberam o tratamento com placebo (adgua);

+ Sedentarios Nitrito (SN): Animais que foram mantidos sedentarios por toda o

protocolo experimental e receberam a administracdo oral de nitrito;

* Treinados Controle (TC): Animais submetidos ao treinamento fisico e que

receberam o tratamento com placebo (agua);

* Treinados Nitrito (TN): Animais submetidos ao treinamento fisico e que

receberam a administracéo oral de nitrito;

Os animais foram submetidos a 8 semanas de treinamento fisico, com intensidade
de 50-60% da velocidade maxima atingida no teste de TCM e foi concomitantemente
realizado a administracdo oral de nitrito de sodio (15mg/kg) ou placebo (&gua),
administrada pelo método de gavagem. A escolha da agua como placebo e a concentracao
do nitrito de sdédio concordam com os estudos publicados anteriormente, que
demonstraram os efeitos anti-hipertensivos e antioxidantes do composto (AMARAL et
al., 2019; NETO-NEVES et al., 2019; PINHEIRO et al., 2020; R1ZZI et al., 2019). A
suplementacdo ocorreu as 9 horas da manha, 60 minutos antes dos animais iniciarem o

treinamento fisico diario na esteira.

O treinamento foi realizado seguindo o seguinte desenho experimental:
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Treinamento Fisico e Suplementacao de nitrito (8 semanas)

Semanas Dias

_m
PC PC Pc Pc"lll

TCM ™M ™ VOP PA Eutanasia

Figura 1 - Protocolo Experimental (PC — peso corporal; TCM — Teste de capacidade maxima;
VOP — Velocidade de onda de pulso; CA — Cirurgia de Canulagdo; PA direta — Registro de Pressdo
Arterial).

5.4 AVALIACAO DA RIGIDEZ ARTERIAL

A avaliacdo da rigidez arterial aconteceu no inicio do protocolo e ao final das 8
semanas. Para isso, os animais foram anestesiados com ANASEDAN® (cloridrato de
xilasina, 10mg/kg), CEVA e DOPALEN® (cloridrato de Cetamina, 50mg/kg),
VETBRANDS do Brasil (na propor¢do de 1:1, 0,1mg/100g de peso corporal) e
posicionados em decubito ventral sobre uma mesa agquecedora. Com um dos sensores
posicionados na pata dianteira e outro na pata traseira do animal, foi avaliada a diferenca
da velocidade de onda de pulso (VOP) entre membros superiores e inferiores pelo
dispositivo Popmetre para animais de pequeno porte. A VOP foi analisada pelo software
pOpMET 1.0 (TousDroits reserves®, Axelife SAS 2013), ajustado conforme a distancia
medida entre os sensores. Esta avaliacdo destinada a avaliar a rigidez arterial validada
recentemente, demonstrando ser uma boa ferramenta para tal avaliagdo (Fabricio et al.,
2020).

5.5 AVALIACAO DA PRESSAO ARTERIAL E FREQUENCIA CARDIACA
5.5.1 Confeccéo de canulas e Cirurgia de implantagéo.

Para a confeccdo das canulas foram utilizados tubos de polietileno, Tygon PE 50
(Scientific Commodities Inc.) e Tygon PE 10 (Scientific Commodities Inc), que foram
previamente soldados.

Imediatamente, apds a medida de rigidez arterial, como 0s animais ja estavam

anestesiados, realizou-se o procedimento cirdrgico de implantagdo da cénula para a
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medicdo da pressdo arterial. Quando necessario, 0s animais recebiam repiques com
ANASEDAN® (cloridrato de xilasina, 10mg/kg), CEVA e DOPALEN® (cloridrato de
Cetamina, 50mg/kg), VETBRANDS do Brasil (na proporg¢éo de 1:1, 0,1mg/100g de peso
corporal). Os animais foram posicionados de decubito ventral para realizagdo da incisdo
e disseccdo da artéria femoral esquerda. Apds a cirurgia a canula foi exteriorizada na
regido dorsal do animal. Em procedimento poGs-operatorio, para analgesia foi aplicado

anti-inflamatério flunixina (Banamine 2,5 mg/kg, i.m.), caso houvesse necessidade.

5.5.2 Registro de pressao arterial e Frequéncia Cardiaca

Apbs 24h do procedimento cirargico, com os animais acordados, foi registrada a
pressdo arterial direta, pela ligacdo da canula da artéria femoral ao sistema de registro
(transdutor + pré-amplificador, AD instruments®), e conectado ao um computador
(software Lab Chart Pro).

5.5.3 Anélise Espectral

A partir do registro em série da Pressdo Arterial (PA) e do Intervalo de Pulso (IP)
obtidas a partir de gravagfes de 40 minutos com frequéncia de 2000 Hz, por meio do
software LabChartPro, foi possivel realizar a analise de tempo-frequéncia da
variabilidade da PAS (VPAS). A andlise de variabilidade em dominios de frequéncia de
tempo foi processada usando o software (CardioSeries V2.7 - 2020), da Universidade de

Sao Paulo, Brasil.

5.6 EUTANASIA

A eutanésia ocorreu 24h ap06s a ultima dose de administracdo oral de nitrito. Os
animais foram eutanasiados por excesso de anestésicos, com ANASEDAN® (cloridrato
de xilasina, 40mg/kg), e DOPALEN® (cloridrato de ketamina, 160mg/kg),
VETEBRANDS do Brasil (propor¢édo de 1:1, 0,1mg/100g de peso corporal), logo apés,

realizou-se a decapitacéo.
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5.7 RETIRADA DE MUSCULOS ESQUELETICOS, CORACAO E PLASMA

No momento da eutanasia foram removidos, limpos e imediatamente pesados o
coracao, e os musculos esqueléticos, tibial anterior e soleo, e armazenados em freezer -

80°C para futuras analises.

Ainda, foi coletado 5 ml de sangue para analise das concentragdes de nitrito. Logo
apos a coleta, o sangue foi centrifugado a 4000 rotagdes por minuto ao longo de 5 minutos

e 0 plasma armazenado em um freezer -80°C.

5.8 ANALISES BIOQUIMICAS
5.8.1 Analise das Concentra¢des de Nitrito Plasmatico e tecidual

Conforme dito anteriormente, ap0s a eutanasia foram coletados o musculo
cardiaco (ventriculo esquerdo), os musculos esqueléticos tibial anterior e séleo e 5 ml de
sangue para analise das concentracdes de nitrito. O plasma, 125mg de tecido cardiaco e
muscular foram homogeneizados em tampéao fosfato. Apés a centrifugacdo, a solucao
contendo os tecidos ou aliquotas de plasma foi analisada em duplicata quanto as
concentragBes de nitrito usando o método de quimiluminescéncia redutiva a base de
ozonio e foi posteriormente avaliada por um analisador de quimiluminescéncia de fase
gasosa (analisador Sievers Modelo 280 NO; Boulder, CO, EUA), conforme descrito
previamente (PINHEIRO et al., 2020; SANCHES-LOPES et al., 2020).

5.8.2 Anélise dos Biomarcadores do Estresse Oxidativo

Para a avaliacdo dos Biomarcadores do estresse oxidativo, a analise utilizada foi
para a quantificacdo da presenca de acido tiobarbitdrico (TBARS) nas amostras. Foi
adicionada 750uL de &cido tricloroacético (TCA) a 10% (P/V) a 250uL de amostra de
plasma para ocorrer a reagdo. O TCA tem a funcdo de desnaturar as proteinas presentes e
acidificar o meio de reacdo. Essa mistura foi agitada e centrifugada durante 10 minutos a
4000rpm. Retirando-se 500uL do sobrenadante e adicionada 500 pL de é&cido
tiobarbitarico (TBA) 0,67% (P/V), ao qual reagiu com os produtos da peroxidacédo
lipidica formando um composto de coloracdo rosada. A mistura foi incubada por 30
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minutos a 100°C e em seguida resfriada em gelo, para posterior leitura da absorbancia a

535nm em espectrofotémetro (Biospectro).

5.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados em média £ DP. A analise ANOVA de dois
caminhos foi utilizada para identificar diferencas estatisticas na rigidez arterial, pressao
arterial e concentracdes de nitrito plasmatico e teciduais entre os grupos, considerando o
treinamento e o tratamento farmacolégico como variaveis independentes. O nivel de
significancia foi definido como p < 0,05. Os dados foram analisados por meio do pacote

estatistico SigmaPlot 12.0 (Systac Software, Inc., San Jose, CA, EUA).

6. RESULTADOS
6.1 Peso corporal

Afigura 1 apresenta os valores de peso corporal dos animais nos momentos inicial
(1A) e final do protocolo experimental (1B). Os grupos ndo apresentaram diferencas
significativas dentro dos respectivos grupos, somente apresentando diferencas quando

comparados aos momentos pré e pos o programa.

PESO CORPORAL INICIAL " PESO CORPORAL FINAL
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Figura 1: Peso corporal inicial (1LA) e final (1B), em SC (Sedentario-Controle), SN (Sedentario-Nitrito),
TC (Treinado-Controle), e TN (Nitrito Treinado). p<0,05.
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6.2 Capacidade Fisica Maxima

A capacidade fisica maxima dos animais foi avaliada em trés momentos distintos
(inicio, 4 semanas e 8 semanas). No inicio do protocolo (Figura 2A) néo foi constatada
diferencas entre os grupos, confirmando a homogeneidade dos animais e grupos.

Os resultados da avaliacdo em 4 semanas (Figura 2B) e apds 8 semanas (Figura
2C) demonstraram que ambos 0s grupos que realizaram o treinamento fisico aerébio
aumentaram a capacidade fisica dos animais (TN vs SN, 963s + 309s vs 570s + 136s, p=
<0.001; TC vs SC, 894s + 193s vs 609s + 154s, p=0.003). A suplementacéo de nitrito ao
longo de 8 semanas ndo proporcionou beneficios adicionais ao grupo que realizou a
associacdo com o treinamento (TN vs TC, 963s + 309s vs 894s + 193s, p= 0.441).
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2 @& N @ TC
8 600 600 & N
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Figura 2: Teste de capacidade maxima (TCM), inicial (2A), em 4 semanas (2B) e final (2C), em SC
(Sedentério-Controle), SN (Sedentério-Nitrito), TC (Treinado-Controle), e TN (Nitrito Treinado).
Diferengas estatisticas: *vs respectivo controle; p<0,05.

6.3 Medida de Rigidez Arterial

A figura 3 evidencia os valores de velocidade de onda de pulso (VOP) no
momento inicial (3A), demonstrando ndo haver diferencas entre 0s grupos antes de iniciar

o0 protocolo experimental (p= 0.785).
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Ao final do programa (Figura 3B), observa-se que ambos 0s grupos gue realizaram
o treinamento fisico (TN e TC) e 0 grupo que recebeu somente a suplementacéo de nitrito
(SN) apresentam valores menores de VOP quando se comparado com o grupo “sedentario
controle” (TC vs SC, 5.37m/s £ 0.77m/s vs 6.65m/s £ 0.85m/s, p= 0.002; e SN vs SC,
5.47m/s £ 0.36m/s vs 6.65m/s £ 0.85m/s, p= 0.008). Cabe a ressalva que 0 grupo que
recebeu a associacdo do treinamento fisico e suplementacdo de nitrito (TN), nao

apresentou efeitos adicionais aos ja encontrados de forma isolada.
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Figura 3: Velocidade de onda de pulso (VOP), antes de iniciar o programa (3A) e ao final (3B), em SC
(Sedentério-Controle), SN (Sedentério-Nitrito), TC (Treinado-Controle), e TN (Nitrito Treinado).
Diferengas estatisticas: *vs SC; p<0,05.

6.4 Pressdo arterial e modulagdo simpato-vagal

A figura 4 evidencia os valores de pressao arterial sistolica (4A), frequéncia
cardiaca em repouso (4B) e modulacdo simpato-vagal (4C), ambas avaliadas ao final do
protocolo, demonstrando que, o treinamento fisico e a suplementacao de nitrito de forma
isolada ou ambos associados, ndo promoveram beneficios em relacdo a pressdo arterial
sistdlica (p=0.846), frequéncia cardiaca (p=0.743) e LF/HF (p=0.393). Tais resultados ja

eram esperados, considerando o fato de os animais serem normotensos.

SC
SN
TC
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Figura 4: Pressdo Arterial Sist6lica (PAS - 4A), Frequéncia Cardiaca (FC — 4B), Balanco Autonémico
(LF/HF - 4C) ao final do programa, em SC (Sedentario-Controle), SN (Sedentario-Nitrito), TC (Treinado-
Controle), e TN (Nitrito Treinado).

6.5 Concentrac@es Nitrito plasmatico e tecidual

Os resultados evidenciaram que, 0s grupos suplementados com nitrito associados
ao treinamento fisico apresentaram maiores concentracdes de nitrito em comparacao a
seus grupos controles, no plasma (TN vs TC, 0.872 £ 0.54 vs 0.417 £ 0.1, p= 0.034, em
pumol/mg; e SN vs SC, 0.837 £ 0.63 vs 0.510 + 0.11, p= 0.031, em pmol/mg) e musculo
soleo (TN vs TC, 5.64 + 1.37 vs 4.00 + 1.16, p=0.027, em pumol/mg; e SN vs SC, 5.34 +
1.93 vs 3.54 £ 0.71, p= 0.033, em pmol/mg). No musculo tibial anterior, os resultados
demonstram que seus beneficios foram a partir do treinamento fisico, uma vez que os
animais que realizaram somente o treinamento ou que tiveram suas associagdes com a
suplementacado, apresentaram maiores concentragdes de nitrito (TN vs SN, 5.33 + 2.08 vs
3.20 = 0.87, p=0.026, em pmol/mg; e TC vs SC, 5.04 + 0.58 vs 2.60 + 0.46, p= 0.013,
em pumol/mg).

No ventriculo esquerdo ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre os

grupos experimentais (p= 0.678).
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Figura 5: Nitrito Plasmatico (5A), Nitrito VE (5B), Nitrito Séleo (5C), Nitrito TA (5D), em SC (Sedentério-
Controle), SN (Sedentario-Nitrito), TC (Treinado-Controle), e TN (Nitrito Treinado). Diferencas

significativas: * vs respectivo controle; + vs respectivo sedentéario; p<0,05.

6.6 Substancias reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS)

A figura 6 evidencia os valores de substancias reativas ao Acido Tiobarbiturico
(TBARS), avaliada ao final do protocolo ap6s a eutandsia, demonstrando que o
treinamento fisico associado com suplementacdo de nitrito promoveu beneficios em
relacdo ao TBARS, apresentando valores menores do que comparado ao grupo que
realizou somente o treinamento fisico (TN vs TC, 0.213 + 0.02 vs 0.238 £ 0.02, p=0.013,
em pmol/mg) e a suplementacdo de forma isolada (TN vs SN, 0.213 + 0.02 vs 0.252 +
0.02, p= 0.001, em pmol/mg). Do mesmo modo, 0 grupo controle apresentou niveis
menores de TBARS comparado ao sedentario suplementado com nitrito (SC vs SN, 0.221
+0.02 vs 0.252 + 0.02, p= 0.005, em pmol/mg).
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Figura 6: Substancias reativas ao Acido Tiobarbitdrico (TBARS), em SC (Sedentario-Controle), SN
(Sedentério-Nitrito), TC (Treinado-Controle), e TN (Nitrito Treinado). Diferencas significativas: * vs
respectivo controle; + vs sedentério.

7. DISCUSSAO E CONCLUSAO

No presente estudo, investigamos os efeitos da administracdo oral de
nitrito (NO-) associado com o treinamento fisico nas variaveis hemodinamicas e
humorais em ratos Wistar normotensos. Este € um dos primeiros estudos a se propor
investigar os efeitos da administracdo de nitrito e o treinamento fisico apds 8 semanas,
nas variaveis de pressao arterial, rigidez arterial, concentracGes de nitrito plasmatico e

tecidual.

Contudo, como mencionado anteriormente, nossos resultados demonstraram que
a administracdo oral de nitrito e o treinamento fisico foram eficazes em atenuar os valores
de VOP em comparacao ao grupo que ndo recebeu nenhuma das intervengdes. Ou seja, a
rigidez arterial aumentou com o avangar da idade, no entanto, 0s grupos que receberam o
tratamento com nitrito ou realizaram o treinamento fisico, tais acréscimos foram
atenuados. Vale ressaltar que, a associagdo de ambas as intervengdes resultou em aumento
de menos de 1%, considerando que os demais grupos apresentaram aumento de mais de
20%, tais resultados sugerem que a associacao € mais eficaz em atenuar a rigidez arterial.
Os devidos resultados concordam com estudos encontrados na literatura. HASEGAWA
et. al. (2018), demonstraram em ratos Sprague—Dawley, que o treinamento fisico aerébio
em esteira realizado durante 8 semanas, reduziu os valores de VOP em comparagao aos
animais controles sedentarios, atribuindo o respectivo resultado ao aumento do NO
adrtico. Em humanos, também foi evidenciado que o treinamento fisico aerébio diminuiu

a rigidez arterial sistémica de jovens saudaveis (WANG et. al., 2014). Em outro estudo,
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com pessoas hipertensas, foi investigado os efeitos de diferentes modalidades de
treinamento fisico na fungédo endotelial, sendo demonstrado que o treinamento aerobio
realizado por 8 semanas, melhorou a fungdo endotelial em 3,2%, (PEDRALLI et. al.,
2020). Os mecanismos fisiologicos pelos quais o treinamento fisico regular promove a
melhora da funcdo endotelial, podem ser atribuidos ao estresse de cisalhamento, o qual
produz maior disponibilidade de NO e promove maior relaxamento arterial
(KRESNAJATI et. al., 2022).

Os niveis de nitrito no plasma, revelaram que os animais que receberam o nitrito
via oral, mesmo ap06s 24h, mantiveram niveis elevados comparados com 0S grupos
controles, sugerindo que a administracdo é uma forma eficaz em elevar as concentracdes
de NO em longos periodos. Pinheiro e colaboradores (2020) ja haviam evidenciado em
seus estudos que o comportamento do nitrito plasmatico € dependente do tempo,
atingindo seu pico em torno de 30 minutos apos a ingestdo, mantendo-se elevado e,
retorna a niveis basais 8 horas ap6s a ingestdo. De mesmo modo, esse mesmo estudo
também demonstrou que, em apenas 4 horas ap0s a ingestdo, os niveis de nitrito no
coracao retornam aos niveis basais, conforme os resultados encontrados em nosso estudo.

No entanto, em tecidos musculares esqueléticos, nossos resultados apontaram que
os dois tipos de tecido muscular funcionam de formas diferentes. No musculo tibial
anterior, 0s grupos que realizaram o treinamento fisico, apresentaram concentracdes de
nitrito maiores do que grupos sedentarios, ndo havendo influéncia da administragao oral.
J& no musculo so6leo, 0s grupos que receberam o nitrito, apresentaram concentraces
maiores, comparado aos demais grupos. No entanto, os resultados explicam-se, devido a
modalidade de treinamento fisico aerdbio realizado em esteira, tendo maior estimulacéo
do musculo soleo, resultando em maior sobrevida ao nitrito (KORSAGER LARSEN;
MATCHKOQOV, 2016). Logo, consideram-se as diferentes composi¢Oes das fibras
musculares em cada tecido. O masculo séleo tem em sua composi¢do, predominio de
fibras do tipo I, com caracteristicas oxidativas. Ja 0 musculo tibial anterior, tem em sua
composicdo, predominio de fibras do tipo Il, com caracteristicas do metabolismo
glicolitico. Diversos estudos demonstram que, devido aos niveis de substancias
antioxidantes das fibras do tipo 1, o sistema aumenta a capacidade de eliminacéo de ROS,
proporcionando uma maior disponibilidade do nitrito (THIRUPATHI et al., 2020;
POWERS et al., 2016).

Em relacdo ao estresse oxidativo, os resultados das substancias reativas de acido

tiobarbiturico (TBARS), um oxidante resultante da peroxidacéo lipidica, demonstraram
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que o treinamento fisico combinado com a suplementacdo promoveu maiores beneficios
quando comparado as intervencdes de foram isoladas. Tais resultados podem ser
explicados pelo fato de o exercicio fisico ajudar a metabolizar e reduzir o estresse
oxidativo, a partir do aumento da estimulagdo do sistema de defesa antioxidante,
contribuindo para o balango redox. Sabe-se que o exercicio fisico promove a produgéo de
substancias antioxidantes, tais como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPx), desempenhando papel essencial na protecédo e eliminagéo
de ROS (GOMEZ-CABRERA et. al., 2021; MELO-MARINS et. al., 2021).

Entretanto, Wang (2021), evidencia que a producdo de ROS deve acontecer,
sendo essenciais para a sinalizacdo celular e as fung@es fisioldgicas, no entanto, a
producdo excessiva tem diversos efeitos deletérios, sendo um deles, o dano celular.
Conclui-se, o exercicio fisico desempenha papel essencial no reequilibrio redox.

Relacionando a pressdo arterial, como ja esperado, foi demonstrado que ambas as
intervengdes ndo apresentaram efeitos em animais Wistar. Podendo atribuir a espécie
escolhida, animais com caracteristicas normotensas, que ja se encontram em niveis
normais. No entanto, esta avaliacao se faz importante, pois no presente estudo buscamos
entender os efeitos das respectivas intervengdes em individuos saudaveis. Tais resultados
concordam com estudos presentes na literatura, demonstrando ndao haver reducdes nos
niveis de pressao arterial em animais normotensos apos a realizacédo do treinamento fisico.
Rodrigues e colaboradores (2018) investigaram os efeitos do treinamento fisico aerébio
em esteira durante 8 semanas na pressao arterial de animais normotensos, demonstrando
ndo haver diferencas entre os valores de pré e pds-treinamento fisico. Do mesmo modo,
JORDAO e colaboradores (2018) demonstraram que animais Wistar submetidos a
treinamento fisico aerébio de natacdo, ao longo de 10 semanas, 0 grupo normotenso nao
apresentou reducdes na pressdo arterial apds o periodo do treinamento fisico. Em relacéo
ao balango autondmico, nossos resultados evidenciaram ndo haver diferencas entre 0s
grupos experimentais, pois valores normais de pressdo arterial podem ser um reflexo do
equilibrio entre a modulagédo simpatica e parassimpatica (FIUZA-LUCES et al., 2018).
Contraposto, em animais espontaneamente hipertensos (SHR), é possivel observar
beneficios significativos do treinamento fisico em relacdo a pressdo arterial e balango
autonébmico. Todavia, Li e colaboradores (2022) buscaram comparar os efeitos do
treinamento intervalado e treinamento continuo na pressdo arterial de pacientes
hipertensos, concluindo que, tanto o HIIT como o aerdbio continuo, apresentam reducdes

significativas na presséo arterial. Em outro estudo, DUAN e colaboradores (2021)
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buscaram investigar os efeitos do treinamento fisico aerdbio de natacdo ao longo de 8
semanas. Foi constatado, em animais SHR treinados, reducéao de pressao arterial sistolica
nas ultimas duas semanas de protocolo experimental.

Em conclusdo, nosso estudo demonstra diversos beneficios em conciliar o
treinamento fisico aerdbio e a administracdo oral de nitrito, principalmente na atenuacéo
da rigidez arterial, aumento das concentragdes de nitrito e reducao do estresse oxidativo.
Portanto, considerando a devida importancia, entender melhor os efeitos de ambas as
intervencOes, contribui para promover a salde de pessoas saudaveis ou patoldgicas.
Entretanto, cabe ressaltar que estes resultados tém a necessidade de serem confirmados

em animais hipertensos.
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ANEXO 1 - CERTIFICADO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

A% UNAERSIDADE ESTADUAL PALLISTA
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta infitulada "Efeito do exercicio
fisico & da suplementagdo de nitrito no controle cardiovascular de
ratos idosos™, registada com o n® 2B1M2020 WVeol. 1, sob a
responsabilidade do Prof. Or. ANDERSON SARANZ ZAGT - que envolve a
produgde, manuteng3o ou utilizagdo de animais pertencentes ac filo
Chordata, subflo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesguisa
cientfica {ou ensino) - enconfra-se de acordo com os preceitos da Lei
n*11.784, de B de cutubro de 2008, do Decreto n® G.809, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Wacional de Controle da
Experimentagio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAD DE
ETICA NO US0 DE AMNIMAIS (CEUA) DA UMIVERSIDADE ESTADUAL
PAULISTA "JULID DE MESQUITA FILHO" - UNESP - FACULDADE DE
CIENCIAS, CAMPUS DE BAURU, em reunido de 27/05/2020.
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