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RESUMO

O treinamento fisico é considerado uma importante ferramenta no tratamento nao
farmacolégico da hipertensao arterial por promover relaxamento vascular através de
varios mecanismos. A L-arginina também tem sido relacionada a melhoria da fungéo
endotelial e vasorrelaxamento. No entanto, a influéncia do exercicio fisico e da L-
arginina na resposta vasodilatadora mediada pelos adrenoceptores [ adrenérgicos
vasculares ainda nao esta esclarecida O objetivo deste estudo foi investigar os
efeitos de um programa de treinamento fisico e da suplementacéo de L-arginina na
reatividade vascular da artéria femoral de ratos Wistar. Animais com idade de 12
semanas foram randomicamente divididos em quatro grupos: sedentarios (SD),
treinados (TR), sedentarios que suplementaram L-arginina (SD-ARG), e treinados
que suplementaram L-arginina (TR-ARG). Os grupos treinados realizaram exercicio
de corrida em esteira durante um més, cinco dias por semana, em sessdes com
duracdao de 60 minutos, e velocidade de 1,2 Km/h. Os grupos suplementados
tiveram 1,25 g de L-arginina adicionado a cada litro da agua de beber, pelo mesmo
periodo do protocolo de treinamento fisico. Quarenta e oito horas apds o protocolo
experimental, os animais foram sacrificados, e suas porcées proximais da artéria
femoral direita foram dissecadas e colocados em solucao de Krebs-Ringer. Curvas
concentragdo-efeito foram feitas para o isoproterenol (1nM — 10uM), apoés pré
contracdo com fenilefrina (1 uM) em anéis integros ou desnudados de endotélio.
Observou-se que a combinacdo de Treinamento fisico e suplementacdo de L-
arginina, promoveu reducao significativa do peso corporal dos animais, sem que
treinamento ou suplementacédo isoladamente promovessem o mesmo efeito. A
sensibilidade B-adrenérgica se mostrou significativamente reduzida com o
treinamento fisico, isoladamente ou associado a suplementagdo com L-arginina, em
nivel de pECso (SD= 7,13 £0,05; TR= 6,93 + 0,03; SD-ARG= 7,22 + 0,02; TR-ARG=
6,90 + 0,01), sem alteragao na resposta maxima (SD = 96 £ 0,9; TR= 97 =+ 1,1; SD-
ARG= 95 + 1,3; TR-ARG= 97 = 1,3, com p>0,05). No entanto, o desvio a direta das
curvas destes das artérias destes animais foi de apenas 1,6 e 1,7 para TR e TR-AR
em relacdo a SD. Além disso, curvas feitas em anéis desprovidos de endotélio
restauraram a resposta relaxante destes animais treinados a valores similares ao
que foi obtido pra o grupo SD. Curvas ao isoproterenol feitas na presenca do
antagonista 31 CGP 20712A promoveram um deslocamento a direita na curva de 9
vezes para 0s animais do grupo SD e cerca de 3 a 5 vezes para 0s demais grupos.
A remocao do endotélio aumentou o desvio em todos os grupos de animais, para
uma faixa entre 6,2 e 13,2. Quando as curvas foram realizadas na presenca do
antagonista B> ICl 118551, o deslocamento a direita foi bem menor, variando em
cerca de 1,0 a 2,0 entre os grupos. Concluimos que a artéria femoral de ratos
medeia as respostas relaxantes ao isoproterenol por meio dos receptores
adrenéricos By e que o treinamento fisico promove reducdo da sensibilidade destes
receptores adrenérgicos ao agonista isoproterenol

Palavras-chave: B adrenoceptores, exercicio fisico, suplementacao, L-arginina



ABSTRACT

Physical training is an important tool as a non pharmacological treatment of the
arterial hypertension because of its several mechanisms which promote
vasorelaxation. L-arginine is reported to improve either endothelial function or
vascular relaxation. However, the influence of the physical exercise associated
with L-arginine supplementation in the vascular relaxation mediated by vascular 3
adrenoceptores is not elucidated. The aim of this study was to investigate the
effects of the physical training and L-arginine supplementation in the reactivity of
femoral artery. Male Wistar rats (12 weeks old), were randomly separated in four
groups: sedentary (SD), trained (TR), sedentary plus L-arginine supplementation
(SD-ARG) and Trained plus L-arginine supplementation (TR-ARG). Physical
exercise consisted in a running program in a motor-driven treadmill during 4
weeks, 5 days per week, 60 minutes per session, in a speed of 1.2 Km/h. L-
arginine was administered during 4 weeks in the drinking water (1.25 g/L), starting
concomitantly with the exercise program. Animals were sacrificed 48 hours after
the last session of exercise and the proximal segments of the femoral artery were
removed and placed in Krebs-Ringer solution. Concentration—response curves
were obtained to isoproterenol (1InM — 10uM), in rings with intact or denuded
endothelium, precontracted with phenylephrine (1uM). The association of physical
training and L-arginine supplementation resulted in a significant decrease in the
body weight. However, physical training or L-arginine alone did not promote the
same effect. The B-adrenergic receptors sensitivity was significantly decreased
after physical training or L-arginine supplementation at the pECsq level (SD: 7.13
+ 0.05; TR: 6.93 + 0.03; SD-ARG: 7.22 + 0.02; TR-ARG: 6.90 = 0.01), with no
changes in the maximal responses (SD: 96 + 0.9; TR: 97 = 1.1; SD-ARG: 95 +
1.3; TR-ARG: 97 % 1.3, p>0,05). However, the rightward shifts were only 1.6 and
1.7 to TR and TR-ARG in comparison to SD. Moreover, in endothelium denuded
rings, the relaxant response was restored to similar values as compared with SD
group. In the presence of the Bi-adrenergic receptor antagonist CGP 20712A, it
was observed a 9-fold rightward shift in SD group whereas a 3 to 5-fold rightward
shift was seen in the other groups. In endothelium denuded rings, the rightward
shift was increased in all groups (6.2 to 13.2). The Bz-adrenergic receptor
antagonist ICI 118551 promoted a slight rightward shift (1.0 to 2.0). We concluded
that the relaxant response to isoproterenol in the femoral artery occurred through
Bi-adrenergic receptors and physical training promoted a decrease in the B-
adrenergic receptor sensitivity.

Key words: B adrenoceptores, physical exercise, supplementation, L-arginine.



SUMARIO
D 7=To [[o7=1 (o] £ - iii
JaYe | £=To [Tt 0 4[] 0 (o 1< H PP PP P PP PP PPPPPPPPPPPPP )Y
[T U0 o PR v
T-INTRODUGAOD ...ttt ettt n st enn e s tean s enneee 9
2-REVISAO DE LITERATURA ...ttt en et n e enan e 11
2.1- MUsculo liso vascular € endOtEliO ...........uuueuuumiuiiiiiieeeeeeeeeeeees 11
2.2- EXEICICIO fISICO. . uuuuuuuuniietiii e sesssnnnnnnnnnnnnnnnnnen 15
2.3- As catecolaminas € 0S adreNOCEPLOreS .......uueeiriieiiiiiiiiiiieieee e e 17
2.3.1- Sensibilidade as catecolaminas.........ccceeeeceeieeeeiiiiiee e 20
2.3.2- Sistema de recaptacao e metabolizagdo das catecolaminas ................... 20
2.3.3- Afinidade de agoniStas ...........ceeiiieeiiiiiiiiie e 21
2.3.4- Dessensibilizaga0 dO reCEPION ....cuviii i 22
2.3.5- DESaACOPIAMENTO....euiiiiiiiiiiiiiiiitiiiiiiitbetebetebeteeeeeeeeeeeeeeaaeeeeabebeeneesenannnnnnnnnne 22
P2 B TS T=To [ 1= 1 (o TSRS 23
2.3.7- Regulagao NeQatiVa ........oocuuiiiiiiiiee e 23
2.3.8- RegUIACA0 POSITIVA ..eeeeiieieieiiiiiiiieee e 24
2.4- Receptores B-adrenérgicos vasculares e exercicio fiSiCO......eeevviiivineeennn. 24
2.5- Mecanismos de ac¢ao dos receptores B adrenergiCos ........ccveeeeeriiierveeeeennnn. 26
2.5.1- Via de sinalizagdo AMPc — proteina kinase A..........cccoeeeeeeiiiiiiciiiiieeenn. 26
2.5.2- Via de sinalizacéo por ativacao de canais de potassio dependente de
03 1110 27
2.5.3- Via de sinalizagdo do 6xido nitrico GMPC...........ooiiiiiiiiiiiiieeeen 28
2.5.4- Exercicio fisico e resposta vasodilatadora: participacao dos B-
= To =] gloTeT=T o] (o] (=T TP PPPPPPPPPPP 29
2.6- Suplementagado de L-Arginina (L-Arg) .....eeeeeereeeieeiiiieieeee e 31
2.7- Estudos com artérias periferiCas.........ooiuuuiieiiiiee i 33
B- JUSTIFICATIVA ettt et e e e as 35
G- HIPOTESE ...ttt ettt ettt 37
B5-OBUETIVOS ...ttt ettt e e et e e e e e e e e e e e nnneee s 38
4- METODOLOGIA ...ttt e e et e e e e nnneee s 39

o I AN o1 0 o =11 TR 39



4.2- Programa de treinamento fisico: corrida em esteira ........cccccceeeeiiiiiiiinneennn. 40
4.3- Suplementag@o COmM L-arginiNa .........coouiiuurimmieeieeeee e 41
4.4- Anéis isolados de artéria femoral............ccccviiiieiiiiiii i 41

4.5- Curvas concentracao-efeito ao isoproterenol na presenga e na auséncia de
L2 T (0] (=] o T 42

4.6- Curvas concentragao-efeito ao isoproterenol na auséncia e na presenca de
antagonistas seletivos para os receptores B-adrenérgicos de anéis de artéria femoral

com endotélio iNtacto OU reMOVIAO .......ceeieeiiiiiiee e 43
Analise estatistiCa.......c.uuuiiiiiie e 43

5- RESULTADOS ...ttt ettt e e e s e e e e et e e e e e nnee e e e ennnnaeeeeennnnneas 45
5.1- Propriedades farmacologicas de anéis de artéria femoral nas porcoes

(o] go )l 0 F= U= N e [ =1 BRSSP 45
5.2- Peso corporal, ingestdo alimentar e hidrica dos animais............ccccccceeveeeeennne 47
5.3- Respostas a fenilefrina e acetilcolina...........ccoooiiiiiiiiiii e 50

5.4- Curvas concentragao-efeito ao isoproterenol em artéria femoral com ou sem
LY T [0} (=] [ T 50

5.5- Curvas concentragéo-efeito ao isoproterenol em anéis de artéria femoral na
presenca do antagonista seletivo 1 CGP 20712A com ou sem endotélio.............. 53

5.6- Curvas concentragéo-efeito ao isoproterenol em anéis de artéria femoral na
presenca do antagonista seletivo B> IClI 118551 na presenca e na auséncia de

=Y T (0] L= o TP 58
B- DISCUSSAOQ ...ttt ettt n et n s, 63
SUMARIO DOS RESULTADOS ...ttt en e en e 69
CONGCLUSOES. ... oottt n e en e 70

REFERENCIAS .o oo e e, 71



1- INTRODUCAO

Os beneficios conferidos pelo treinamento fisico sobre o sistema
cardiovascular sdo notorios e bem documentados. Um dos efeitos mais estudados é
a reducdo da pressao arterial. O treinamento aerdbio promove redugédo de 2 a 17
mmHg na pressao arterial sistélica e 2 a 7 mmHg na diastélica (FORJAZ et al.,
2005). Mesmo uma Unica sessdo de exercicio ja é capaz de reduzir a pressao
arterial, de forma aguda, em valores similares aos que s&o encontrados como efeito
cronico, sendo que este feito agudo se sustenta por periodos proximos a 24 horas, o
que confere significancia clinica para este fenbmeno (BASTER e BASTER-
BROOKS, 2005).

Os mecanismos envolvidos reducdo da pressdo arterial induzida pelo
exercicio ainda nao estdo totalmente elucidados. Até o momento, sabe-se que
mecanismos neurais € humorais estdo envolvidos nesta resposta hipotensora.
Varios estudos apontam para uma reducdo da atividade nervosa simpatica,
acompanhada de aumento parassimpatico apés o treinamento fisico (KULICS et al.,
1999), ou melhoria da sensibilidade dos barorreceptores (O'SULLIVAN e BELL,
2000; IELLAMO, 2001; GADEMAN et al., 2007). A concentragdo de catecolaminas
plasmaticas também se mostra diminuida como resultado da pratica de exercicios
(GADEMAN et al., 2007). Estudos com modelos animais € humanos tém mostrado
importante melhoria na atividade endotelial, com aumento da concentragdo
plasmatica ou urindria de nitrito/nitrato, reducdo da aterogénese e diminuicdo do
estresse oxidativo (RUSH et al., 2003; FRANZONI et al., 2005; ROBERTS et al.,
2006). Todos estes mecanismos em conjunto resultam em uma resposta relaxante,

com consequente reducao da resisténcia periférica e da pressao arterial.

Os adrenoceptores vasculares desempenham importante papel na resposta

relaxante induzida pelo exercicio, na medida em que alteragdbes em sua
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sensibilidade, na densidade ou nos mecanismos de transdugdao sao encontradas
tanto em receptores cardiacos quanto vasculares em resposta a varios protocolos de
treinamento aerébio (ZANESCO e ANTUNES, 2007). Por este motivo, os receptores
podem ser considerados como candidatos o integrar os mecanismos envolvidos na
hipotensdo induzida pelo exercicio. As respostas relaxantes mediadas pelos
receptores muscarinicos e de bradicinina em artérias de animais treinados tem sido
extensivamente estudadas. No entanto, o papel dos receptores B-adrenérgicos na
resposta relaxante em resposta ao exercicio fisico € pouco explorado. Além disso,
nao existem trabalhos avaliando a sensibilidade da resposta vasodilatadora mediada

pelos receptores B-adrenérgicos em artéria femoral de ratos treinados.

Além do exercicio fisico, aspectos nutricionais também interferem na
condigdo cardiovascular. A suplementagdo com L-arginina tem sido demonstrada
por diferentes autores como agente benéfico na melhoria da funcdo endotelial e
reducao da pressao arterial em animais de laboratério e em humanos. Aumento da
concentragao plasmatica de nitrito/nitrato, melhoria do fluxo sanguineo em resposta
a infusdo de acetilcolina, reducao da aterogénese e reducdo do peso corporal sdo
efeitos reportados para suplementacdo com este aminoacido (COOKE e DZAU,
1997; BLUM et al., 1999; PALLOSHI et al., 2004; MARTINA et al., 2008). Estes
dados mostram que a suplementacdo com L-arginina melhora a vasodilatacdo por
varias vias, especialmente as dependentes do endotélio. No entanto, ndo se sabe
os efeitos do L-arginina sobre a resposta relaxante mediada pelos receptores B
adrenérgicos.

Considerando que a hipertensao arterial € uma enfermidade poligénica,
varias modalidades de tratamento sao propostas (tratamento medicamento,
exercicio fisico, adequacdo nutricional). Isoladamente, exercicio fisico e
suplementacdo de L—arginina promovem beneficios na prevencdo e tratamento da
hipertensao arterial. No entanto, os efeitos da associag¢ao destes dois procedimentos
sao menos conhecidos, e a participacao de cada um deles ou de sua associacao

sobre a fungdo dos receptores B-adrenérgicos tem sido ainda menos explorada.

Portanto, este trabalho avaliou a influéncia do exercicio fisico e da
suplementacdo de L-arginina, isoladamente ou associados, na reatividade dos

receptores B-adrenérgicos em anéis de artéria femoral de ratos.
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2- REVISAO DE LITERATURA

2.1- Mdusculo liso vascular e endotélio

A célula muscular lisa € comumente encontrada na forma de fuso, com
maior diametro na regido do nucleo. O reticulo sarcoplasmatico, menos
desenvolvido quando comparado aos reticulos de outros tipos de células
musculares, estd em intima associacdo com a membrana plasmatica, o que explica
seu envolvimento nos mecanismos de sinalizacdo de Ca®* e na contracdo. A célula
muscular lisa ndo apresenta o sistema de tubulos T responsavel pela propagacéo do
potencial de membrana, mas observa-se a presenca de invaginagdes denominadas
de cavéolas que aumentam em até 75% a area de superficie celular, e estariam
envolvidas na transdugcdo de sinais por formarem sitios nos quais diferentes
elementos de sinalizacdo poderiam se agregar. Diferente do musculo esquelético, a
troponina nao esta presente na musculatura lisa (GUYTON e HALL, 1996).

O processo de contragdo muscular ocorre quando um estimulo, mecéanico
ou quimico, ativa as proteinas contrateis miosina e actina. O inicio do processo de
contracdo da musculatura lisa ocorre quando a concentragdo de Ca?* aumenta, seja
pela liberacdo deste ion proveniente do reticulo sarcoplasmatico ou pelo influxo do
meio extra para o meio intracelular. O Ca®** presente no citosol liga-se & proteina
calmodulina. Este complexo ird ativar a miosina quinase, enzima que fosforila o sitio
ativo da cadeia leve de miosina, fazendo com que esta proteina ligue-se aos
filamentos de actina promovendo a contracao muscular (WEBB, 2003).

Os agonistas contrateis ligam-se aos receptores acoplados a proteina G,
estimulando a fosfolipase C que cataliza a formacdo de segundos mensageiros
como o inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) e o diacilglicerol. O IP3 se liga aos seus
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receptores localizados no reticulo sarcoplasmatico liberando para o citosol o Ca®
contido nesta organela. A molécula de diacilglicerol ativa a PKC que por sua vez
fosforila proteinas ligadas ao canal para calcio do tipo L, favorecendo o influxo de
Ca®* para o citosol. A contragdo é mantida até que a enzima miosina fosfatase
quebre a ligacdo do fésforo com a miosina kinase inativando-a. Entdo, a ligacao
entre a miosina e a actina é desfeita e a célula muscular lisa volta ao seu ténus

basal (WEBB, 2003). Este mecanismo pode ser visualizado na figura 1.

Figura 1. Contracdo da musculatura lisa vascular. Veja texto para maiores
detalhes. IP3: inositol-1,4,5-trifosfato; DAG: diacilglicerol; PKC: proteina kinase C.
Fonte: Modificado de Webb (2003)

Os vasos sado divididos em trés camadas principais: a camada intima
(lumen) constituida de células endoteliais, a camada média, composta de células
musculares lisas, e a camada adventicia, constituida de tecido elastico.

Até a metade do século XX, o endotélio era considerado apenas um

conjunto de células homogéneas, razoavelmente estruturadas, com a funcéo Unica
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de revestir internamente os vasos sanguineos, separando o espaco intravascular do
extravascular, garantindo uma superficie lisa para a corrente sanguinea. Somente a
partir da década de 60, através de estudos de microscopia eletrdnica, € que foi
revelada a grande complexidade ultraestrutural das células endoteliais.
Posteriormente, o isolamento e o cultivo in vitro destas células permitiram estudos
detalhados de suas propriedades metabdlicas e funcionais. Atualmente, sabe-se que
as células endoteliais sdo responsaveis pela sintese, metabolismo e liberacdo de
grande variedade de mediadores que regulam a vasomotricidade, a permeabilidade
vascular, o metabolismo de substancias endbégenas e exbgenas, e a atividade
plaquetaria e leucocitaria (IGNARRO, 1999).

(FURCHGOTT e ZAWADZKI, 1980) demonstraram pela primeira vez, que
a vasodilatagdo induzida pela acetilcolina em aorta isolada de coelhos requeria a
presenca de um endotélio integro. Assim, demonstraram que a ativagcdo dos
receptores colinérgicos (muscarinicos) nas células endoteliais pela acetilcolina
induzia a liberacao de uma substancia labil capaz de se difundir para o musculo liso
vascular adjacente, causando relaxamento deste tecido por um mecanismo
relacionado a elevagdo dos niveis intracelulares de monofosfato ciclico de
guanosina (GMPc). Este mecanismo de relaxamento era semelhante ao dos
nitrovasodilatadores, que também exerciam seu efeito através da formacédo de
GMPc, mas de maneira independente do endotélio. Esta substancia endotelial
recebeu o nome de Fator de Relaxamento Derivado do Endotélio (EDRF,;
endothelium-derived relaxing factor), e em 1987, foi demonstrado que o EDRF era o
oxido nitrico (NO) (IGNARRO et al., 1987). Além da acetilcolina, outros mediadores
enddégenos como a histamina, bradicinina, ATP, trombina, noradrenalina,
angiotensina e serotonina sao capazes de liberar o EDRF/NO de artérias e veias de
varias espeécies animais, incluindo a humana. A biossintese do NO compreende uma
das fungbes mais importantes do metabolismo da L-arginina no organismo
(FLEMING e BUSSE, 1999).

Enzimas conhecidas como sintases do NO (NOS) sado capazes de
catalisar a oxidagdo do nitrogénio terminal do grupamento guanidino da L-arginina
formando quantidades equimolares de NO e L-citrulina. As sintases do NO dividem-
se basicamente em dois grandes grupos: as isoformas constitutivas (cNOS) e a
isoforma induzivel (iNOS). Ambas requerem um doador de elétron, a nicotinamida

adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH), e co-fatores como a flavina
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adenina  dinucleotideo  (FAD), a flavina mononucleotideo (FMN) e
tetrahidrobiopterina (BH4). As cNOS foram originalmente encontradas no endotélio e
neurdnios, sendo entdo denominadas eNOS (NOS endotelial) e nNOS (NOS
neuronal), respectivamente. Ambas, eNOS e nNOS, sao estimuladas por uma
cascata bioquimica que envolve a participacdo dos ions Ca®* e a calmodulina, e
liberam o NO por curtos periodos de tempo. O NO produzido pela eNOS esta
envolvido no controle da pressao arterial, distribuicdo do fluxo sanglineo aos érgaos
e inibicdo da adesdo e agregacao de plaquetas e granulécitos polimorfonucleares. A
NNOS (160 kDa), também referida muitas vezes como bNOS (brain NOS), é
identificada em neurdnios do sistema nervoso central e periférico e outras estruturas
como glandulas adrenais, células epiteliais de pulmdes, Utero e estbmago, células
da macula densa do rim, células da ilhota pancreatica e musculo esquelético. No
sistema nervoso central, o NO parece participar das funcbées de memoria,
aprendizado e visdo. A iINOS (130 kDa) é fisiologicamente ativa em varias células do
organismo e tem sua funcdo exacerbada por determinados estimulos patolégicos,
tais como lipopolissacarideos bacterianos (LPS) e citocinas, incluindo a interleucina-
1 e fator de necrose tumoral. Esta isoforma pode ser expressa em uma grande
variedade de tipos celulares incluindo macrofagos, linfécitos, neutrdéfilos, eosindfilos,
células de Kupffer, células endoteliais, hepatécitos e células epiteliais. E ativada
independentemente do complexo Ca**-calmodulina, e libera grandes quantidades de
NO por periodos de tempo relativamente longos (MONCADA et al., 1988)

Uma vez liberado, o NO difunde-se rapidamente da célula geradora para
a célula alvo, onde interage com o grupamento heme da guanilato ciclase soluvel
estimulando a sua atividade catalitica, levando a formacdo de GMPc que, por sua
vez, diminui os niveis intracelulares de Ca®*. Os mecanismos pelos quais a via
NO/GMPc induz vasodilatagcao incluem inibicdo da geracdo de IP3, aumento do
seqiiestro de Ca®* citosdlico, desfosforilagdo da cadeia leve de miosina, inibicdo do
influxo de Ca®*, ativacdo de proteinas quinases, estimulacdo da Ca?*-ATPase de
membrana e abertura de canais de K*. Veja figura 2, para maiores detalhes
(PALMER et al., 1988; MONCADA e HIGGS, 2006).
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CELULA MUSCULO LISO

Acetilcolina

RELAXAMENTO

Nitroprussiato de Sédio
(SNP)

\\fxido Nitrico
SN, {

Figura 2. Sintese e liberagéao de éxido nitrico em musculo liso vascular.

2.2- Exercicio Fisico

O exercicio fisico é caracterizado pela contracdo muscular esquelética, e
durante sua execugao ocorrem algumas alteragbes cardiovasculares como: aumento
do fluxo sanglineo para a musculatura em atividade, reducdo da resisténcia
vascular periférica proporcional ao aumento do débito cardiaco e consequientemente
elevagdo da pressdo arterial sistdlica. Para o ajuste de todas estas alteracdes

cardiovasculares que o exercicio dinamico provoca, alteragdes neurais e humorais
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ocorrem. Os fatores humorais que irdo provocar o relaxamento da musculatura
vascular, com reducdo da resisténcia vascular periférica e consequentemente da
presséo arterial, sdo dependentes do endotélio (MAEDA et al., 2001).

Diferentes protocolos de treinamento fisico sdo descritos na literatura de
acordo com o objetivo pretendido, que pode ser o0 ganho de massa muscular
(hipertrofia), a perda de peso corporal, reducao das fracdes lipidicas, da glicemia e
da insulinemia, diminuicdo da pressao arterial, entre outros. Cada protocolo de
treinamento possui diferentes intensidades, que séo realizados com determinada
freqUiiéncia (dias por semana) e duragédo da sessado. O protocolo de exercicio fisico
preconizado para melhora da capacidade cardiorrespiratéria € aquele onde o
individuo faz exercicio aerébio (corrida, natacdo, andar de bicicleta sdo os mais
comuns) com intensidade entre 50 a 85% do VOzmax, cOm 3 a 5 sessdes semanais e
duragéo entre 20 e 60 minutos de atividade continua. A interagdo entre intensidade,
freqiiéncia e duracédo determina o dispéndio caldrico, cujos limites necessarios para
haver melhora significativa no VOgomax, perda de peso, ou redugdo do risco de
doencas podem ser diferentes (ACMS, 2000). E importante salientar que toda a
prescricdo do exercicio depende da condicao inicial e da progressao do individuo
dentro do protocolo escolhido. Estudos mostram que os exercicios de intensidade
moderada (50 a 70% VO2omax) s@0 suficientes em produzir beneficios na melhora do
perfil lipidico e da pressao arterial (WETZSTEIN et al., 1998; COUILLARD et al.,
2001).

Sabe-se que o exercicio fisico aumenta o fluxo sanguineo pulsatil e que a
pressdo que o sangue exerce sobre a parede vascular e a tensédo de cisalhamento
(shear stress) sob as células endoteliais sdo estimulos poderosos para a geracéao de
NO, no sistema vascular (veja figura 2). Os mecanismos moleculares pelos quais o
shear stress provoca maior atividade da enzima eNOS e, consequentemente,
aumento na producdo de NO sdo complexos e envolvem diversas vias de
sinalizacdo dentro da célula endotelial. A primeira etapa é a ativacdo de
mecanorreceptores presentes na membrana das células endoteliais. Estes
mecanorreceptores podem ser as proteinas Gs, os canais iGnicos, a caveolina e as
integrinas que captam as alteragdes de tensdo sobre a parede celular e convertem
os estimulos mecanicos em estimulos quimicos para a ativacdo da eNOS (KOJDA e
HAMBRECHT, 2005). As vias envolvidas neste processo estdo relacionadas a

ativacdo da PKC, da c-Src e da Akt/PIBK que fosforilam a eNOS, ativando-a
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(HIGASHI e YOSHIZUMI, 2004). A producdo de NO induzida pelo shear stress
ocorre independentemente do aumento da concentragdo de Ca?*, pois a Akt reduz a
sensibilidade da eNOS a este ion (KOJDA e HAMBRECHT, 2005). Isto explica a
significativa melhora da responsividade vascular em animais treinados. A
capacidade das células endoteliais de perceber e responder as mudancas no fluxo
sanguineo é um fator essencial na regulacado do tono vascular e envolve a ativacao
de fatores de crescimento celular, promovendo o remodelamento da parede arterial
e manutengdo da integridade do endotélio. Assim, um dos efeitos benéficos do
exercicio fisico regular esta estreitamente relacionado a sua capacidade de
estimular a sintese de NO pelas células endoteliais (DELP et al., 1993; WANG et al.,
1993; KINGWELL, 2000). A maior producao de NO pelas células endoteliais resulta
em vasodilatacio.

2.3- As catecolaminas e os adrenoceptores

Os mediadores enddégenos do sistema nervoso simpatico sdo a
noradrenalina, liberada dos terminais nervosos pés-ganglionares, e a noradrenalina
e adrenalina, liberadas da medula adrenal.

As catecolaminas enddgenas, adrenalina e noradrenalina, modulam a
pressdo arterial através de, no minimo, quatro mecanismos: 1- acées no sistema
nervoso central, 2- controle direto no ténus vascular, 3- modulag¢édo do fluxo de sédio
no tubulo proximal renal, e, 4- alteragdo da liberacao de renina e do sistema renina-
angiotensina-aldosterona (LEVY et al., 2006).

As catecolaminas iniciam suas ag¢des por interagcdo com receptores de
membrana, denominados adrenoceptores. A sua ligagdo com os adrenoceptores é
rapida, reversivel, saturavel e estereosseletiva. A ocupacdo dos adrenoceptores
pelas catecolaminas leva a formacao de segundos mensageiros intracelulares que
desencadeiam a resposta fisiologica.

Os adrenoceptores foram inicialmente divididos em duas grandes
categorias, a e B (AHLQUIST, 1948), os quais foram posteriormente classificados
em subtipos com base em suas propriedades farmacolégicas de serem estimulados

ou bloqueados por drogas seletivas e também por sequenciamento dos aminoacidos
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que participam em sua estrutura protéica. Os subtipos de adrenoceptores
atualmente conhecidos sado ay, a», PBi, P2 € Ps. Estes subtipos podem ser
subdivididos ainda mais em: ag4, G2, € Q14 € A1y, € talvez outros (LANDS et al., 1967;
LANGER, 1974; STARKE, 1981; MINNEMAN et al., 1992; FORD et al., 1994).

Os adrenoceptores a1, ao estimularem a fosfolipase C, levam a um
aumento na degradacao bifosfato, formando o fosfatidil inositol (IP3), e o
diacilglicerol (DAG). Ha também evidéncias de que os adrenoceptores al podem se
acoplar ao metabolismo do acido aracdénico, possivelmente via uma fosfolipase A, e
a canais de calcio (MINNEMAN, 1988). Os adrenoceptores ap parecem mediar a
resposta fisiolégica através da inibicado da adenil ciclase e os adrenoceptores B+, B2 €
Bz medeiam a resposta através da estimulacao da adenil ciclase (EMORINE et al.,
1989; EMORINE et al., 1994).

Os adrenoceptores pertencem a uma super familia de receptores de
membrana estreitamente relacionados e que sao acoplados as proteinas G. Fazem
parte dessa familia, além dos adrenoceptores, os receptores muscarinicos, 0s
receptores de histamina H2, os receptores de serotonina, 5-HT1c, e o fotorreceptor
rodopsina (LEFKOWITZ e CARON, 1988).

A estimulacdo dos adrenoceptores [ ativa uma proteina G,
denominada Gs. As proteinas G s&o heterotrimeros consistindo de uma subunidade
hidrofilica a e duas subunidades hidrofébicas f e y. Existem, no minimo, vinte
distintas proteinas G, baseadas na presenca de isoformas de subunidade a: quatro
isoformas de Gs; trés de proteinas Gi; duas isoformas de Go; uma Gz; duas Gq e
duas transducinas. Destas, somente oito foram purificadas livres e ndo associadas a
outros elementos da membrana. Na auséncia de agonista, quando a proteina G esta
na forma inativa, uma molécula de guanosina difosfato (GDP), encontra-se ligada a
subunidade a e formam um complexo associado as subunidades 3 e y. Na presenca
do agonista, o receptor ativado interage com a proteina G e induz a troca de GDP
por GTP na subunidade a. Apéds ligar-se ao GTP, a subunidade a dissocia-se das
subunidades By e torna-se ativada. A subunidade a permanece livre até que ocorra a
hidrélise de GTP e a formagdo novamente de GDP, levando a sua reassociacdo com
as subunidades By (BIRNBAUMER, 1992). A subunidade a da proteina G, quando
ativada, leva a estimulacdo da adenil ciclase (RODBELL, 1980) (GILMAN, 1987).
Recentes experimentos feitos em coracao isolado sugerem que Gs pode ter uma
segunda funcao através da ativacao direta de canais de calcio do tipo L (YATANI et
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al., 1987). Gs é irreversivelmente ativada pela toxina da colera, mas n&o toxina da
pertussis (BIRNBAUMER, 1992). Veja figura 3, para maiores detalhes.

Diferente dos receptores acoplados as proteinas G ou da prépria
proteina G, os seus efetores ndo constituem uma super familia e sdo menos
compreendidos dentro da cadeia de eventos celulares que caracterizam a
transducéo do sinal celular evocado pelo agonista. Os sistemas efetores incluem a
adenil ciclase, as fosfolipases C e A2 e possivelmente, a fosfolipase D. Varias
classes de canais ibnicos sao também consideradas pertencentes ao sistema de
efetores, incluindo Katp € Kach, Canais de calcio voltagem dependentes, canais
catibnicos monovalentes ndo seletivos, como o0s canais do marca passa cardiaco
que conduzem correntes denominadas l;. A ativacdo de receptores acoplados a
proteina G por agonistas pode desencadear ndo somente mudangas nas
concentragdes intracelulares de AMP (monofosfato de adenosina) e GMP
(monofosfato de guanosina) ciclicos, IP3, DAG, AA e Ca2+, mas também no
potencial de membrana, que por si s6 € um potente regulador da fung¢do celular
(YATANI et al., 1990).

Figura 3. Ativacdo dos receptores B adrenérgicos pela noradrenalina (NE) e a
cascata bioquimica na formagéao de AMPc.
Fonte: Matthews, 2001. Neurobiology: Molecules, Cells and systems
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2.3.1- Sensibilidade as catecolaminas

A sensibilidade as catecolaminas é afetada por diferentes mecanismos.
Estes incluem mudancas na atividade dos processos de transporte e metabolizagao
das catecolaminas levando ao término de suas agdes na juncao efetora, alteracdes
na afinidade e/ou no numero dos adrenoceptores B, mudangas no sistema de
acoplamento entre o receptor e a proteina G, e mudangas em outras enzimas que
medeiam etapas celulares apds o receptor (CALLIA e DE MORAES, 1984; JUBERG
et al., 1985; BASSANI e DE MORAES, 1987; SPADARI e DE MORAES, 1988;
ZANESCO et al., 1997).

2.3.2- Sistema de recaptacao e metabolizacao das catecolaminas

As acdes biolégicas da noradrenalina e da adrenalina sdo limitadas
pela sua remocdo do fluido extracelular, o que impede a interagdo com o0s
adrenoceptores. O transporte ativo por carreadores e subsequente acumulo das
catecolaminas pelos neurdnios simpaticos € a primeira etapa da finalizacdo de suas
acbes, especialmente em tecidos densamente inervados (TRENDELENBURG,
1978; 1980; 1990; 1991). Duas enzimas desempenham importante papel na
captacdo e metabolizacdo dessas aminas, apds serem recapturadas por transporte
ativo do meio extracelular: monoamino oxidase (MAO) e catechol-O-metiltransferase
(COMT) (AXELROD, 1966).

Estes sistemas de recaptacao e metabolizacdo de catecolaminas foram
divididos fundamentalmente em dois distintos sistemas: sistema de recaptacao
neuronal, denominado uptakes, e sistema de metabolizacdo extraneuronal, uptakes.
Ambos foram identificados e bem descritos em termos de suas localizacbes e
propriedades bioquimicas (BURGEN e IVERSEN, 1965; IVERSEN, 1965a;
CALLINGHAM e BURGEN, 1966).

O sistema de recaptacdo uptake; representa a primeira e mais

importante etapa no controle das a¢des do neurotransmissor noradrenalina, quando
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liberado. Este sistema remove a noradrenalina da biofase sinaptica e transporta a
amina para dento do axoplasma onde esta é entdo, desaminada pela MAO
mitocondrial ou tomada novamente pelas vesiculas de estocagem para ser
reutilizada (IVERSEN, 1965b; TRENDELENBURG, 1990; 1991). O sistema de
transporte através da membrana axoplasmatica € um processo dependente de sodio
e pode ser bloqueado seletivamente por cocaina e antidepressivos triciclicos, como
a imipramina (LESTER et al., 1994). Este sistema de transporte tem maior afinidade
pela noradrenalina do que pela adrenalina. O agonista B-adrenérgico sintético
isoproterenol ndo é substrato para este sistema.

O sistema de recaptacao extraneuronal, também chamado de sistema
nao neuronal de transporte de catecolaminas, est4 associado ao metabolismo
dessas aminas pela acdo da enzima COMT. Apresenta baixa afinidade pela
noradrenalina, maior afinidade pela adrenalina, e grande afinidade pelo isoproterenol
(SALT, 1972). A recaptacdo extraneuronal é seletivamente bloqueada pela
corticosterona e 17-B-hidroxi-estradiol e metabdlitos das catecolaminas como a

metanefrina e normetanefrina.

2.3.3- Alteragéo da afinidade de agonistas

Alteracbes na afinidade de um agonista pelo seu receptor podem ser
observadas quando: 1- um tecido cuja populacao de receptores que era homogénea
passa a apresentar, apés um tratamento experimental, uma populacdo heterogénea
de receptores; 2- mudancas na informacao pos transcricional para a sintese do
receptor, que resultam em alteragdes em sua configuragdo quimica; 3- ocorrem
alteragcbes na proteina transdutora; 4- a composicéao lipidica da membrana, onde o
receptor esta inserido, é alterada de modo a produzir alteracdes da afinidade tanto
para agonistas quanto para antagonistas, uma vez que a sua posicao espacial na
membrana influencia sua propriedade ligante (KENAKIN e FERRIS, 1983).
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2.3.4- Dessensibilizacao do receptor

O termo dessensibilizacdo ¢é definido como um estado de
responsividade reduzida de uma célula ao agonista, e geralmente ocorre apds
exposicao da célula ao prdprio agonista, ou a outros horménios. A dessensibilizacao
pode ser causada por processos distintos, mas inter-relacionados: desacoplamento
entre a proteina G e o receptor, seqliestro, ou down-regulation (ZANESCO et al.,
1997; PRIVIERO et al., 2004).

2.3.5- Desacoplamento

O desacoplamento entre a proteina G e o receptor ocorre dentro de
segundos a minutos apos a exposi¢cao da célula a agonistas e resulta do processo
de fosforilacdo do receptor em sua porcéao intracelular. Este processo tem sido bem
caracterizado no fotorreceptor rodopsina, onde a luz estimula a rodopsina quinase,
que catalisa a fosforilagdo dos residuos de serina e treonina na porgéo C terminal da
rodopsina, 0 que aumenta sua afinidade por uma proteina denominada arrestina.
Esta proteina, por sua vez, impede a ligacdo da rodopsina com a transducina.

Diferentes proteinas quinases, como a proteina quinase A (PKA),
proteina quinase C (PKC) e proteina quinase do adrenoceptor B (BARK), parecem
desempenhar importante papel na regulacdo e na dessensibilizacdo dos
adrenoceptores B (BENOVIC et al, 1988). Assim, quando a adenil ciclase é
estimulada pelos hormdnios agonistas, os niveis celulares de AMP ciclico
aumentam, proteinas quinases dependentes de AMPc sédo ativadas e o receptor
pode ser fosforilado e dessensibilizado.

Diversas abordagens metodolégicas foram usadas para detectar os sitios de
atuacdo da BARK. Estes estudos sugerem que os residuos de serina e treonina
localizados na cadeia C-terminal ou na terceira alga citoplasmatica do receptor
seriam os possiveis sitios de fosforilacdo pela BARK. A terceira al¢a intracelular do
receptor B parece ser requerida para o acoplamento do receptor com sua proteina
Gs (PITCHER et al., 1998)
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Existem muitas analogias entre 0 complexo rodopsina-transducina e os
adrenoceptores B — proteina Gs. Primeiro, no processo de adaptacdo a luz, a
rodopsina quinase fosforila a rodopsina de maneira analoga a fosforilagdo catalisada
pela BARK do adrenoceptor ocupado pelo agonista. Segundo, proteinas analogas a
arrestina, denominadas [-arrestinas participam do processo de dessensibilizagcao
feito pela BARK. B-arrestina foi clonada e esta presente em muitos tecidos, mais
proeminentemente no cérebro, coracdo e pulmdes (LOHSE et al., 1990). Em
coragao humano com insuficiéncia cardiaca encontra-se uma boa correlagao entre a
diminuicao da responsividade a 3 agonista e concentracao elevada de BARK-1, sem
qualquer mudancga nos niveis de BARK-2, B-arrestina, ou B-arrestina-2 (UNGERER
et al., 1994)

2.3.6- Sequestro

Sequestro € um processo que envolve a mobilizacdo do receptor da
superficie celular para um compartimento intracelular, e inacessivel aos agonistas
extracelulares hidréfilos. Como a dessensibilizagdo por desacoplamento, o
sequestro também ocorre dentro de minutos apds a exposicdo a um agonista.
Embora pareca ocorrer num periodo mais tardio do que o desacoplamento, os
mecanismos envolvidos no sequestro ndo sao conhecidos. Alguns estudos sugerem
que a fosforilacdo e o sequestro sdo processos inteiramente distintos e
independentes (SIBLEY et al., 1986).

2.3.7- Regulagéo negativa

A diminuigdo do numero ou densidade de receptores parece ocorrer numa
escala de tempo muito maior, em horas, do que o desacoplamento e sequestro.
Pode ser causada ou por aumento na degradacdo ou por diminuicdo na taxa de
sintese dos receptores (BOHM et al., 1997)
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Em algumas situacbes o0s receptores B-adrenérgicos sao
proteoliticamente degradados de modo que a sua regeneragao depende de nova
sintese, enquanto que em outras, eles permanecem indetectaveis por um periodo de
tempo e entdo retornam aos niveis normais, sugerindo que receptores down-
regulados podem readquirir sua capacidade de ligagcdo apds algum tempo. Os
mecanismos envolvidos no processo de down-regulation dos receptores fo-
adrenérgicos foram elucidados e parece que uma via desse mecanismo seria a
diminuicdo do nivel de RNAm desses adrenoceptores e outra seria a sua
fosforilacao pela PKA (BOUVIER et al., 1989).

2.3.8- Regulacao positiva

Up-regulation, definida como aumento no numero dos receptores
ativos, pode ocorrer como resultado de um bloqueio crénico por antagonistas, ou
como conseqUéncia da atuacdo hormonal no sistema efetor do receptor. A influéncia
de hormdnios permissivos, tais como glicocorticdides, sobre os receptores [3-
adrenérgicos esta bem estabelecida. Os glicocorticdides atuam a nivel de expressao
génica modulando a sintese do receptor. Eles parecem aumentar o niumero dos
receptores por um aumento no nivel do seu RNAm. O tratamento prolongado de
humanos e de animais, com antagonistas de receptores B-adrenérgicos funcionais,
detectavel apés a interrupcao abrupta do tratamento (BRODDE et al., 1989).

Tanto up quanto down-regulation dos receptores B-adrenérgicos
cardiacos podem ocorrer em diferentes estados fisiolégicos ou patoldgicos.
Exemplos incluem, mudangas associadas a ontogénese, isquemia, doencas,

agentes estressores e manipulacoes farmacolégicas (PELA et al., 1990).

2.4- Receptores B-adrenérgicos vasculares e exercicio fisico

As catecolaminas promovem efeitos vasculares por interacdo com dois

tipos receptores adrenérgicos: a e B, que estdo presentes no endotélio e na
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musculatura lisa vascular. A estimulacdo dos adrenoceptores a vasculares pelas
catecolaminas promove contracdo da musculatura lisa levando a vasoconstricao,
enquanto que a estimulacdo dos adrenoceptores B produz vasodilatacdo. Os
componentes a e B da acdo vascular das catecolaminas podem ser separados por
bloqueadores seletivos dos respectivos receptores. A administracdo de adrenalina
promove resposta bifasica na pressao arterial, promovendo elevacéao transitéria dos
niveis pressoricos, seguida de queda. No entanto, essa resposta bifasica parece
depender do leito vascular estudado e do seu tdnus basal.

Os primeiros trabalhos estudando leitos vasculares mostraram a
existéncia de dois subtipos de receptores B adrenérgicos, B1 e B2, em diferentes
artérias e veias. Observou-se que a resposta vasodilatadora era mediada
predominantemente pelos receptores B> adrenérgicos em comparagdo aos
receptores do subtipo B+, sendo a ordem de poténcia da adrenalina > noradrenalina
> fenilefrina (GOLDIE et al., 1986; CHIBA e TSUKADA, 2001; POURAGEAUD et al.,
2005). No entanto, trabalhos recentes mostram que essa classificacdo de poténcia
nao se aplica em todos os leitos vasculares. Alguns estudos mostram que os
receptores 1 adrenérgicos também promovem vasodilatacdo (CHRUSCINSKI et al.,
2001; BRIONES et al., 2005), enquanto outros trabalhos mostram que os receptores
do subtipo B3 participam da resposta vasodilatadora em artérias de diversas
espécies como corondrias de humanos (DESSY et al., 2004; DESSY et al., 2005),
aorta de ratos, (MATSUSHITA et al., 2006) e artérias pulmonares de cédes (TAGAYA
et al., 1998; TAMAOKI et al., 1998; TAGAYA et al., 1999). Em aorta de ratos, foi
demonstrado que algumas respostas relaxantes parecem ser mediadas por uma
populacdo de receptores atipicos, através da utilizacdo de agonistas/antagonistas
convencionais que estimulam os subtipos de receptores B, B2 e B3(SHAFIEI e
MAHMOUDIAN, 1999; BRAWLEY et al., 2000a; b). Por outro lado, outros trabalhos
nao confirmaram a participacdo, nem dos receptores B3 adrenérgicos nem do
receptor atipico (B4) nesta preparacao (BRAHMADEVARA et al., 2003; 2004). Em
artérias mesentéricas de rato, o receptor B4 adrenérgico também parece estar
presente (KOZLOWSKA et al., 2003), mas estes dados nao foram confirmados em

estudo posterior com estas mesmas artérias (BRIONES et al., 2005).

Estudos envolvendo artérias femorais e braquiais sdo mais escassos, em

comparacao com as artérias mais centrais e calibrosas, como aorta e mesentérica.
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Os dados existentes apontam para a presencga de receptores adrenérgicos B1 e B2
através do emprego de agonistas/antagonistas seletivos (XU e HUANG, 2000). Por
outro lado, em artérias femorais de coelhos foi demonstrado que somente os
subtipos de receptores adrenérgicos B> medeiam a resposta vasodilatadora (XU et
al., 2000).

2.5- Mecanismo de agao dos receptores B adrenérgicos

As vias de sinalizacdo intracelular em resposta a ativacdo dos receptores
B adrenérgicos em vasos sao multiplas e modificam-se de acordo com a populagéao
do receptor que estd mediando as respostas relaxantes, e também com o leito
vascular estudado (XU e HUANG, 2000). Embora a ativagcdo do monofosfato de
adenosina ciclico (AMPc) seja a via classica para a resposta vasodilatadora a
estimulacao B adrenérgica, mecanismos dependentes e independentes da formacéo
deste segundo mensageiro, contribuem parra a resposta relaxante induzida pela
ativacao destes receptores (PHILLIPS et al., 2000; QUEEN e FERRO, 2006)

2.5.1- Via de sinalizacdo AMPc-proteina kinase A

Os adrenoceptores pertencem a uma super familia de receptores de
membrana estritamente relacionados e acoplados as proteinas G. Todas essas
proteinas compartilham uma estrutura peptidica comum na qual a porcdo amino
terminal (N), no lado extracelular da membrana, é conectada a cadeia carboxilica
terminal (C), no lado intracelular da membrana, por sete dominios transmembrana. O
tamanho relativo das cadeias terminais N e C e da terceira alga intracelular varia
consideravelmente de receptor para receptor (RAYMOND et al, 1990;
BIRNBAUMER, 1992). A terceira alga intracelular dos adrenoceptores B é o prdprio
sitio de acoplamento desses receptores com a proteina G. As proteinas G séo

heterotrimeros consistindo de uma subunidade hidrofilica o, e duas subunidades
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hidrofobicas, B e y. Na auséncia de agonista, quando a proteina G esta na forma
inativa, uma molécula de difosfato de guanosina (GDP) encontra-se ligada a
subunidade o formando um complexo associado as subunidades f e y. Na presenca
do agonista, o receptor ativado interage com a proteina G e induz a troca de GDP
por GTP na subunidade a. Apéds ligar-se ao GTP, a subunidade o dissocia-se das
subunidades Py e torna-se ativada. A subunidade o permanece livre até que ocorra a
hidrélise de GTP e a formacao novamente de GDP, levando a sua reassociagcdao com
as subunidades By. A subunidade o da proteina Gs, quando ativada, leva a
estimulacao da adenilil ciclase, a qual leva a formacao do segundo mensageiro AMP
ciclico (AMPc), a partir da quebra de ATP. O AMPc ativa a proteina kinase A, que ira
promover reducdo da concentracdo de Ca®' intracelular na musculatura lisa
vascular, com consequente vasodilatagao (RODBELL, 1980; BIRNBAUMER, 1992)

2.5.2- Via de sinalizagdo por ativagéo de canais de potassio dependente de
calcio

A manutencao da atividade relaxante da aorta em resposta a isoprenalina,
mesmo na presenca do SQ 22536 (um inibidor da adenilil ciclase), suporta a
hipbtese da existéncia de um mecanismo independente da via do AMPc em
determinados vasos (MATSUSHITA et al., 2006). Além disso, a resposta relaxante é
abolida na presenca de iberiotoxina, bloqueador de canais de K*, o que sugere a
participacdo dos canais de K* de alta condutancia ativados por Ca** (MaxiK). Estes
dados estdo de acordo com trabalho prévio que demonstrou a importadncia dos
canais de K" na resposta relaxante de artérias de porcos (SONG e SIMARD, 1995).
Adicionalmente, foi demonstrado que o relaxamento foi dependente dos canais
MaxiK apenas para as respostas mediadas pelos receptores B1 e B> adrenérgicos,
enquanto que para os receptores Bz, 0s canais de K, parecem estar envolvidos
(MATSUSHITA et al., 2006).

O mecanismo pelo qual a ativagdo dos receptores [ adrenérgicos
promove relaxamento através da ativagéo e abertura de canais de K* é por meio do

efluxo deste ion para o meio extracelular, que por sua vez, provoca reducao no



28

potencial de membrana, gerando a hiperpolarizacdo da célula. Isto resulta em
fechamento dos canais de Ca®* dependentes de voltagem. O fechamento dos canais
de Ca* pela hiperpolarizacdo da membrana provoca reducdo do complexo Ca?*-
calmodulina e a fosforillagdo da cadeia leve de miosina acarretando resposta
relaxante (WEBB, 2003).

2.5.3- Via de sinalizacao do 6xido nitrico-GMPc

Outra via de sinalizacdo da resposta relaxante pela ativacdo dos
receptores  adrenérgicos independente do AMPc ¢ pela via endotelial. A resposta
vasodilatadora por estimulacdo dos receptores B adrenérgicos tem se mostrado
parcialmente (TANG et al., 1995; AKIMOTO et al., 2002) ou totalmente (DESSY et
al., 2004) inibida por retirada do endotélio ou na presenga de inibidores da sintese
de NO, como o L-NAME. Além disso, a inibicdo da enzima guanilato ciclase soluvel
em vasos sem endotélio elimina a resposta vasodilatadora, enquanto que a adicao
de nitropussiato de sodio restaura o relaxamento vascular. Assim, estes trabalhos
mostram que o NO produzido pelas células endoteliais estd envolvido no
relaxamento induzido por estimulacao de receptores  adrenérgicos.

Os mecanismos pelos quais 0s receptores B adrenérgicos promovem
liberagdo de NO parecem envolver vérias vias sinalizadoras, como a proteina kinase
ativada por mitogénio (MEK), as p42/p44 proteinas kinase ativadas por mitogénio
(MAPK) ou (ERK1/2) e fosfatidilinositol 3 kinase (PI3K), tanto em humanos como em
animais de laboratério (MARSEN et al., 1999; SCHMITT e STORK, 2000; ISENOVIC
et al., 2002). A ativacao dessas enzimas pelos receptores [ adrenérgicos leva a
ativacao da sintase do NO endotelial (eNOS) presente na célula endotelial, que por
sua vez vai promover a oxidacao do nitrogénio terminal do grupamento guanidino do

aminoacido L-arginina formando quantidades equimolares de NO e L-citrulina. Uma
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vez formado, o NO difunde-se rapidamente da célula endotelial para a célula
muscular lisa, onde interage com o grupamento heme da guanilato ciclase soluvel
estimulando a sua atividade catalitica, levando a formacdo de monofosfato de
guanosina ciclico (GMPc). Os mecanismos pelos quais a via NO/GMPc induz
vasodilatacdo incluem inibicdo da geracdo de IP3, aumento do sequiestro de Ca?*
citosélico, desfosforilacdo da cadeia leve de miosina, inibicdo do influxo de Ca?*,
ativacdo de proteinas kinases, estimulacdo da Ca?-ATPase de membrana e
abertura de canais de K* (MURAD et al., 1993).

2.5.4- Exercicio fisico e resposta vasodilatadora: participacdo dos receptores
B adrenérgicos

Os efeitos do exercicio na vasomotricidade tém sido bastante estudados
através da utilizacao tanto de substancias vasoconstritoras, como a noradrenalina e
fenilefrina (MCALLISTER et al., 1996; PARKER et al., 1997), como de agentes
vasodilatadores, como acetilcolina e bradicinina (JOHNSON et al., 2001; DE
MORAES et al, 2004; GRAHAM e RUSH, 2004). A noradrenalina induz
vasoconstricdo através da ativacdo dos receptores a adrenérgicos presentes na
musculatura lisa vascular, enquanto que a acetilcolina promove vasodilatacdo por
ativacao de receptores muscarinicos presentes nas células endoteliais. Por outro
lado, informacdes sobre os efeitos do exercicio sobre as respostas vasodilatadoras
mediadas pelos receptores  adrenérgicos sdo bem mais escassas, e estes poucos
dados mostram-se conflitantes. A maioria dos trabalhos existentes relaciona as
respostas relaxantes dos receptores [ adrenérgicos com o0 processo de
envelhecimento (ARRIBAS et al., 1997; GABALLA et al., 2000; VAN DER ZYPP et
al., 2000; KANG et al., 2007) ou com as doencas cardiovasculares(LU et al., 1995;
BLANKESTEIJN et al., 1996; WERSTIUK e LEE, 2000; GABALLA et al., 2001;
MALLEM et al., 2005).
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Os primeiros estudos que analisaram a participacdo dos receptores f3
adrenérgicos vasculares em resposta ao exercicio datam do final dos anos 70. Em
um destes estudos foi investigada a reatividade vascular em resposta ao uso cronico
de P bloqueador em ratos treinados e sedentarios. Observou-se que animais
treinados, sem o uso de B-bloqueador, apresentaram maior temperatura da pele
quando expostos a uma temperatura ambiente de 5° C, além de maior resposta
vasodilatadora para a isoprenalina. O autor sugeriu um aumento na sensibilidade
dos receptores B, ou diminuicdo da sensibilidade dos receptores a adrenérgicos
como explicagdo para estes fenémenos (HARRI, 1979). Posteriormente, outros
estudos usaram o fluxo sangtiineo e a resisténcia vascular coronariana para acessar
os efeitos do bloqueio dos receptores [ adrenérgicos. Foi demonstrado que o
antagonista seletivo B, adrenérgico, ICI-118551, promoveu significativa reducao na
velocidade do fluxo sanguineo coronario e aumento da resisténcia destes vasos em
caes submetidos a exercicio de corrida (DICARLO et al, 1988). Estes dados
mostraram a importante participacdo da resposta [ adrenérgica na resposta
relaxante de artérias coronarianas durante o exercicio. Estudo posterior confirmou
estes resultados, e mostrou ainda que a resisténcia e o didmetro coronarios
pareciam sofrer influéncia também da atividade dos receptores a adrenérgicos, uma
vez que a aplicagdo de fentolamina (antagonista a-adrenérgico ndo-seletivo) junto
com propranolol (antagonista B ndo seletivo) reduziu o efeito vasoconstritor do

bloqueio dos receptores B durante o exercicio (TRAVERSE et al., 1995).

Mais recentemente foram feitos estudo com animais idosos, cujos
resultados mostraram que o exercicio melhora a sensibilidade dos receptores 3
adrenérgicos, quando a resposta vasodilatadora mediada por estes receptores
apresentava-se previamente reduzida pelo processo de envelhecimento. Assim, os
resultados mostraram que seis semanas de exercicio fisico de natagao, 5 vezes por
semana, promoveu melhora da resposta vasodilatadora ao agonista  néo seletivo
isoproterenol, nas artérias coronarias em comparagdo ao grupo sedentario
(LEOSCO et al., 2003). Em estudo publicado posteriormente, conduzido com ratos
idosos e jovens mostrou-se que treinamento de corrida em esteira por 10 — 12
semanas, 5 dias por semana, com sessdes de 60 minutos melhorava a resposta
vasodilatadora ao isoproterenol nos vasos do musculo gastrocnémio de ratos idosos,
mas ndo em animais jovens (DONATO et al., 2007). Coletivamente, estes estudos
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mostram os efeitos benéficos do exercicio fisico na sensibilidade vascular no
processo de envelhecimento. No entanto, a responsividade [ adrenérgica ao
exercicio nao € homogénea, sendo depende de varios fatores como a regido do leito
vascular a ser estudada. Também, calibres diferentes de uma mesma artéria podem
responder diferentemente ao exercicio fisico (DRIEU LA ROCHELLE et al., 1991).
Outra variavel importante é o tipo de artéria estudada; vasos de resisténcia (no
antebraco) ou de conducéao (artéria braquial) apresentaram respostas diferentes em
relacado ao fluxo sanguineo tanto para agonista endotélio dependente (acetilcolina),
quanto para o nitropussiato de sédio que atua independente do endotélio (LIND et
al., 2002). Estas diferencas ainda precisam ser estudadas do ponto de vista das

respostas 3 adrenérgica vascular ao exercicio.

Assim, o papel dos adrenoceptores e seus mecanismos de transdugéo
celular nos vasos ainda ndo sao claros. Além disso, ndo existem trabalhos avaliando
o efeito do treinamento fisico na sensibilidade da resposta mediada pelos

adrenoceptores B, e B3 em artérias femorais de ratos.

2.6- Suplementacdo de L-Arginina (L-Arg)

Sintetizada pelo organismo a partir do L-glutamato e L-glutamina, a L-Arg
€ um aminoacido nao essencial que participa de diversas funcbes criticas no
organismo, como regulacdo do pH, despolarizacdo da membrana da célula
endotelial, metabolismo dos macronutrientes e no ciclo da uréia (COMAN et al.,
2008). Alem disso, a L-Arg apresenta atividade antiinflamatéria, reduzindo os niveis
de citocinas pré inflamatérias (BLUM et al., 1999). Na ultima década, a L-Arg tornou-
se largamente reconhecida no ambito da pesquisa cardiovascular por ser o
precursor para a sintese do 6xido nitrico, potente vasodilatador enddgeno, e outros
efeitos cardiovasculares como inibicdo da agregacao plaquetaria, da proliferagédo do
musculo liso e da atividade de enzimas oxidativas (COOKE e DZAU, 1997; COOKE,
2003).

Existem possibilidades de que a suplementacdao com L-Arg melhore a

vasodilatagdo induzida pelo exercicio. Isto porque estudos clinicos demonstraram



32

que a suplementacdo oral com L-Arg é capaz de melhorar varios parametros
cardiovasculares. Um estudo recente mostrou que a suplementagdo oral com L-Arg
promoveu beneficios cardiovasculares em 12 de 16 sujeitos avaliados (PRELI et al.,
2002). Estudos envolvendo sujeitos hipercolesterolémicos mostraram que a
suplementagéo oral com L-Arg promoveu inibi¢do da agregagao plaquetaria (WOLF
et al., 1997). Outros beneficios incluem a reducao da adesado de mondcitos na célula
endotelial com consequente redugcédo da aterogénese (CHAN et al., 2000), reducao
dos niveis plasmaticos de endotelina (LERMAN et al., 1998), melhora no fluxo
sanguineo do antebraco, distancia percorrida em pacientes com insuficiéncia venosa
e sintomas subjetivos em pacientes com insuficiéncia cardiaca (RECTOR et al,,
1996). Em sujeitos idosos saudaveis, a administracdo de L-Arg levou a diminuicao
do LDL colesterol e redugéo da razdo LDL/HDL colesterol (MARCHESI et al., 2001).
Em pacientes hipertensos, a administracdo de L-Arg resultou em redugcdo da
pressao arterial (LIM et al., 2004; PALLOSHI et al., 2004; MARTINA et al., 2008).
Mesmo quando a pressao arterial ndo foi afetada, ocorreu melhora da dilatagéo
mediada pelo fluxo em artéria braquial (LEKAKIS et al., 2002).

Dados recentes relacionam o 6&xido nitrico com emagrecimento ou
reducédo do ganho ponderal. A suplementacdo de L-Arg diminuiu a massa gordurosa
de ratos ZDF, um modelo genético de ratos obesos com diabetes tipo Il (FU et al.,
2005). Também reduziu ganho ponderal do tecido adiposo branco em ratos
Sprague-Dawley com obesidade induzida por dieta rica em gorduras (JOBGEN et
al., 2009). Dentre os supostos mecanismos envolvidos neste processo estariam a
participacao da L-Arg na estimulacao da lipdlise dos adipdcitos brancos, na captacao
periférica de glicose e na biogénese mitocondrial. Este e outros supostos
mecanismos estao apresentados na figura 4 (JOBGEN et al., 2006)
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Figura 4. Mecanismos pelos quais o 6xido nitrico participa do balangco energético e
emagrecimento. Fonte: Modificado de Jobgem et al, 2006.

2.7- Estudos com artérias periféricas

O menor calibre das artérias periféricas impde sérias limitacdes ao seu
estudo. Assim, a maior parte das pesquisas analisando a reatividade vascular
existente na literatura foi feita com artérias de grande calibre como aorta, coronarias
e mesentéricas. Entretanto, as artérias de menor calibre desempenham importante
papel no fluxo sanguineo e no controle da pressao arterial. Isso se deve ao fato de
que a soma da area destas artérias periféricas ultrapassa a area de artérias centrais,
de modo que a resisténcia periférica e o controle da pressao arterial dependem em
muito destes vasos (MULVANY e AALKJAER, 1990). Além disso, alteracdes em seu

didmetro e em sua estrutura morfofuncional estdo positivamente associadas a
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etiologia de diversas doencas cardiovasculares como hipertensao arterial e doenca
arterial obstrutiva vascular (DONATO et al., 2007)

A artéria femoral ramifica-se da artéria aorta para os lados direito e
esquerdo para direcionar o fluxo sanguineo para os membros inferiores. Em ratos,
percorre um pequeno trecho como uma porgcdo proximal, apés o qual sofre uma
diminuicdo em seu calibre para se converter na porgcao distal. Esta por¢éo, por sua
vez, € quem efetivamente se insere na musculatura esquelética dos membros
inferiores, onde sofrera varias ramificacoes até se converter em arteriolas e realizar

a nutricao e oxigenacgao dos tecidos.
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3- JUSTIFICATIVA

Embora seja bem estabelecido que o treinamento fisico é uma eficaz
ferramenta no controle da hipertensdo arterial, os mecanismos vasodilatadores
induzidos pelo exercicio fisico ainda néo estédo totalmente elucidados. Ja esta claro
que protocolos de treinamento sdo capazes de melhorar o relaxamento mediado
pelo endotélio, mas a influéncia do exercicio sobre a resposta vasodilatadora pela
via da estimulacdo B adrenérgica ainda precisa ser estudada.

Estudos com reatividade vascular em artérias femoral de ratos ainda sao
escassos até o momento. O motivo para isto é que este vaso apresenta um calibre
muito pequeno, de modo que, para estuda-lo é necessario um instrumento
especializado em relacdo os que sao usados com artérias de maior calibre, como
aorta, carétida e mesentérica de primeira ordem. No entanto, o estudo das respostas
do exercicio na reatividade da artéria femoral é particularmente interessante na
medida em que estes vasos sdo 0s que suprem os musculos exercitados em ratos
em exercicios de corrida ou natacéo, assegurando o0 aporte sanguineo para estes
musculos ativos durante o exercicio.

Assim, o estudo da influéncia do exercicio sobre a sensibilidade B adrenérgica
de artéria femoral de ratos representa uma iniciativa relevante na direcao de suprir
esta lacuna na literatura atual.

Como ja devidamente pontuado, a L-arginina tem sido apontada como um
aminodcido de potencial terapéutico em varias enfermidades como a obesidade,
resisténcia a insulina de hipertensao, através de sua capacidade de aumentar a
sintese de NO por meio da ativacdo da enzima eNOS e do GMPc. Embora
recentemente tem sido proposto que a ativagdo dos receptores B adrenérgicos
possa ativar a eNOS, nenhum estudo até o momento investigou a associacao entre
suplementacao de L-arginina com alteracdo na sensibilidade 8 adrenérgica.

Este trabalho apresenta-se potencialmente relevante na pratica clinica, uma
vez que tanto o exercicio fisico quanto aspectos nutricionais tém sido apontados
meios pelos quais se pode obter redugdo dos valores pressoéricos em sujeitos
hipertensos. Considerando ainda que a hipertensdo arterial € uma enfermidade
poligénica, e que por este motivo, deve ser tratada numa abordagem multifatorial, o

estudo da associacdo de dois agentes que individualmente sdo potencialmente
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vasodilatadores e capazes de reduzir a pressao arterial ratifica a relevancia clinica

deste trabalho.
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4- HIPOTESE

Considerando que diversas evidéncias mostram que o treinamento fisico
promove maior producdo de NO e que a ativacdo dos receptores B adrenérgicos
ativa a via NO-GMPc, neste estudo foi testada a hipdtese de que a associacao de
treinamento fisico com suplementagao de L-arginina melhora a resposta relaxante

mediada pelos receptores 3 adrenérgicos em artéria femoral de ratos.
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5- OBJETIVOS

O objetivo geral do presente estudo foi:

Avaliar a influéncia do exercicio fisico e da suplementacao da L-arginina
sobre a sensibilidade da resposta relaxante mediada pelos receptores f

adrenérgicos em anéis de artéria femoral de ratos.

Os objetivos especificos foram:

1. Avaliar a poténcia e resposta maxima ao agonista isoproterenol na
presenca e na auséncia de endotélio.

2. Avaliar a participacdo dos receptores [y adrenérgicos na resposta
relaxante através da utilizacdo do antagonista seletivo CGP 207122 na presenca e
na auséncia de endotélio.

3. Avaliar a participagédo dos receptores P, adrenérgicos na resposta
relaxante, através da utilizacdo do antagonista seletivo ICl 118,551 na presenca e na

auséncia de endotélio.
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6- METODOLOGIA

6.1- Animais

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica para uso de animais da
Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP (Protocolo numero:1307-1). Os
animais dos grupos experimentais foram ratos Wistar machos (303 - 400 g), com
idade de 12 semanas, todos previamente sedentarios, provenientes da Universidade
Estadual de Campinas — UNICAMP. Eles foram mantidos no Biotério de Manutencgéo
do Departamento Farmacologia da Faculdade de Ciéncias Médicas, alojados em
caixas coletivas com cinco animais, em ciclos de claro/escuro (12/12 h), recebendo
racdo padrao (Labina, Purina) e agua ad libitum. O consumo diario de racao e
liquido foi medido em todos os grupos.

Previamente ao estudo do efeito do treinamento fisico e da
suplementagdo com L-arginina, avaliamos as propriedades farmacoldgicas
(respostas contrateis e relaxantes) das porgcdées proximal e distal da artéria femoral.
Para isso, foram comparadas as respostas aos agonistas contrateis fenilefrina (1
uM, 3 uM e 10uM) e serotonina, nas mesmas concentracdes. Adicionalmente, foram
feitas curvas a forscolina, um ativador direto de AMPc (1nM — 10uM) para se
detectar possiveis diferencas relaxantes entre as duas porgcdes desta artéria. Apds
esta anadlise, a por¢céao proximal foi escolhida para o estudo dos diferentes protocolos
experimentais.

Os animais foram divididos em quatro grupos, denominados: sedentarios
(SD), treinados (TR), sedentarios com suplementacdo de L-arginina (SD-ARG) e
treinados com suplementacao de L-arginina TR-ARG.
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6.2- Programa de Treinamento Fisico: corrida em esteira

As sessdes de exercicio fisico foram realizadas 5 dias por semana, 60
minutos em cada sessao, durante um periodo de 4 semanas. Os animais foram
treinados em uma esteira ergométrica elétrica sem inclinacdo, em baias individuais,
com as seguintes dimensdes: 0,70 m de largura, 0,45 m de altura e 1,35 m de
comprimento. Na semana que antecedeu o periodo de treinamento, todos os
animais foram submetidos a uma semana de adaptagdo ao exercicio que consistiu
de corrida na esteira em velocidades variando entre de 0,3 no primeiro dia até 0,6
km/h no quinto dia da semana. Progressbes de tempo na duracdo das sessdes
foram realizadas até que os animais completassem 60 minutos. Ao final deste
periodo, os animais considerados corredores foram selecionados para compor 0s
grupos TR e TR-ARG. O treinamento fisico foi iniciado com uma velocidade de 0,6
Km/h na primeira sessdo, aumentando progressivamente conforme a evolucao dos
animais, até atingir velocidade final entre 1,0 de 1,2 Km/h a partir da segunda
semana de treinamento. A figura 5 ilustra os procedimentos de adaptacdo e
treinamento, com as velocidades utilizadas em cada semana. Esta intensidade de
exercicio escolhida corresponde a 70% a 80% do VOzmax.(PRIVIERO et al., 2004) e
coincide com o limiar anaerébio, conforme o protocolo MFEL (maxima fase estavel
de lactato) (MANCHADO et al., 2005).. Apdés o término do periodo total de
treinamento, os animais foram mantidos em repouso por um periodo de 48 horas,

antes de serem sacrificados.

|Adaptagéo | 12 semana | 2%semana | 32semana | 4%semana |
l03-0,6Km/h | 0,6-1,2Kkm/h 11,0-1,2Km/h 11,0-1,2 Km/h 11,012 Km/h |

Figura 5: Protocolo de treinamento dos animais mostrando as velocidades utilizadas

em cada semana.
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6.3- Suplementacao com L-arginina

O suplemento nutricional L-arginina (Sigma Co. St. Louis, USA) foi
adicionado na agua de beber dos grupos SD-ARG e TR-ARG numa propor¢ao de
1,25¢g para cada litro de agua, o equivalente a uma concentracao de 143,5 mM. A
suplementacdo de L-arginina foi feita simultaneamente ao treinamento fisico no

grupo TR-ARG. Este tratamento durou quatro semanas.

6.4- Anéis isolados de artéria femoral

Quarenta e oito horas apds encerrado os protocolos de exercicio fisico e
suplementagcdo com L-arginina, os animais foram sacrificados com diéxido de
carbono. Em seguida, a artéria femoral direita foi isolada e imediatamente colocada
em solucao de Krebs-Ringer. Apds remocao dos tecidos gorduroso e conjuntivo,
cortes transversais foram feitos para a obtencdo dos anéis. De cada artéria foram
retirados dois anéis de aproximadamente 1mm cada, que foram montados em cubas
para 6rgéo isolado de 5 ml contendo solugéo de Krebs-Ringer (composicdo em mM:
NaCl: 118; NaHCO;: 25; glicose 5,6; KCI: 4,7; KH,PO,: 1,2; MgS0O,.7H,0: 1,17 e
CaCl,.2H,0: 2,5), aquecida a 37°C e borbulhada com 95% de O, e 5% de CO.. No
procedimento de montagem, dois fios de tungsténio de 40 um de didmetro foram
passados pelo lumem dos anéis sem danificar o endotélio em alguns dos anéis. As
extremidades de cada um dos fios foram fixadas nos dois suportes do sistema de
registro de dados. Uma tenséo inicial de 1 mN foi aplicada aos tecidos (ANGUS e
WRIGHT, 2000; DRESCHER et al., 2006). Apdés um periodo de estabilizacdo de 60
minutos, a solugcdo de Krebs-Ringer foi substituida por uma solugédo de KCI (80mM
de KCI e 42,7mM de NaCl), para testar a viabilidade dos tecidos. Posteriormente, os
tecidos foram lavados com solugdo de Krebs-Ringer e receberam 1 pM de
fenilefrina. Apbs apresentarem estabilizacdo da contracdo em resposta a fenilefrina,
foi adicionado a solugdo 1uM de acetilcolina (ACh) para testar a integridade do
endotélio. Os tecidos que ndo contrairam com KCI foram descartados. Do mesmo
modo, os tecidos que foram preparados com endotélio ndo relaxaram com ACh
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foram descartados, enquanto os tecidos que foram preparados com remocéao fisica
do endotélio, mas que apresentaram relaxamento com ACh também foram
desconsiderados. As alteragdes de tensédo foram medidas por meio de um miografo
para micro-vasos DMT (AD Instruments, Australia) e registradas em sistema de
captura de dados PowerlLab 830 (AD Instruments, Australia), juntamente com o
software LabChart 6 Pro (AD Instruments, Australia).

6.5- Curvas concentracao-efeito ao isoproterenol na presenca e na auséncia

de endotélio

Para avaliar se os tratamentos utilizados afetaram a sensibilidade dos
tecidos a agonista B-adrenérgico ndo seletivo, foram obtidas curvas concentragéo-
efeito cumulativas ao isoproterenol (1nM — 10uM), na presenga e na auséncia de
endotélio, pré-contraidos com fenilefrina (1uM). As curvas concentragdes-efeito
foram realizadas com aumentos em meia unidade logaritmica entre cada
concentragdo (VAN ROSSUM, 1963). Os dados obtidos nas curvas concentragéo-
efeito em anéis de artéria femoral foram avaliados segundo a equacao descrita
abaixo:

E=Emax/((1 +(1 Oc/1 Ox)n) + ¢)

A letra E representa o efeito do agonista na resposta tecidual; Emax
representa a resposta maxima que o agonista pode produzir; ¢ representa o
logaritmo da ECsg, definida como a concentracao do agonista que produz metade da
resposta maxima; x representa o logaritmo das concentragdes do agonista; o
exponencial n € o coeficiente angular ou inclinacdo, o qual define o tipo de curva
concentragdo-efeito obtida e, finalmente, o simbolo @ representa a resposta

observada na auséncia do agonista.
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6.6- Curvas concentracdo-efeito ao isoproterenol na auséncia e na presenca
de antagonistas seletivos para os receptores [ adrenérgicos de anéis de artéria

femoral com endotélio intacto ou removido

Para avaliar a participacdo dos receptores [i-adrenérgicos, curvas
concentragao-efeito ao isoproterenol foram obtidas na presenca e na auséncia do
antagonista seletivo B4, CGP 20712A (30 nM). Os anéis de artéria femoral foram
incubados previamente com CGP 20712A (30 nM) por 30 minutos; em seguida, as
artérias foram pré-contraidas com 1uM de fenilefrina e curvas concentracéo-efeito
para o isoproterenol foram obtidas. Da mesma maneira, participacdo dos receptores
B> adrenérgico nesta preparacao foi avaliada pelo uso do antagonista seletivo para
este subtipo de receptor. Assim, curvas concentragdo-efeito ao isoproterenol foram
obtidas na presenca e na auséncia do antagonista seletivo B2, ICI 118551 (30nM).

Todas as curvas ao isoproterenol, na auséncia ou na presenca dos
antagonistas B-adrenérgicos foram precedidas por uma incubagdo de 30 minutos
com 17-B estradiol (1 uM), a fim de evitar recaptagdo de catecolaminas e
consequente alteracdo da concentracao dos agonistas no meio de incubacao. Além
disso, foi avaliado a participagdo do endotélio nas respostas relaxantes em artérias

com endotélio intacto ou removido.

6.7- Analise Estatistica

Os dados estdo expressos como média + erro padrao da média para n
experimentos. Previamente aos testes estatisticos os dados foram testados quanto &
normalidade por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov. As comparagdes entre 0s
grupos para as curvas concentragdo-efeito ao isoproterenol foram feitas através do
teste t de Student para amostras independentes ou por ANOVA de uma via ou duas
vias. Em alguns casos, estes testes foram substituidos respectivamente pelos nao-
paramétricos de Mann Whitney, Kruskal-Wallis ou Friedman. Para comparar

diferencas das respostas na auséncia e na presenga de antagonistas em um mesmo
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grupo de animais, foi utilizado o teste t de Student para amostras pareadas. Para
todos os testes, foi adotado nivel de significAncia de 5%. Os testes foram realizados
por meio do software GraphPad Instat, versdo 3.06. Graficos das curvas obtidas
foram confeccionados utilizando-se o software GraphPad Prism, versao 3.0.
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7- RESULTADOS

7.1 Propriedades farmacolégicas de anéis de artéria femoral nas porcoes
distal e proximal

Primeiramente, em nosso estudo, avaliamos as duas por¢des da artéria
femoral para caracterizar as respostas contrateis e relaxantes dessas preparacoes.
Observamos que as respostas contrateis das por¢oes proximal e distal dos anéis da
artéria femoral mediadas pelos receptores o adrenérgicos em resposta a 1 uM de
fenilefrina diferiram estatisticamente entre si (prox:3,28 £ 0,41 mN, n=6 e distal: 1,47
+ 0,20 mN, n=3, p < 0,05). Somente em uma concentracao de 10 uM de fenilefrina,
ou seja, dez vezes maior, € que os anéis de artéria femoral da porcao distal
passaram a exibir uma contracéo de 4,8 + 0,7 mN, n=3, semelhante ao obtido com a
concentracago de 1 uM na porgcdo proximal. Por outro lado, o agonista
serotoninérgico, 5SHT (1uM), mostrou-se mais eficiente em produzir resposta contratil
tanto na porcéao distal (5,5 + 0,6 mN, n=5) quanto na proximal (20 + 5,8 mN, n=4),
mantendo-se uma significante melhor resposta contratil no segmento distal.

Com relacao as propriedades relaxantes, as porcdes proximal e distal
da artéria femoral apresentaram valores de pECsg estatisticamente similares para o
agonista isoproterenol. No entanto, a resposta maxima (Emax), foi significativamente
maior para a porcao proximal quando os anéis foram pré-contraidos com fenilefrina
(em cerca de 70%) em relacdo o observado na porcao distal, previamente pré-
contraido com serotonina. Curvas feitas a forscolina, um ativador do segundo
mensageiro AMPc no banho de incubagédo de tecidos contendo a porcao distal de
artéria femoral promoveu melhora significativa da resposta maxima, que foi similar
ao obtido na porcdo proximal (Tabela 1). Posteriormente, os anéis da porcao

proximal foram pré-contraidos com serotonina, de modo que observou-se que a
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resposta relaxante ao isoproterenol foi diminuida ao nivel do que ocorrera com 0s

anéis da porcao distal, pré-contraidos com este mesmo agente contratil (figura 6).

Tabela 1: Valores de pECsg e resposta maxima (%) ao isoproterenol nas porgdes
proximal (n= 9), distal (h= 6) e na mesma preparagdo da artéria distal
previamente incubada com forscolina (distal — forscolina), de artéria femoral de

ratos.
PORCAO DE ARTERIA pECso Emax
Proximal 6,95 + 0,09 95,8+ 1,4
Distal 6,64 + 0,21 29,3+6,5"
Distal - forscolina 6,55+ 0,14 97,3 +3,3

Os dados representam as médias + erro padrao da média para 6 — 9 animais.
*indica diferenca estatistica entre as porgées proximal e distal da artéria femoral
(Teste T para amostras independentes)
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Figura 6: Curvas concentracao-efeito ao isoproterenol em anéis de artéria femoral

proximal (A) e distal (m) de ratos pré contraidos com fenilefrina (PE, 1um) ou
serotonina (5HT, 1uM). Os dados representam a média e erro-padrao da média para
4 — 6 animais. * indica diferenca estatistica entre a porcao proximal pré contraida
com PE e as por¢des distal e proximal pré contraidas com 5HT (Teste de ANOVA de
uma via).

A partir destas analises, a porcao proximal foi escolhida para avaliar os
efeitos do treinamento fisico e da suplementacao de L-arginina sobre a resposta
relaxante mediada pelos receptores B-adrenérgicos em anéis de artéria femoral de
ratos.

7.2- Peso corporal, ingestao alimentar e hidrica dos animais

O peso corporal inicial dos animais foi similar entre os grupos. Os animais
treinados (TR) apresentaram menor ganho de peso corporal quando comparados ao
grupo SD. A suplementacao com L-arginina ndo promoveu qualquer alteracdo do
ganho de peso corporal. Por outro lado, a associacdo do treinamento fisico com a
suplementacao com L-arginina provocou significativa perda de peso corporal quando
comparado aos demais grupos. Os dados estdo sumarizados na tabela 2 e na figura
7.

A média de ingestao diaria de agua nao diferiu entre os grupos durante
todo o experimento. No entanto, os dois grupos de animais treinados tiveram uma

ingestao alimentar (ragdo) em torno de 20% menor em relagdo aos grupos que
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permaneceram sedentarios. Esta diferenca foi estatisticamente significativa (tabela
2).

Tabela 2: Peso corporal, ingestao alimentar e hidrica dos animais sedentarios (SD,
n=9), treinados (TR, n= 8), sedentarios que suplementaram L-arginina (SD-ARG,
n= 4) e treinados que suplementaram L-arginina (TR-ARG, n= 4).

PARAMETROS SD TR SD-ARG TR-ARG
Peso inicial (Q) 3527 3517 366 =2 343 + 11
Peso final (g) 434 +10° 392 + 6% 431 + 92 315 + 9°
% de variacao 23 12 18 -8,2
do peso

Ingestao hidrica 230 £ 20 237 £ 23 243 + 27 221 + 26
diaria (ml)

Ingestdo alimentar 147 +4 122 + 5¢ 146 £5 121 +5¢
diaria (mg)

Valores representam as médias + erro padrdao da média.
% indica diferencga estatistica entre os valores inicial e final para cada grupo (teste T
ara amostras pareadas);
indica diferenca estatistica em relacao ao grupo SD (Teste de Kruskal Wallis)
¢ indica diferenca estatistica entre TR e TR-ARG (Teste de Kruskal Wallis)
4 indica diferenca estatistica em relagdo aos grupos SD e SD-ARG (Teste de
Kruskal Wallis).
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Figura 8: Valores de peso corporal no inicio e ao final do estudo de animais
sedentarios (SD), treinados (TR), sedentarios que suplementaram L-arginina (SD-
ARG) e treinados que suplementaram L-arginina (TR-ARG). Os dados
representam as médias + erro padrdo da média de 4 — 9 animais. ? indica
diferenca estatistica entre os valores inicial e final em cada grupo. ° indica
diferenca estatistica em relagdo a SD (Teste T pareado e Teste de Kruskal
Wallis).

7.3- Respostas a fenilefrina e acetilcolina
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A resposta contratil a fenilefrina na concentragcédo de 1 uM foi similar em
anéis de artéria femoral entre os grupos. De maneira semelhante, a resposta
relaxante a acetilcolina na concentragédo de 1 uM né&o foi diferente entre os grupos

estudados. Estes dados sdao mostrados na tabela 3.

Tabela 3: Respostas contrétil e relaxante a fenilefrina (PE, 1 uM) e acetilcolina (ACh,
1 uM), em anéis de artéria femoral de ratos sedentérios (SD, n=9), treinados (TR,
n=8), sedentarios suplementados com L-arginina (SD-ARG, n=4) e treinados
suplementados com L-arginina (TR-ARG, n=4)

GRUPOS Contracao a PE % de relaxamento a ACh
(mN/mm)

SD 33+04 85,9+1,6

TR 3,3+£0,6 83,3 14,7

SD-ARG 43+0,9 85,6 £1,9

TR-ARG (n=4) 49+0,7 82,3 £ 5,1

Os dados representam as médias * erro padrao da média para 4 — 9 animais.
Realizado o teste de Kruskal Wallis).

7.4- Curvas concentragao-efeito ao isoproterenol em artéria femoral com ou sem

endotélio

Com endotélio:

A suplementagdo com L-arginina melhorou a resposta relaxante ao
isoproterenol em anéis de artéria femoral quando comparado aos anéis de animais
treinados e suplementados, em cerca de duas vezes. Por outro lado, a treinamento
fisico per se reduziu a resposta relaxante ao isoproterenol em nivel da pECso. Estes
dados estdo sumarizados na tabela 4 e na figura 8, painel A e B.
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Sem endotélio

A remocgdo do endotélio promoveu melhora da resposta relaxante
mediada pelos receptores [ adrenérgicos em anéis de artéria femoral de animais
treinados, em nivel de pECsy, que ndo foram diferentes do grupo sedentario. A
remocao do endotélio manteve a melhora da resposta relaxante ao isoproterenol no
grupo sedentario e suplementado com L-Arg em nivel da pECso. Estes dados estéao
sumarizados na tabela 4 e na figura 8, painel C e D.

As respostas maximas ao isoproterenol nao foram alteradas em todos os grupos

estudados (tabela 4).

Tabela 4: Valores de pECsy e resposta maxima ao isoproterenol em anéis com
(E*) e sem (E’) endotélio de artéria femoral de ratos sedentarios (SD), treinados
(TR), sedentarios suplementados com L-arginina (SD-ARG) e treinados
suplementados com L-arginina (TR-ARG).

SD TR SED-ARG TR-ARG
PECso 7,13+0,05 6,93+0,03%° 7,22+0,02° 6,90+0,01°
E+
Emax 96 £0,9 97 £1,1 95+1,3 97 £1,3
PECso 7,15+0,02 7,18+0,02 7,38+0,02° 7,21+0,02
E
Emax 99+0,5 99 +0,2 99+1,2 99 +1,3

Os dados representam as médias * erro padrao da média para 4 — 8 animais.
?indica diferenca estatistica entre os grupos SD e TR.

®indica diferenca estatistica entre os grupos SD-ARG e TR-ARG.

“indica diferenca estatistica entre os grupos SD-ARG e os demais grupos.

(Teste de ANOVA de uma via)
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7.5- Curvas concentracao-efeito ao isoproterenol em anéis de artéria femoral

na presenca do antagonista seletivo ;1 CGP 20712A com ou sem endotélio

Com endotélio

Para caracterizar a populagdo de receptores 3 adrenérgicos que estaria
mediando a resposta relaxante, curvas concentracdo-efeito ao isoproterenol na
auséncia e na presenca do antagonista seletivo 31 CGP 20712A foram construidas.
Observamos que a concentracdo de 30 nM de CGP 20712A promoveu
deslocamento a direita da curva concentracao-efeito em anéis com endotélio de
todos o0s grupos de animais, sem alteracdo da resposta maxima. A magnitude do
deslocamento a direita das curvas concentracdo-efeito ao isoproterenol foi maior no
grupo SD em relagdo aos demais grupos. Os dados estdo sumarizados na tabela 5 e
figura 9.

Sem endotélio

Nos anéis desprovidos de endotélio, ocorreu um comportamento similar
em relagéo a pECsg , desvio e Emax. No entanto, a magnitude dos desvios a direita
nas curvas concentracao-efeito ao isoproterenol em presenca deste antagonista (3 foi
muito maior nos vasos desprovidos de endotélio em relacdo aos anéis com endotélio
integro. Avaliando a porcentagem dos deslocamentos a direita das curvas
concentragdo-efeito ao isoproterenol entre os anéis de artéria femoral com e sem
endotélio na presenca do antagonista seletivo 31, verificamos que a remogao do
endotélio promoveu cerca de 48, 157, 77 e 109% maior de deslocamento para os
grupos SD, TR, SD-ARG e TR-ARG, respectivamente. Os dados estdo mostrados na
tabela 6 e figura 10.
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Tabela 5: Valores de pECs, resposta maxima (Emax) ao isoproterenol na auséncia
(ISO) ou na presenca (ISO+CGP) do antagonista B1 CGP 20712 A em anéis com
endotélio (E*) de artéria femoral de ratos sedentarios (SD), treinados (TR),
sedentarios suplementados com L-arginina (SD-ARG) e treinados suplementados
com L-arginina (TR-ARG).

E+
SD TR SED-ARG TR-ARG

pECsy 7,13+0,05* 6,93+0,03* 7,22+0,02* 6,90+0,01*
ISO

Emax 96 £0,9 97 £1,1 95+1,3 97 £1,3

pECs, 6,17+0,02 6,36+0,03 6,68+0,03 6,18+0,02
ISO-CGP

Emax 89 +4,8 92 +4.2 87 £3,9 93 £ 2,1
DESVIO 8,9 3,7 3,5 5,2

Os dados representam as médias + erro padrao da média para 4 — 7 animais

* indica diferenca estatistica entre os valores de pECsy ao isoproterenol na
auséncia e na presencga do antagonista CGP 20712 (Teste T pareado)
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Tabela 6: Valores de pECs, resposta maxima (Emax) ao isoproterenol na auséncia
(ISO) ou na presenca (ISO+CGP) do antagonista By CGP 20712 A em anéis
desprovidos de endotélio (E’) de artéria femoral de ratos sedentarios (SD), treinados
(TR), sedentarios suplementados com L-arginina (SD-ARG) e treinados
suplementados com L-arginina (TR-ARG).

E
SD TR SED-ARG TR-ARG

pPECso 7,15+0,02* 7,18%+0,02* 7,38+0,02* 721+0,02*
ISO

Emax 99 +0,5 99 +0,16 98 +1,2 99 +1,3

pECsy 6,03+0,07 6,21+0,02 6,59+0,03 6,17 +0,03
ISO-CGP

Emax 92 +2,7 95 +5.,8 94 +1,3 93+25
DESVIO 13,2 9,3 6,2 10,9

Os dados representam as médias * erro padrao da média para 3 — 5 animais

* indica diferenca estatistica entre os valores de pECs, ao isoproterenol na
auséncia e na presenca do antagonista CGP 20712 (teste T pareado)



sD
0.04
0.5+
1.0-
9 8 7 6
LOG [ISOPROTERENOL]: M
SED-ARG
0.0
0.5

1.0~

C'OA

-8 7 -6
LOG [ISOPROTERENOL]: M

E+

E+

56

TR
0.04

0.5+

LOG [ISOPROTERENOL]: M

TR-ARG
0.0+
0.5+
1.0-
9 8 7 6 5

LOG [ISOPROTERENOL]: M

Figura 9: Curvas concentracao-efeito ao isoproterenol em anéis de artéria femoral
com endotélio (E*) de ratos na auséncia (A) e na presenca (O0) do antagonista
seletivo By CGP 20712A de animais sedentarios (SD), treinados (TR), sedentarios
que suplementaram L-arginina (SD-ARG) e treinados que suplementaram L-
arginina (TR-ARG). Os dados representam as médias + erro padrdo da média para
4 — 7 animais.
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padrao da média para 3 — 5 animais.

Os dados representam as médias * erro
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7.6- Curvas concentracdo-efeito ao isoproterenol em anéis de artéria femoral
na presenca do antagonista seletivo B2 ICI 118551 na presenca e na auséncia de
endotélio

A caracterizagdo dos receptores B adrenérgicos do subtipo B, foi feita na
presenca do antagonista seletivo IClI 118551. Nossos resultados mostram que a
presenca deste antagonista na preparacdao nao provocou deslocamento importante
das curvas concentracdo-efeito ao isoproterenol em anéis de artéria femoral, quer
sejam providos ou desprovidos de endotélio. Os valores de Emax para o
isoproterenol nao diferiram estatisticamente entre os grupos, na auséncia ou na
presenca do antagonista seletivo B, ICl 118551, tanto nos anéis com endotélio
integro, quanto na auséncia de endotélio. Estes dados estdo sumarizados nas
tabelas 7 e 8 e ilustrados nas figura 11 e 12.
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Tabela 7: Valores de pECsp, resposta maxima (Emax) e desvio a direta das curvas
ao isoproterenol na auséncia (ISO) ou na presenga (ISO+ICl) do antagonista B2
118551 A em anéis com endotélio (E*) de artéria femoral de ratos sedentarios (SD),
treinados (TR), sedentarios suplementados com L-arginina (SD-ARG) e treinados
suplementados com L-arginina (TR-ARG).

E+
SD TR SED-ARG TR-ARG
PECsy 7,13%£0,05 6,93+0,03 7,22+0,02 6,90 + 0,01
ISO
Emax 96 +0,9 97 +1,1 95+1,3 97 +1,3
PECso
ISO-ICI 6,79+0,01 6,92+0,04 7,27 +0,03 6,99 + 0,02
Emax
DESVIO 2,1 1,0 0,9 0,8

Os dados representam as médias + erro padrdo da média para 3 — 5 animais
(realizado o teste T pareado)
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Tabela 8: Valores de pECsg, resposta maxima (Emax) e desvio a direita das curvas
ao isoproterenol na auséncia (ISO) ou na presenca (ISO+ICI) do antagonista B2
118551 A em anéis sem endotélio (E’) de artéria femoral de ratos sedentarios (SD),
treinados (TR), sedentarios suplementados com L-arginina (SD-ARG) e treinados

suplementados com L-arginina (TR-ARG).

E
SD TR SED-ARG TR-ARG
PECso 7,15+0,02 7,18+0,02 7,38+0,02 7,21 +0,02
ISO
Emax 99+0,5 99 +0,16 98 +1,2 99 +1,3
pECs; 7,05+0,01 6,93+0,01 7,40+0,05 7,14 + 0,01
ISO-ICI
Emax 96 + 0,3 98 +0,7 95 +0,9 95 +4,3
DESVIO 1,3 1,8 0,95 1,2

Os dados representam as médias + erro padrdo da média para 3 — 5 animais
(realizado o teste T pareado)
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Figura 11: Curvas concentragado-efeito ao isoproterenol em anéis de artéria femoral
de ratos, com endotélio (E*), na auséncia (A, ISO) e na presenca (O0,ISO+ICI) do
antagonista B> ICI 118,551. de animais sedentarios (SD), treinados (TR),
sedentarios que suplementaram L-arginina (SD-ARG) e treinados que
suplementaram L-arginina (TR-ARG). Os dados representam as médias * erro
padrao da média para 3 — 7 animais.
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Figura 12: Curvas concentragédo-efeito ao isoproterenol em anéis de artéria femoral
de ratos, sem endotélio (E’), na auséncia (A, ISO) e na presenca (0,ISO+ICl) do
antagonista B2 ICl 118,551. de animais sedentarios (SD), treinados (TR), sedentéarios
gue suplementaram L-arginina (SD-ARG) e treinados que suplementaram L-arginina
(TR-ARG). Os dados representam as médias * erro padrao da média para 3 — 7

animais.
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8- DISCUSSAO

8.1- Caracterizacao das propriedades farmacoldégicas de anéis de artéria

femoral distal e proximal

8.1.1- Resposta contratil

Avaliando a eficacia intrinseca de anéis de artéria femoral de ratos
observamos que a ordem de poténcia em promover a resposta contratil na porcao
distal foi da seguinte maneira: serotonina > fenilefrina. Estes resultados mostram que
a populacao de receptores serotoninérgicos e/ou seus mecanismos de transducao
celular sdo mais efetivos em comparacdo com a populacdo de receptores a-
adrenérgicos na porgao distal da artéria femoral de ratos.

Com relacao a porcao proximal, nossos dados mostram que a eficacia
intrinseca da resposta contratil para o agonista a-adrenérgico fenilefrina foi muito
maior em comparacao a porcao distal de anéis de artéria femoral. Estes dados estao
em consonancia com estudos prévios que mostram similar resposta contratil em
diferentes cepas de ratos para a porgcéao proximal em Wistar-Kyoto (PUZSEROVA et
al., 2006) e Sprague-Dawley (KLUESS et al., 2005).

8.1.2- Resposta relaxante

De maneira semelhante a resposta contrétil, a eficacia intrinseca do

isoproterenol foi marcadamente maior na por¢ao proximal da artéria femoral quando
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comparada a porc¢ao distal (cerca de 70%). Estes dados indicam que a populacéo de
receptores B-adrenérgicos que medeiam a resposta relaxante é maior na porcao
proximal da artéria femoral de ratos, ou entdo, o mecanismo de transdugéo celular é
mais eficientemente acoplado ao sistema de relaxamento da musculatura lisa
vascular desta porcdo proximal. Esta hipétese pode ser confirmada pela adicdo de
forscolina ao banho dos anéis da por¢cao distal da artéria femoral, que restaurou a
resposta relaxante aos niveis similares aqueles encontrados para a porgao proximal
ao agonista B adrenérgico. Quando os anéis da porcdo proximal foram pré-
contraidos com fenilefrina (1uM), a resposta relaxante ao mesmo isoproterenol foi
largamente aumentada. A magnitude desta resposta relaxante coincide com
resultados de estudos prévios que mostram similares valores de poténcia e resposta
maxima ao isoproterenol na porcdo proximal de artéria femoral de ratos Wistar
também pré-contraidos com fenilefrina (FUJIMOTO et al., 1988) e Wistar Kyoto
(ASANO et al., 1982).

Em nossa busca nas diferentes bases de dados ndo encontramos
nenhum estudo comparando essas duas porgcdes. Assim, nosso trabalho é o
primeiro a investigar as propriedades farmacologicas entre as porcdes distal e
proximal de artéria femoral de ratos. Além disso, um estudo de revisdo recente
mostra que tanto os a quanto os B-adrenoceptores tem sido melhor investigados em
tecido cardiaco do que em leitos vasculares, uma vez que mecanismos de
transducdo destes Ultimos sdo mais complexos e a populagdo de receptores
presentes nos vasos sao multiplos e apresentam maior dificuldade em sua
classificagcdo (ZANESCO e ANTUNES, 2007). Assim, as dificuldades encontradas
para confrontar as diferencas encontradas entre as por¢des proximal e distal da
artéria femoral de ratos do presente estudo com dados da literatura ratificam as
informacdes destes autores. Ao mesmo tempo, mostram que as particularidades
desta artéria ainda representam um campo aberto para investigagées dentro da
farmacologia cardiovascular.

Com base nesta melhor resposta da por¢ao proximal da artéria femoral ao
isoproterenol, este seguimento de artéria foi o escolhido por nés para o estudo dos
efeitos dos protocolos experimentais na resposta relaxante mediada pelos

adrenoceptores f3.
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8.2- Efeitos do treinamento fisico e da suplementacao de L-arginina no peso

corporal e ingestao alimentar dos animais

Nossos resultados mostram que um protocolo de treinamento fisico de
quatro semanas foi efetivo em promover menor ganho de peso corporal. A
suplementacdo com L-arginina sozinha ndo provocou qualquer alteracdo no peso
corporal dos animais, ao passo que a associacao do treinamento fisico com a
suplementacao de L-arginina produziu uma perda significativa de peso corporal. O
menor ganho de peso no grupo TR e o efetivo emagrecimento do grupo TR-ARG
devem ser ponderados pelo fato de que estes dois grupos tiveram ingestao
alimentar em torno de 20% menor em relacdo aos grupos que permaneceram
sedentarios. Diversos estudos relacionam a suplementagdo de L-arginina com
melhoria da fung¢édo cardiovascular (RECTOR et al., 1996; COOKE e DZAU, 1997;
LEKAKIS et al., 2002; COOKE, 2003). Alem disso, evidéncias recentes apontam que
a L-arginina esta implicada em varias vias metabdlicas que conduzem ao
emagrecimento em modelos animais. A explicacdo para isto é que o éxido nitrico,
produzido a partir da L-arginina, participa da captacdo tecidual de glicose e da
oxidacao de glicose e acidos graxos no musculo esquelético, e ainda melhora a
lipdlise nos adipécitos. O éxido nitrico estimularia a atividade da proteina kinase
adenosina 3’5" monofosfato ativada com resultante diminuigdo dos niveis de malonil
CoA; diminuiria a expressdo de genes relacionados com a lipogénese e
gliconeogénese; aumentaria a atividade do hormoénio lipase sensivel e das
perilipinas; aumentaria a biogénese mitocondrial; aumenta o fluxo sanguineo para os
tecidos sensiveis a insulina (JOBGEN et al., 2006). Em estudos com animais, ratos
ZDF e Sprague-Dawley apresentaram reducdo de gordura corporal com
suplementacao de L-arginina (FU et al., 2005; JOBGEN et al., 2009). No entanto, em
nosso estudo, ratos Wistar ndo apresentaram alteragdes ponderais em resposta a
suplementacdo de L-arginina. Uma possivel explicagdo para estes resultados
diferentes € que em nosso estudo, o protocolo de suplementacdo foi de apenas
quatro semanas. No estudo de FU et al, 2005, os animais apresentaram uma
significativa redugédo de 16% do peso corporal na décima semana de tratamento.
Porém, na quarta semana de suplementacdo esta reducdo ainda era pequena

(apenas 6%). Curiosamente, somente a associagdo de L-arginina com exercicio
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fisico resultou em reducao do peso corporal em quatro semanas de tratamento Este
dado nos indicou que a associagdo de treinamento fisico a suplementagéo de L-
arginina tem efeito potencializador do processo de emagrecimento promovido por
cada um destes protocolos separadamente. Além disso, podemos especular que
esta associacdo poderia elevar a sintese e liberacdo de 6xido nitrico, que por sua
vez promoveria a perda de peso neste grupo experimental.

8.3- Efeitos do treinamento fisico e da suplementagdo de L-arginina nas
respostas relaxantes e contrateis de anéis de arterial femoral: por¢ao proximal

Com relagao as respostas contrateis e relaxantes, a adicao de 1uM de
fenilefrina e acetilcolina respectivamente, mostrou que os receptores a-adrenérgicos
e muscarinicos nao foram afetados pelos protocolos de treinamento fisico ou
suplementacdo com L-arginina. Zanesco e Antunes (2007) relatam que os achados
sobre os efeitos do treinamento fisico sobre os a-adrenoceptores sdo controversos.
Eles atribuem as diferencas nos resultados a limitacbes nas metodologias
farmacoldgicas empregadas nos estudos. Em contrapartida, sdo varios os estudos
que demonstraram um feito benéfico do treinamento fisico na resposta relaxante a
acetilcolina em ratos SHR, Fischer 344 e Wistar (JEN et al., 2002; GRAHAM e
RUSH, 2004; SPIER et al., 2004), mas nenhum destes estudos foi realizado com a
artéria femoral de ratos Wistar. De acordo com Jasperse e Laughlin (2006), a
duracdo do treinamento, o tamanho da artéria e sua localizacdo anatémica séo
fatores que modificam as respostas do treinamento fisico sobre a funcédo endotelial.
Em outro estudo, estes mesmo autores também nao encontraram melhoria na
resposta relaxante a acetilcolina com um protocolo de treinamento para uma artéria
do musculo séleo de ratos Sprague Dawley, que é um vaso de pequeno calibre
(JASPERSE e LAUGHLIN, 1999). Devido a vasta documentacdo demonstrando os
efeitos benéficos da suplementacdo com L-arginina sobre a funcao endotelial, nés
esperadvamos que 0s animais com suplementagdo em nosso estudo apresentassem
uma melhora da vasodilatagdo a acetilcolina. Uma possivel explicacdo para a
diferenca entre nossos dados e os reportados na literatura € que nés trabalhamos

com modelos de animais saudaveis e jovens, enquanto que estudos prévios foram
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feitos com animais de laboratério e humanos que ja apresentam disfuncao endotelial
(WOLF et al., 1997; SHERIDAN et al., 1998).

Nao existem estudos que avaliaram a resposta [-adrenérgica
precisamente em artérias femorais de ratos treinados e/ou com suplementacao de L-
Arg. Mesmo em outros leitos vasculares e com diferentes espécies animais, os
dados sdo escassos e conflitantes. Alguns estudos ndo encontraram alteracdes na
sensibilidade dos adrenoceptores B em coronérias de porcos (OLTMAN et al., 1992;
OLTMAN et al., 1995), arteriolas dos musculos s6leo e gastrocnémio de ratos
Fischer 344 idosos (DONATO et al.,, 2007). Por outro lado, melhora da resposta
relaxante ao isoproterenol em artéria carotida foi observada em ratos Wistar Kyoto
idosos apds treinamento fisico (LEOSCO et al., 2003). Nosso estudo mostrou que as
respostas relaxantes mediadas pelos receptores 3-adrenérgicos foram melhores em
anéis de artéria femoral de animais sedentarios e suplementados com L-Arg e o
treinamento fisico sozinho ou associado a suplementagdo com L-Arg promoveu
pequena reducdo desta resposta (cerca de duas vezes). Assim como em NnOSSO
estudo, trabalho prévio mostrou redugcdo da vasodilatagdo induzida pelo
isoproterenol em coronarias de animais que realizaram protocolos de treinamento
fisico (ROGERS et al., 1991). A razado para esta subsensibilidade promovida pelo
exercicio sobre os receptores B adrenérgicos nao € clara para nés neste momento.
Considerando que a magnitude de reducao foi muito pequena e que o tempo de
treinamento foi de apenas quatro semanas, seria interessante num estudo futuro
avaliar um tempo maior de treinamento fisico para melhor delineamento desta
resposta.

De maneira inesperada, a remocao do endotélio melhorou a resposta
relaxante de anéis de artéria femoral de animais treinados, trazendo os valores de
poténcia similares aos do grupo sedentario. Esses dados sugerem que a resposta
relaxante mediada pelos receptores B adrenérgicos em artéria femoral parece ser
regulada por fatores derivados do endotélio e que o treinamento fisico poderia estar
aumentando a liberacdo de fatores contrateis derivados do endotélio nesta
preparacao em particular. Consistentemente, a poténcia ao isoproterenol em anéis
de animais sedentarios e suplementados com L-Arg manteve-se maior apés a
remocgao do endotélio, mostrando que esses efeitos ocorrem na musculatura lisa

vascular.
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8.4- Caracterizacao da populacao de receptores B-adrenérgicos: antagonistas

seletivos B4 e B2 na presenga e na auséncia de endotélio

Classicamente, a vasodilatagdo em animais de laboratério e humanos é
atribuida aos adrenoceptores do subtipo B. (LANDS et al., 1967). No entanto,
estudos mais recentes utilizando agonistas e antagonistas mais seletivos
demonstraram também a participacdo dos adrenoceptores do subtipo Bi na
vasodilatacdo (GUIMARAES e MOURA, 2001). Além disso, um terceiro [-
adrenoceptor (Bs), tem sido postulado estar presente em artérias de modelos
animais. Isto porque o antagonista nao seletivo, propranolol ndo foi capaz de
bloquear a agao do BRL 37344, um agonista seletivo Bz em artéria carétida de ratos
(ORIOWO, 1994). A participacdo predominante dos (i ja foi previamente
demonstrada em alguns leitos vasculares como em artéria femoral de camudongos
(CHRUSCINSKI et al., 2001), coronarias de caes (NAKANE et al, 1988), e
coronarias de humanos (MONOPOLI et al., 1993). Até onde sabemos, este nosso
estudo é o primeiro a demonstrar a predominancia dos 1-adrenoceptores em artéria
femoral de ratos Wistar. Assim, nossos dados mostram claramente que o0s
adrenoceptores 1 medeiam a resposta relaxante ao isoproterenol em artéria femoral
de ratos.

De maneira interessante, a magnitude de deslocamento das curvas
concentracao-efeito ao isoproterenol na presenca de antagonista - seletivo mostra
que os animais treinados e/ou suplementados com L-Arg apresentam menor
sensibilidade ao efeito antagonista do CGP 20712A sugerindo uma mudanca
conformacional do receptor em resposta aos diferentes protocolos experimentais.
Além disso, a remogao do endotélio potencializa essas diferencas, sugerindo que o
endotélio promove uma barreira funcional na atuagdo do antagonista [ adrenérgico

nesta preparacao em particular.
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SUMARIO DOS RESULTADOS

Os dados obtidos neste trabalho mostram que:

As porgdes proximal e distal da artéria femoral de ratos Wistar exibem
diferencas marcantes tanto nas respostas contrateis quanto relaxantes, conforme
descrito abaixo:

A porcao proximal da artéria femoral de ratos Wistar apresenta uma
resposta contratil mais efetiva ao agonista a adrenérgico fenilefrina em comparacéo
com a porcao distal.

A resposta maxima dos receptores B adrenérgicos para o agonista
isoproterenol é 70% maior na porg¢ao proximal em relacao a distal em artéria femoral
de ratos Wistar.

Com base nestes dados, as respostas ao exercicio e a suplementacao de
L-arginina foram estudas na por¢ao proximal, obtendo-se os seguintes resultados:

A combinacédo de treinamento fisico e suplementacdo de L-arginina é
efetiva em promover perda de peso em ratos Wistar, enquanto que o treinamento
fisico ou a suplementacéo isoladamente nao resultam em perdas de peso em um
protocolo experimental de apenas quatro semanas.

O treinamento fisico reduz os valores de pECsy ao isoproterenol com
endotélio e a sua remocao reestabelece esses valores aos do grupo controle;

A suplementacao de L-arginina aumenta a sensibilidade B adrenérgica
ao isoproterenol em anéis de artéria femoral de ratos Wistar com ou sem endotélio.

A vasodilatacao da porcao proximal da artéria femoral de ratos Wistar é
mediada principalmente pelos adrenoceptores do subtipo B;.

A remocdo do endotélio na presenca de antagonista B¢ seletivo
potencializa os deslocamentos das curvas concentragéo-efeito ao isoproterenol em

todos os grupos estudados
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CONCLUSOES

A associagéo de treinamento fisico e suplementacdo de L-arginina promove
redugcao do peso corporal de ratos Wistar. Com relagao a reatividade vascular, o
treinamento fisico, isoladamente, induz uma diminuicdo na sensibilidade de
receptores P adrenérgicos do subtipo B1 em anéis de artéria femoral destes animais.
Nossos dados demonstraram que o endotélio participa na reducdo desta
sensibilidade em resposta ao treinamento fisico nesta preparag¢do em particular.
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