Efeitos do treinamento fisico aerobio

sobre a bioatividade do 6xido nitrico e a vasodilatacao aértica
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Resumo

0 treinamento fisico aerdbio (TF) € um importante meio para melhorar a fungio endotelial. Entretanto,
como 0s vasos se adaptam ao TF ainda ndo esta completamente esclarecido. Desta forma, o presente
estudo teve por objetivo investigar, em ratos normotensos, os efeitos do TF sobre a via de producao de
oxido nitrico (NO) e a defesa antioxidante vascular, e suas conseqliéncias sobre a resposta vasodilatadora
em aorta isolada. Os ratos foram submetidos a um protocolo de TF aerdbio (esteira rolante, ~55%
Veloc.Max; cinco sessdes/sem., 60 min/sessdo, periodo de 11 semanas). Apds o TF, foi avaliada a funcéo
vasomotora “in vitro" pela curva de concentracdo-efeito a acetilcolina (ACh) e ao nitroprussiato de
sodio (NPS), e realizadas medidas bioquimicas na aorta. O programa de TF aumentou significativamente
(P < 0,05) em 62% a expressdo da enzima oxido nitrico sintase endotelial (eNOS). Entretanto, o TF ndo
modificou significativamente a expressdo e atividade da enzima antioxidante superoxido dismutase.
Além disso, o TF ndo modificou o relaxamento individual e a sensibilidade a ACh. Por outro lado, o TF
diminuiu significativamente a sensibilidade ao NPS (-8,26 + 0,081 vs. -7,79 + 0,099 Log [M], Svs T,
respectivamente, P < 0,001). Os resultados apresentados demonstram que o TF aerdbio foi capaz de
alterar um dos mecanismos envolvidos na bioatividade do NO, marcadamente o aumento da expressao
da eNOS. Entretanto, esta modificacdo nao levou a melhora da responsividade vasodilatadora adrtica
estimulada pela acetilcolina e provocou menor sensibilidade ao NPS.

Unitermos: Treinamento fisico; Funcéo endotelial; Relaxamento adrtico; Oxido nitrico; Superoxido dismutase.

Introducao

O ¢xido nitrico (NO) produzido pelas células
endoteliais vasculares ¢ um importante regulador
da fun¢ao vascular (FURCHGOTT & ZAWADSKI,
1980). A manutengao da fungao endotelial normal,
associada a uma adequada biodisponibilidade de
NO, ¢ fundamental para a homeostase vascular, tais
como a modulagio do fluxo sangiiineo, da agrega-
¢ao plaquetdria e da angiogénese vascular
(LANDMESSER, HORNIG & DREXLER, 2004). Por ou-
tro lado, a disfun¢ao endotelial, caracterizada por
dimini¢do da biodisponibilidade de NO, tem sido
observada na hipertensdo arterial (GRaHAM & RUsH,

2001) e ¢ considerada fator de risco independente
para o desenvolvimento da aterosclerose
(SCHASCHINGER, BRITTEN & ZEIHER, 2000).

A biodisponibilidade de NO depende do balan-
co entre a produgido e remog¢ao do mesmo. A pro-
dugdo de NO ¢ catalisada pela enzima 6xido nitrico
sintase endotelial (eNOS). Por outro lado, o au-
mento da produgdo de espécies reativas de oxigé-
nio, os quais reagem em alta velocidade com o NO,
contribui para diminuir a biodisponibilidade de
NO. Além disso, a reagdo entre estes dois radicais
leva a formagdo de perdxido nitrito, um oxidante

*Escola de Educagéo
Fisica e Esporte,
Universidade de Sao
Paulo.

**Instituto do Coragéo,
Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao
Paulo.

Rev. bras. Educ. Fis. Esp., Sao Paulo, v.20, n.4, p.239-47, out./dez. 2006 + 239



ZANCHI, N.E. et al.

sem efeito vasodilatador (Fukar, SIEGFRIED, FUKAI,
CHENG, Kojpa & HARRISON, 2000).

O exercicio fisico aerébio promove efeitos benéficos
a satde, dentre eles a melhora da fungao endotelial, a
qual estd associada a uma maior biodisponibilidade
de NO (Myers, 2003). Sinais fisicos e quimicos
estimulam a resposta endotelial. O estresse de
cisalhamento, neste artigo chamado de “shear stress”,
¢ um importante estimulador da produ¢ao de NO
pelo endotélio, estimulando assim a vasodilatagio
(DELp, 1995). Interessantemente, o exercicio fisico
também aumenta a produgio de espécies reativas de
oxigénio (RamIRres & J1,2001), o que contribuiria para
uma maior inativagao do NO. Além disso, a resposta
vasodilatadora parece depender nio apenas da
biodisponibilidade de NO, como também da
sensibilidade do musculo liso arterial a0 NO.

Por outro lado, tem sido postulado também que
aaumentada responsividade dilatadora adrtica pode
ocorrer nao em conseqiiéncia do aumento nos pro-
cessos de sintese do NO, mas sim em decorréncia

Materiais e métodos
Animais

Foram estudados 20 ratos machos Wistar, obtidos
do biotério da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo. Os ratos foram alimentados com dieta
para roedores e d4gua “ad libitum”, e mantidos em
caixas pldsticas em biotério com temperatura
controlada (22 °C). Apés o recebimento, os ratos
foram aclimatados por um perfodo de uma semana.
Em seguida, eles foram distribuidos, a0 acaso, em dois
grupos experimentais: grupo sedentdrio (S, n = 10) e
grupo treinado (T, n = 10). O protocolo experimental
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas da
Escola de Educagio Fisica e Esporte da USP.

Protocolo de teste de esforco maximo

Inicialmente, os ratos dos grupos S e T foram
submetidos a um teste de esforco mdximo em es-
teira rolante, para a determinagio da velocidade
mdxima (Vel. Mdx) de cada animal. Foi utilizado
um protocolo de incremento progressivo de veloci-
dade de corrida (3 m/min a cada 3 min), até a
exaustao (GAVA, VERAS-STIVA, NEGRAO & KRIEGER,
1995). A exaustio foi definida como a velocidade
mdxima suportada pelo animal ao ser estimulado
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da maior eficiéncia de enzimas varredoras de radi-
cais livres (GOLDSTEIN & CzAPsk1, 1995). Dessa for-
ma, o treinamento fisico aerébio é capaz de
promover aumentos na atividade e expressao de di-
versas enzimas antioxidantes como a superéxido
dismutase e a glutationa peroxidase (POWERS,
CRISWELL, LAWLER, MARTIN, LIEU, J1 & HERB, 1993;
RusH, Turk & LAUGHLIN, 2003). Além disso,
(W1sLOFF, NAJJAR, ELLINGSEN, HARAM, SwoaP, AL-
SHARE, FERNSTRO, REZAEI, LEE, KOCH & BRITTON,
2005), demonstraram que ratos com maior capaci-
dade aerébia possuem melhor resposta
vasodilatadora endotélio dependente, embora os au-
tores nao tenham avaliado os mecanismos envolvi-
dos nesta adaptagio.

O presente estudo teve por objetivo caracterizar,
em ratos normotensos, os efeitos do treinamento
fisico aerébio sobre a expressio da enzima eNOS e
aexpressao/atividade da enzima antioxidante SOD,
bem como suas repercussdes sobre a resposta
vasodilatadora em aorta isolada.

manualmente, antes de entrar em fadiga. O teste
de esforgo foi realizado pré-TF, apds cinco semanas
de TF (para ajuste da intensidade do TF) e apds 11
semanas de TF (para aferi¢ao do efeito do TF).

Protocolo de treinamento fisico aerobio

Os ratos do grupo T realizaram o treinamento
fisico em esteira rolante, numa intensidade de 55%
da Vel. Méx individual, duragio de 11 semanas,
freqiiéncia de cinco vezes por semana e duragao de
60 minutos por sessao.

Sacrificio e retirada dos tecidos

Com a finalidade de minimizar os efeitos agudos
do exercicio, os ratos foram sacrificados 48 h apds
o término da dltima sessdo de treinamento fisico
ou sedentarismo. Em seguida, a aorta tordcica e o
musculo séleo do trem posterior direito do animal
foram extirpados. A aorta tordcica foi limpa de tecido
conectivo e/ou adiposo em tampao Krebs gelado (4 °C) e
cortada em quatro segmentos de 4 mm de comprimento
cada um, conforme descrito por CHERRY, FURCHGOTT,
ZAWADZKI e JOTHIANANDAN (1982). O musculo séleo foi
congelado (-70 °C) earmazenado para andlise bioquimica.
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Funcio vasomotora adrtica “in vitro”

Cada anel aértico (dois anéis do mesmo animal)
foi suspenso em banho de érgao isolado (14 ml),
contendo solugdo de Krebs-Hepes (em mM/L:
NaCl 115; KCl 4,7; MgSO, 1,2; KH,PO, 1,5;
NalHCO3 25; CaCl2 2,5; glicose 11,1; pH 7,4),
mantidos em 37 °C e aerados com carbogénio (95%
0, ¢5% CO,), para registro da tensao exercida pelo
vaso com transdutor isométrico (BIOPAC, EUA).

Inicialmente, os anéis adrticos foram equilibra-
dos durante 60 min numa tensao de repouso de 2
g. Em seguida, os vasos foram submetidos curva
concentragdo-efeito para avaliagio da resposta de
relaxamento frente concentragbes cumulativas de
agonistas, conforme BAUERSACHS, BOULOUMIE,
FracarorLo, Hu, Busse e ErTL (1999).

Resposta vasodilatadora
endotélio-dependente

Apés a pré-contragio com noradrenalina (NE,
107 M), realizou-se o protocolo de resposta as
concentragoes crescentes de acetilcolina (ACh,
10" até 10 M), seguido de lavagem para remogao
da acetilcolina.

Resposta vasodilatadora
endotélio-independente

Ap6s pré-contragao NE (107 M), realizou-se o
protocolo de resposta as concentragdes crescentes
de nitroprussiato de sédio (NPS, 10'° até 10 M).

Avaliacao da funciao vasomotora

As curvas de relaxamento 2 ACh e ao NPS fo-
ram submetidas 4 andlise de regressao nao linear
(sigmoidal) (GraphPad Prism, v. 4.00, San Diego,
CA) para determinagio da % de relaxamento indi-
vidual e da sensibilidade (concentragio de agonista
que gerou 50% do relaxamento mdximo; ECSO) .

Determinacoes bioquimicas
Homogenato e concentracao de proteina

Homogenatos da aorta foram preparados sob
nitrogénio liquido e centrifugados por 5 min a
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4 °C e 5.000 rpm. A concentragio de proteina foi
determinada pelo método adaptado de BRADFORD
(1976).

Atividade da enzima citrato cintase

Foi determinada pela reagio de 5,5’-ditio-bis(2-
nitrobenzeno dcido) (DTNB) com o grupo sulfidril
(SH) da CoASH, a 25 °C de acordo com SHEPHERD
e GARLAND (1969).

Atividade da enzima superé6xido dismutase

Foi realizada pelo método de redu¢io do
citocromo C, descrito por INOUE, Ramasamy, Fukal,
NEerREM e HARRISON (1996). Uma unidade de ativi-
dade SOD foi definida como 50% de inibi¢ao da
reacio de reduc¢do e normalizada pela concentragao
de proteina.

Expressao protéica

As expressoes protéicas das enzimas SOD e
eNOS foram realizadas por “western blot” em
homogenatos nornalizados pela concentragao de
proteina usando SDS-PAGE (SOD, 12%) e
(eNOS, 8%), membranas de nitrocelulose e
detec¢do quimioluminescente ECL (Amersham
Pharmacia), conforme descrito por LEITE,
DaniLovic, MoORIEL, DANTAS, MARKLUND, DANTAS
e LAURINDO (2003). Anticorpos anti-SOD Cu/Zn
(Oxis, EUA) e anti NOS-III (Upstate, EUA).

Analise estatistica

Os dados foram submetidos 2 andlise estatis-
tica utilizando-se o programa GraphPad Prism
(v. 4.00, San Diego, CA). As varidveis dependen-
tes: massa corporal e Vel. Méx. foram submeti-
das 2 ANOVA de dois fatores para medidas
repetidas: fator grupo (S x T) e fator fase (pré x
p6s-TF) e realizado o “post-hoc” de Bonferroni.
As varidveis vasomotoras (% de relaxamento in-
dividual, ECsO) foram analisadas e as atividades
e expressbes enzimdticas da citrato sintase,
superdxido dismutase e éxido nitrico sintase fo-
ram submetidos a teste t-Student para dados nio
pareados (S x T). O nivel critico de significAncia
estatistica foi de 5% (P < 0,05).
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Resultados
Caracteristicas fisicas e funcionais
Massa corporal

A massa corporal pré-TF foi semelhante entre
os grupos SeT (265 +2,7 gvs. 264 £ 5,6 g, SeT,
respectivamente). No entanto, na fase pés-TE a
massa corporal aumentou significativamente tanto
no grupo S (497 + 6,6 g vs. 265 + 2,7 g, P < 0,05)
como T (492 + 7,3 g vs. 264 5,6 g, P < 0,05)
comparados com a fase pré-TF. Nao houve diferenca
na massa corporal entre os grupos S ¢ T na fase p6s-TE

Capacidade fisica

A velocidade mdxima pré-TF foi semelhante entre
os grupos S (21 + 0,7 mmin') e T (23 + 0,7
m.min™). Entretanto, pés-TE, a velocidade méxima
foi significativamente maior no grupo T comparado
ao grupo S (31 £ 0,9 vs. 20 £ 0,7 m.min', P < 0,05).

Citrato sintase

Apés o TF, a atividade da enzima citrato sintase
no musculo séleo foi significativamente maior

no grupo T comparado ao grupo S (0,59 + 0,04
vs. 0,45 £ 0,02 umol/min/mg prot., P < 0,05).
Este aumento de 31% na atividade da citrato
sintase demonstra a efetividade do programa de
TF utilizado no presente estudo.

Enzimas vasculares
Expressao da enzima eNOS

O TF aumentou significativamente (P < 0,05)
em 62% a expressao da eNOS adrtica, quando com-
parado com o grupo S (FIGURA 1).
Expressao da enzima SOD

O TF nao modificou significativamente (P =
0,1908) a expressao da enzima SOD Cu/Zn adrtica
(FIGURA 2).
Atividade total da enzima SOD

O TF nao modificou significativamente (P =

0,7988) a atividade total da enzima SOD (FIGURA
3).
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FIGURA 1 - Expressao protéica da enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) em aorta toracica de ratos
sedentérios (S, n = 3) e treinados (T, n = 3).
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FIGURA 2 - Expressao protéica da ezima superdxido dismutase (SOD) em aorta toracica de ratos sedentarios

(S, n = 3) e treinados (T, n = 3).

— 20~

B

& —

= 154 |
5 1
3 —
8 10 4 I

o

Y

o

E=]

= 0

FIGURA 3 - Atividade total da enzima super6xido dismutase (SOD) em aorta toracia de ratos sedentarios (S, n

= 10) e treinados (T, n = 10).

Funcao vasomotora adrtica “in vitro”
Resposta vasodilatadora endotélio-dependente

O relaxamento aértico 2 ACh (FIGURA 4) foi
semelhante entre os grupos S e T, tanto para o %
de relaxamento individual (99 + 1,3% vs. 101 =+
4,0%, S vs. T, respectivamente, P= 0,5181) como
paraa EC, (-7,64 + 0,085 vs. -7,765 + 0,130 Log
[M], S vs. T, respectivamente, P = 0,4301).
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Resposta vasodilatadora endotélio-independente

O relaxamento aértico ao NPS (FIGURA 5) nio
foi significativamente diferente para o % de
relaxamento individual entre os grupos Se T (99 +
1,6 vs. 102 £ 1,7%, S vs. T, respectivamente, P =
0,1966). Entretanto, o treinamento fisico diminuiu
significativamente a EC,j ao NPS (-8,26 + 0,081
vs. 7,79 £ 0,099 Log [M], S vs T, respectivamente,
P <0,001).
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relaxamento maximo
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noradrenalina (107 M).
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FIGURA 4 - Curva de relaxamento a acetilcolina (ACh) em aorta toracica isolada de ratos sedentéarios (S, n =

10) e treinados (T, n = 10).
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FIGURA 5 - Curva de relaxamento ao nitroprussiato de sédio (NPS) em aorta toracica isolada de ratos sedentérios

(S, n = 10) e treinados (T, n = 10) .

Discussao

O presente estudo demonstrou, em ratos
normotensos, que um programa de treinamento fisi-
co aerébio (55% Vel.Max.) aumentou significativa-
mente a expressao da enzima eNOS vascular,
importante mecanismo de sintese de 6xido nitrico,
sem contudo melhorar a resposta vasodilatadora
endotélio-dependente em aorta isolada, diferentemente
do relatado por outros autores (DELP, 1995; DELP &
LAUGHLIN, 1997). Além disso, o treinamento fisico
aerébio nao modificou significativamente a expressao
e atividade da enzima antioxidante SOD.
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O treinamento fisico aerébio ¢ um modelo utilizado
para se estudar as diversas adaptacbes vasculares, que
ocorrem tanto no mbito da defesa antioxidante como
da biosintese de 6xido nitrico vascular. Entretanto, nao
estd completamente esclarecido os mecanismos pelos
quais o TF propicia os diversos beneficios vasculares.
Por exemplo, periodos breves de treinamento fisico
(trés semanas) sao capazes de aumentar a expressao da
enzima eNOS, enquanto periodos mais longos nao
provocam a mesma adaptagio (GREEN, MAIORANA,
ODriscoLL & TAYLOR, 2004). O aumento da eNOS
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parece ser temporal, isto ¢, adaptagdes bioquimicas
ocorrem precocemente enquanto adaptagdes
morfolégicas (remodelamento vascular com
aumento do calibre arterial) ocorrem mais
tardiamente (GREEN et al., 2004).

Em conjunto, estes resultados sugerem que a
melhora da responsividade vasodilatadora adrtica ao
treinamento fisico pode ser especifica a alguns leitos
vasculares e ocorrer de maneira temporal, sendo
necessdrio o estudo em outros leitos vasculares bem
como diferentes periodos de treinamento fisico.

Adicionalmente, o aumento da biosintese do NO
também parece ocorrer de modo diferente em cada
leito vascular. Por exemplo, LAUGHLIN, PoLLock,
AMANN, HotLis, WoobmaN e PrICE (2001) observa-
ram que os incrementos na expressao da enzima eNOS
a0 longo da drvore arterial de porcos submetidos ao
treinamento fisico ocorre de maneira nao uniforme.
Assim, ¢ possivel que outros leitos vasculares, nio in-
vestigados no presente estudo, possam ter sofrido adap-
tacoes diferentes das observadas na aorta.

De qualquer forma, o aumento da expresso da
enzima eNOS e a nao melhora da resposta
vasodilatadora adrtica 2 ACh, observada no presente
estudo, pode estar relacionada 2 magnitude do au-
mento da eNOS, o qual pode nao ter sido suficien-
te para incrementar a vasodilatagdo adrtica. Uma
possivel explanagio para este resultado pode estar
relacionado ao fato dos animais sedentdrios apre-
sentarem resposta vasodilatadora normal, dificul-
tando o efeito de incremento da fungio vascular.

O aumento da defesa antioxidante vascular tem
sido um fenémeno frequentemente relatado em
espécies animais submetidas ao treinamento fisico
aerébio (RusH, Turk & LAUGHLIN, 2003). Entre-
tanto, este aumento parece ser especifico a algumas
isoformas. Por exemplo, Fukar etal. (2000), observa-
ram em camundongos, que o treinamento fisico
aerébio foi capaz de aumentar a expressao da isoforma
extracelular da enzima superéxido dismutase (EC-
SOD), mas nio de sua isoforma intracelular conten-
do cobre e zinco (SOD-1). Portanto, uma limita¢io
do presente estudo ¢ nao ter analisado este efeito em
outras isoformas desta enzima, o que nao ocorreu de-
vido a falta de material para andlise.

Os mecanismos pelos quais o treinamento fisico
aumenta a expressio da eNOS e a capacidade de
defesa antioxidante vascular nao sao completamente
esclarecidos. No entanto, o “shear stress” é um fa-
tor que modifica a expressao da SOD e da eNOS.
A este respeito, a duragio e a intensidade (aumento
do fluxo sangiiineo) que os vasos sangiiineos sio
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expostos pode modificar a expressio destas duas
enzimas diferentemente. Por exemplo, em vasos iso-
lados, tanto a enzima eNOS quanto a SOD aumen-
tam as suas expressoes quando submetidas a estimulos
de fluxo elevado (“shear stress” elevado). Assim, para
que ocorra um aumento da expressao da SOD ¢ ne-
cessdrio uma duragao do estimulo duas vezes maior
aquela capaz de ativar a eNOS (WooDMAN, MULLER,
RusH, LAUGHLIN & PRrICE, 1999).

Portanto, é possivel que a moderada intensidade
e a duragio das sessoes de treinamento fisico utili-
zadas no presente estudo tenham sido suficientes
para aumentar a expressao da eNOS, e insuficien-
tes para aumentar a atividade e expressao da SOD.
Estudos de Powers et al. (1993), demonstraram
que ¢ necessdrio uma intensidade elevada de trei-
namento fisico para induzir aumento da SOD no
miocdrdio de rato. De modo semelhante, GRAHAM
e RusH (2001) n3o observaram aumento da SOD-
1 ¢ SOD-2 com o treinamento fisico em aorta de
ratos. Deste modo, ¢é razodvel supor que para ocor-
rer melhora da atividade da SOD adrtica com o
treinamento em intensidade moderada, este preci-
sa ter maior duragio das sessoes didrias e/ou maior
periodo (semanas) de treinamento.

O presente estudo demonstrou, também, que o
TF provocou uma diminui¢io da sensibilidade
aértica ao NPS (doador de éxido nitrico). De ma-
neira semelhante, GRaHaM e RusH (2001) também
observaram uma significante diminuigao da sensi-
bilidade vascular ao NPS em ratos submetidos ao
treinamento fisico. No entanto, a menor sensibili-
dade adrtica ao NPS, observada no presente estu-
do, nio parece ser devido a uma diminui¢do da
fun¢io do musculo liso vascular, uma vez que os
ratos treinados atingiram 100% de relaxamento ao
NPS. Além disso, dados ainda nao publicados pelo
laboratério, demonstraram que o TF aumentou a con-
centragdo adrtica de nitrato, indicando um aumento
da produgio endotelial de nitrato. Deste modo, pare-
ce que uma maior disponibilidade endégena de NO
basal repercute em uma menor sensibilidade a0 NO
exégeno. Entretanto, os mecanismos para esta adap-
tagdo precisam ser melhor esclarecidos.

Em suma, o treinamento fisico aerébio foi capaz
de alterar um dos mecanismos envolvidos na
bioatividade do 6xido nitrico, marcadamente o
aumento da expressio da eNOS. Entretanto, esta
modifica¢io nao levou a melhora da responsividade
vasodilatadora aértica estimulada pela acetilcolina e
provocou menor sensibilidade ao NPS (doador de NO
exdgeno).
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Abstract
Effects of aerobic exercise training upon nitric oxide bioactivity and aorta vasodilatation

Aerobic training (AT) is an important way to improve endothelial function. However, it is not completely
understood how the blood vessels adapt themselves to the AT. Therefore, the aim of this study was to
investigate exercise training-induced adaptations on the nitric oxide (NO) production, antioxidant defense
and aorta vasodilatation in normotensive rats. The rats were subjected to an AT protocol (treadmill,
~55% Max Veloc., 5 bouts/week, 60 min/bout, 11 wks). After the AT, it was examined in vitro vasomotor
function to acetylcholine (ACh) and sodium nitroprusside (SNP), and biochemical analysis in the aorta.
Aerobic training significantly increased (P < 0.05) by 62% the expression of the endothelial nitric oxide
synthase (eNOS). However, ET did not modify the relaxation response and sensitivity to ACh. In contrast,
AT significantly reduced aortic sensitivity to SNP (-8.26 + 0.081 vs. -7.79 + 0.099 Log [M], Sed vs. AT,
respectively, P < 0.001). These results demonstrate that aerobic AT was able to modify one important
mechanism related to the NO bioactivity, which is the increase of eNOS expression. However, this
response did not contribute to improve of the aortic vasodilatation response to acetylcholine and
decreased the sensitivity to SNP.

Uniterms: Exercise training; Endothelial function; Aortic relaxation; Nitric oxide; Superoxide dismutase.
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