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O Bloqueio da Sintese do Oxido Nitrico Promove Aumento da
Hipertrofia e da Fibrose Cardiaca em Ratos Submetidos a
Treinamento Aerobio

Nitric Oxide Synthesis Blockade Increases Hypertrophy and Cardiac Fibrosis in Rats Submitted to Aerobic
Training
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Resumo
Objetivo: O presente estudo avaliou as adaptacgoes teciduais cardiacas em ratos submetidos a treinamento aerébio,
ap6s o bloqueio da sintese de 6xido nitrico (NO).

Métodos: Os animais (n = 48) foram divididos em quatro grupos: sedentarios (grupo CONTROLE), hipertensos ap6s
administracao de Ng-nitro-L-arginina metil éster durante sete dias (grupo L-NAME), treinados por meio de natagao
durante oito semanas (grupo TREINADO) e treinados e tratados com L-NAME na tltima semana (grupo TREINADO L-
NAME). Em todos os animais foi registrada a pressao arterial (PA) e realizada a avaliacaio morfométrica cardiaca.

Resultados: Os grupos L-NAME e TREINADO L-NAME apresentaram-se hipertensos em relacao aos demais (p < 0,05),
porém a elevacao da PA no grupo TREINADO L-NAME foi significativamente menor em relacao ao L-NAME (p < 0,05).
Os grupos TREINADO e TREINADO L-NAME apresentaram indice de peso cardiaco maior que os grupos CONTROLE
e L-NAME (p < 0,05). Também apresentaram maiores indices de drea cardiaca macroscépica e de fibrose cardiaca
em relacao aos demais (p < 0,05) e, quando comparados, o grupo TREINADO L-NAME mostrou-se significativamente
superior (p < 0,05).

Conclusao: O bloqueio a curto prazo da sintese de NO, em animais sedentarios, induziu hipertensdao, sem no entanto
causar hipertrofia cardiaca. Nos animais treinados, a inibicao da sintese de NO atenuou a hipertensao e promoveu
hipertrofia cardiaca com aumento expressivo da fibrose miocardica, sugerindo importante papel do NO nas adaptacoes
teciduais cardiacas induzidas pelo treinamento fisico aerébio. (Arq Bras Cardiol 2007;89(2):99-104)
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Summary
Objective: The objective of the present study was to evaluate cardiac tissue adaptations in rats submitted to aerobic training after nitric oxide
(NO) synthesis blockade.

Methods: The animals (n=48) were divided into four groups: sedentary (CONTROL group); hypertensive after administration of NG-nitro-L-
arginine methyl ester for 7 days (L-NAME Group); trained for 8 weeks through swimming exercises (TRAINED Group);trained and treated with
L-NAME during the last week (I-NAME TRAINED Croup). All the animals were submitted to the experiment procedures for blood pressure (BP)
readings and cardiac morphometric evaluation.

Results: In comparison to the other groups, the L-NAME and L-NAME TRAINED groups were hypertensive (p<0.05); however, BP elevation in
the L-NAME TRAINED group was significantly lower than the L-NAME group (p<0.05). The heart weight indexes for the TRAINED and [-NAME
TRAINED groups were higher than the CONTROL and L-NAME groups (p<0.05). Also they had presented higher rates of macroscopic cardiac
area and cardiac fibrosis in relation to the rest (p<0.05); comparisons revealed that the values for the L-NAME TRAINED group were significantly
higher (p<0.05) than the others.

Conclusion: Short term NO synthesis blockade in sedentary animals induced hypertension but did not cause cardiac hypertrophy. In the trained
animals, the inhibition of NO synthesis attenuated hypertension, induced cardiac hypertrophy and significantly increased myocardial fibrosis,
indicating that NO plays an important role in cardiac tissue adaptations caused by aerobic exercise. (Arq Bras Cardiol 2007;89(2):88-93)
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Introducao

A descoberta de fatores endégenos derivados do endotélio,
em especial o 6xido nitrico (NO)', iniciou um novo capitulo na
compreensao dos mecanismos das doencas cardiovasculares
e dos métodos de prevencao e tratamento.

O NO, além de sua potente agdo vasodilatadora,
promove outros importantes efeitos vasculares, renais e
cardiacos, incluindo a acdo antiagregante plaquetaria, a
modulagao do ritmo de filtragao glomerular e o efeito sobre
os remodelamentos vascular e cardiaco??. Por sua vez, a
diminuicao endégena da producao do NO esta relacionada
a redugao da vasodilatacdo endotélio-dependente em
pacientes com hipertensao, hipercolesterolemia, diabete ou
arteriosclerose®.

Com relagao ao remodelamento cardiaco, o NO parece ser
um importante fator endégeno na modulagao do crescimento
hipertréfico, tanto de modo indireto, por meio de seu efeito
hipotensivo, via dilatagdo arterial periférica, promovendo
diminuigdo da pds-carga, como pela dilatagdo do sistema
venoso, diminuindo a pré-carga®*. Adicionalmente, outros
estudos demonstraram que o NO também participaria do
remodelamento cardiaco por meio mais direto, uma vez
que sua diminuicdo promoveria alteragoes morfolégicas
significativas, como focos de necrose, aumento da fibrose,
apoptose, diminuicao da angiogénese cardiaca e conseqiente
hipertrofia patolégica’™"'. Entretanto, os efeitos da inibicao
tanto aguda como cronica da sintese de NO com andlogos
da L-arginina, como Ng-monometil-L-arginina (L-NMMA) ou
Ng-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), que resultam em
consequente elevagao da pressdo arterial (PA), apresentam
dados controversos na literatura no que se refere ao
desenvolvimento de hipertrofia cardiaca?*'2".

Por outro lado, o exercicio fisico aerébio tem sido muito
utilizado como terapia anti-hipertensiva, com o objetivo de
atenuar os efeitos dos fatores de risco cardiovascular. Além
disso, tem sido demonstrado que o exercicio fisico aerdbio,
além de promover importantes alteragdes no controle
autondmico cardiocirculatério'™', também promoveria
adaptagbdes teciduais, principalmente cardiacas'?'. Essas
adaptagoes seriam caracterizadas por hipertrofia cardiaca
excéntrica (adicdo de sarcbmeros em série), melhorando a
fungao de ejegao, o que promoveria aumento da expectativa
de vida e prevengdo de eventos cardiacos. Apesar de
diversos mecanismos terem sido apontados para explicar
tais adaptagoes, a eventual participagdo do NO nessa
modalidade de hipertrofia miocardica fisiolégica decorrente
do treinamento fisico foi pouco investigada.

Dessa forma, este estudo, baseando-se nas afirmacgoes
descritas anteriormente, teve por objetivo avaliar os
efeitos do bloqueio a curto prazo da sintese do NO sobre
as adaptagdes teciduais cardiacas em ratos submetidos a
treinamento fisico aerébio.

Métodos

Todos os procedimentos experimentais envolvidos na
pesquisa em questio foram aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentagdo Animal da Faculdade de Medicina de
Ribeirao Preto/USP.

Animais - Ratos Wistar machos (120 g a 150 g) foram
separados em caixas individuais com temperatura controlada
(21°C) e ciclo claro/escuro de 12 horas. Os animais foram
tratados com racgdo e dgua ad libitum por trés dias antes do
inicio do procedimento experimental.

Grupos experimentais - Os animais foram divididos em
quatro grupos experimentais: 1) grupo de ratos normotensos
tratados com ragao e agua ad libitum durante oito semanas
(grupo CONTROLE; n = 12); 2) grupo de ratos tratados com
racdo e 4gua ad libitum durante oito semanas e com L-NAME
dissolvido na agua de beber (70 mg/kg) na dltima semana
(grupo L-NAME; n = 12); 3) grupo de ratos treinados por meio
de natagao durante oito semanas (grupo TREINADO; n = 12)
e 4) grupo de ratos treinados por meio de natagao durante
oito semanas e tratados na tltima semana com L-NAME (grupo
TREINADO L-NAME; n = 12).

Treinamento fisico - O treinamento fisico foi realizado
durante oito semanas por meio de natacao em aquario de
vidro (100 cm de comprimento, 80 ¢cm de largura e 80 cm
de altura) com 4dgua preaquecida a temperatura de 30°C. O
treinamento era precedido por duas semanas de adaptagao
ao exercicio na agua, ou seja, o tempo inicial de adaptagao ao
treinamento foi de 10 minutos, aumentando nesse periodo até
atingir 45 minutos. O treinamento aerébio, apds a adaptagao,
foi realizado em subgrupos de quatro animais durante uma
hora por dia, seis dias por semana. Os grupos de animais
nao-treinados foram submetidos ao estresse da dgua por dois
minutos durante o mesmo periodo dos treinados.

Protocolo experimental - No sexto dia da dltima semana,
os animais foram submetidos a cirurgia, sob anestesia de
tribromoetanol (250 mg/kg, i.p.), com implante de canula
na artéria femoral para monitorizagao da PA. Apés a cirurgia,
os animais permaneceram 24 horas em recuperagao
sob o mesmo tratamento. O registro da PA em animais
acordados foi realizado durante 30 minutos por meio do
acoplamento de canula arterial a um transdutor de pressao
(ADInstruments — MLT0380), que enviava o sinal a um
amplificador (ADInstruments — ML110), o qual fornecia o
sinal para um sistema computadorizado de aquisicao de
dados (ADInstruments — PowerLab 8/30). Apds registro da PA,
os animais foram sacrificados e os coracoes foram retirados,
fotografados e fixados em formaldeido (10%). Morfometria
macroscépica foi realizada por meio do software Image ]
(NIH, 2004), seguindo o manual de operagao disponivel
eletronicamente?. A seguir, os coragdes foram seccionados
transversalmente em duas regides, ambas com 3 mm de
espessura: a primeira, na altura da insercdo da veia cava
inferior no atrio direito; e a segunda, no terco médio do
ventriculo esquerdo. Apds as secgbes, os dois fragmentos
obtidos foram processados para rotina de inclusao em
parafina. Os métodos histoquimicos utilizados foram:
coloragoes da hematoxilina-eosina (HE), para mensuragao
da espessura do ventriculo esquerdo, e Picro-sirius, para
quantificagao das areas de fibrose cardiaca. Apds coloragao
por HE e Picro-sirius, a espessura do ventriculo esquerdo,
bem como a area de fibrose miocardica, foram quantificadas
por meio de cdmara de video acoplada ao microscépio de
luz comum, que enviava as imagens do microscépio a um
sistema analisador de imagens (KS 300 Kontron-Zeiss®). Esse
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sistema é constituido, basicamente, por um microscépio
de luz acoplado a uma camara de video em cores, a um
monitor de video de alta definicdo, e a uma unidade de
processamento com placa para captura de video. A espessura
do ventriculo esquerdo de cada caso foi estimada fazendo-se
quatro medigoes distribuidas uniformemente pela drea visivel
no video, abrangendo os lados direito, esquerdo, superior e
inferior do corte transversal do ventriculo esquerdo sobre
a lamina. A lamina foi colocada em uma posicao antes do
condensador e foi utilizada objetiva com aumento de cinco
vezes para essas medidas. Um valor médio de espessura do
ventriculo esquerdo foi calculado para cada caso a partir
dos quatro valores de espessura medida nas quatro posi¢oes
distintas marcadas sobre o corte transversal do ventriculo
esquerdo. Para quantificacdo da fibrose cardfaca foi utilizado o
método do célculo da média acumulada, estimando o niimero
de campos representativos. Em cada caso foram quantificados
oito campos. Para o calculo da fibrose foi determinada a
média aritmética dos oito campos. Utilizou-se um microscopio
de luz comum e um filtro polarizador para que as dreas de
fibrose estivessem evidenciadas pela coloragdo Picro-sirius e
quantificadas morfometricamente.

Andlise estatistica - Os resultados foram apresentados
como médias = erros padrdo das médias (EPM). Para a
andlise estatistica, foi elaborada uma planilha eletronica
e as informagbes foram analisadas por meio do programa
eletronico Sigma-Stat®, versdao 2.03. A andlise das varidveis
normais homocedasticas foi feita utilizando-se a analise de
variancia ANOVA associada ao teste post-hoc de Tukey. Foram
consideradas estatisticamente significantes as diferengas em
que p era menor que 5% (p < 0,05).

Resultados

Os grupos L-NAME e TREINADO L-NAME apresentaram-se
hipertensos em relagao aos grupos CONTROLE e TREINADO.
Quando os grupos hipertensos foram comparados, o grupo
L-NAME apresentou-se significativamente mais hipertenso
que o grupo TREINADO L-NAME (p < 0,05). Quanto a
frequiéncia cardiaca (FC), o grupo L-NAME apresentou-se
taquicardico em relagao aos demais (p < 0,05). Por outro lado,
os grupos TREINADO e TREINADO L-NAME apresentaram-
se bradicardicos em relagdo ao grupo CONTROLE (p <
0,001). Quando comparados, o grupo TREINADO L-NAME
apresentou bradicardia mais intensa que o grupo TREINADO
(p < 0,05). Esses dados estao apresentados, de forma
resumida, na tabela 1.

A figura 1 apresenta os parametros morfométricos

cardiacos em todos os grupos estudados. A figura 1A
representa o indice de peso cardiaco (mg/g) de todos os
grupos, demonstrando que os grupos TREINADO (3,57
+ 0,04 mg/g) e TREINADO L-NAME (3,79 + 0,08 mg/g)
apresentaram aumento em relagdo aos grupos CONTROLE
(3,2 + 0,04 mg/g) e L-NAME (3,29 + 0,04 mg/g) (p < 0,05).
A figura 1A também demonstra que o grupo TREINADO
L-NAME apresentou indice de peso cardiaco superior ao
do grupo TREINADO (p < 0,05). Na figura 1B verifica-
se que nao houve diferenga entre os grupos estudados
quanto a espessura da parede do ventriculo esquerdo. A
figura 1C, por sua vez, demonstra que na anélise da area
macroscopica cardiaca nao foram observadas alteragoes
entre os grupos CONTROLE (1,20 = 0,05 mm?) e L-NAME
(1,14 = 0,03 mm?), embora os grupos TREINADO (1,49
+ 0,03 mm?) e TREINADO L-NAME (1,66 = 0,03 mm?)
tenham diferido dos anteriores e entre si (p < 0,05), tendo
o grupo TREINADO L-NAME apresentado os maiores
valores. A figura 1D representa a andlise do porcentual de
fibrose cardiaca por drea em todos os grupos estudados,
demonstrando que os grupos TREINADO (0,71 = 0,07%)
e TREINADO L-NAME (0,86 + 0,03%) apresentaram maior
porcentual de fibrose em relagao aos grupos CONTROLE
(0,56 + 0,03%) e L-NAME (0,60 + 0,05%) (p < 0,05), e
que, quando comparados, o grupo TREINADO L-NAME
também apresentou o maior porcentual (p < 0,05). A figura 2
apresenta um corte histolégico representativo de cada grupo
estudado e evidencia o aumento da fibrose encontrada nos
grupos TREINADO e TREINADO L-NAME.

Discussao

O bloqueio da sintese do NO com L-NAME em ratos
nao-treinados promoveu hipertensao arterial, porém nao foi
observada qualquer alteragdo morfométrica visivel no tecido
cardiaco comparativamente ao grupo de normotensos nao-
treinados. Por outro lado, o treinamento fisico aerébio, por
meio da natacao, atenuou a hipertensao arterial induzida pelo
L-NAME na (ltima semana de treinamento. Adicionalmente,
o bloqueio da sintese do NO durante sete dias, em ratos
submetidos a treinamento aerébio, induziu alteracoes
morfométricas cardiacas significativas.

Ao que tudo indica, a atenuagado da hipertensao arterial
no grupo treinado e tratado na Gltima semana com L-NAME
evidencia o efeito preventivo do exercicio fisico na evolugao
desse modelo de hipertensao arterial experimental. Entretanto,
com o presente estudo nao é possivel apontar o mecanismo
responsavel pela atenuagdo da hipertensao. Por sua vez,

Tabela 1 - Parametros hemodinamicos basais

. Controle
Treinado = 12)
Pressao arterial média (mmHg) 99 + 4
Freqtiéncia cardiaca (bpm) 348 £ 5

L-Name Treinado Treinado L-Name
(n=12) (n=12) (n=12)
103 £ 2 130 = 5%+ 168 + 3*+t
401 = 11* 316 = 6% 291 + 7%+

Valores representam a média + erros padrao das médias (EPM) para os grupos: CONTROLE, L-NAME (Ng-nitro-L-arginina metil éster), TREINADO e TREINADO
L-NAME. * p < 0,05 em relagao ao grupo CONTROLE; + p < 0,05 em relagao ao grupo L-NAME; t p < 0,05 em relagao ao grupo TREINADO.
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Fig. 1 - Valores representam a média + erros padrao das médias (EPM). A) indice de peso cardiaco; B) Espessura do ventriculo esquerdo; C) Area macroscépica cardiaca;
D) Fibrose cardiaca. * p < 0,05 em relagdo ao grupo CONTROLE; + p < 0,05 em relagdo ao grupo L-NAME; + p < 0,05 em relagao ao grupo TREINADO.
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Fig. 2 - Corte histoldgico representativo de cada grupo estudado, evidenciando a fibrose cardiaca pela coloracao por Picro-sirius por meio de um filtro polarizador
acoplado ao microscépio de luz. A) CONTROLE; B) L-NAME; C) TREINADO; D) TREINADO L-NAME.
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diversos estudos que demonstraram a importancia da atividade
fisica como prevengado e tratamento da hipertensao arterial
apontaram alguns mecanismos que poderiam contribuir para
a atenuagdo da PA, tanto em animais experimentais como
em humanos. Entre os mecanismos apontados, a diminuigao
da atividade simpatica tanto cardiaca como vascular
associada a diminuicao da resisténcia vascular periférica
parecem envolvidas'®?324. Qutros estudos demonstraram
que o treinamento fisico promoveria diminuicao da PA, por
meio da queda do débito cardiaco, além de diminuicao
das catecolaminas séricas e do estresse oxidativo??’.
Adicionalmente, também parece ocorrer melhora da funcao
vasodilatadora endotelial e alteracoes do sistema renina-
angiotensina-aldosterona-32.

Quanto a auséncia de hipertrofia cardfaca, em ratos
nao-treinados e submetidos a hipertensao experimental
por meio do tratamento com L-NAME, é possivel que o
tempo de inibigdo da sintese do NO por sete dias nao
seja suficiente para induzir hipertrofia. Diversos autores
demonstraram a existéncia de hipertrofia cardfaca
promovida pelo bloqueio crénico da sintese do NO em
estudos com mais de quatro semanas de tratamento,
embora com doses didrias de L-NAME menores que a
utilizada neste estudo®*. Por outro lado, o presente estudo
se propos a investigar o comportamento da PA e das
alteragbes morfométricas cardiacas em animais submetidos
a protocolo prévio de treinamento aerébio, cujo objetivo
maior foi avaliar a capacidade do treinamento prévio
em atenuar essas possiveis alteragdes, portanto de forma
preventiva. O fato relevante deste estudo foi observar que,
embora ndo tenha sido evidenciada no animal sedentério
hipertenso, a hipertrofia cardiaca esteve presente nos
grupos de animais submetidos a treinamento aerébio
prévio durante oito semanas. Os dois grupos apresentaram,
aparentemente, hipertrofia excéntrica, uma vez que nao foi
observada diferenca na espessura do ventriculo entre todos
os grupos estudados associada a aumento da area-macro
dos grupos treinados. Esse tipo de hipertrofia cardiaca,
denominado hipertrofia fisiolégica, é consequéncia do
remodelamento induzido pelo exercicio, principalmente
o aerébio, decorrendo de adaptagoes mecanicas, como
o estiramento da parede ventricular pela sobrecarga de
volume promovida pelo aumento do retorno venoso. Tal
estiramento induz o cardiomiécito a adicionar sarcomeros
em série, aumentando, dessa forma, a forca contratil**. Por
outro lado, a hipertrofia cardiaca concéntrica, presente em
condigoes patoldgicas como a hipertensao arterial, decorre
da adigao de sarcomeros em paralelo, porém com grande
proliferagdo de fibroblastos e conseqiiente aumento da
matriz extracelular (fibrose), da apoptose e da necrose
tecidual. Esse conjunto de eventos, conseqlientemente,
leva a faléncia cardfaca®***.

Embora neste estudo nao tenha sido observada hipertrofia
concéntrica, caracteristica do estado hipertensivo, foi
evidenciado grande aumento da fibrose no grupo TREINADO
L-NAME, demonstrando importante papel do NO no
remodelamento cardfaco induzido pelo exercicio. Também
foi observado aumento, embora em menor grau, da fibrose
cardiaca no grupo TREINADO, porém sabe-se que esse
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aumento é comum, uma vez que resulta da hipertrofia
fisiolégica conseqliente ao aumento proporcional de
todos os constituintes teciduais, ou seja, tecido contratil
(cardiomidcito) e tecido nado-contratil (tecido conjuntivo e
matriz extracelular)®.

O aumento considerdvel da formacao de fibrose
apresentado no grupo TREINADO L-NAME parece refletir
o importante papel do NO no remodelamento cardiaco
induzido pelo exercicio fisico. Alguns autores demonstraram
que a hipertrofia patolégica induzida pelo permanente estado
hipertensivo é decorrente da acao de fatores humorais,
principalmente a angiotensina [I°°. A cascata intracelular
de eventos, induzida por esses fatores, parece promover,
entre outros efeitos, aumento da fibrose cardiaca, elevagao
consideravel da apoptose de cardiomiécitos, depressao
contrdtil e disfuncao cardiaca em resposta a 8-estimulagao,
evoluindo progressivamente para cardiomiopatia letal>’=. O
NO, nessas condigbes, tem o papel de impedir ou atenuar
a hipertrofia miocérdica, a proliferagao de fibroblastos
cardiacos e a apoptose do cardiomidcito. Esse efeito parece
depender da producao e da liberagdo de bradicinina via
receptor AT,R da angiotensina Il, levando a formacao do NO
(bradicinina/NO-dependente), contrapondo a hipertrofia
patoldgica induzida pela ativagdao do receptor AT1'". Por
outro lado, embora o mecanismo ainda ndo tenha sido
elucidado, o NO também estd envolvido no processo
da angiogénese, o que explicaria o aumento da fibrose
cardfaca observada no grupo TREINADO L-NAME*. O
exercicio, de forma geral, induz a angiogénese em diversos
tecidos, quando estimulados. No musculo cardiaco nao é
diferente, e o aumento da demanda induzida pelo exercicio
promove o aumento da angiogénese intramiocardica'.
Como a produgao do NO estava bloqueada pelo L-NAME,
é possivel que a fibrose encontrada resulte da diminuicao
do processo de angiogénese decorrente da diminuigao da
vascularizagao dos cardiomidcitos. Entretanto, mais estudos
serdao necessarios para esclarecer os mecanismos pelos quais
o NO atuaria no processo da angiogénese em condigoes
patoldgicas e no exercicio.

Conclusao

O bloqueio a curto prazo da sintese do NO com L-NAME
causou grave hipertensao, mas nao promoveu hipertrofia
cardiaca nos animais sedentdrios nao-treinados. Em ratos
submetidos a treinamento fisico aerébio prévio, a inibicao
da sintese de NO acarretou menor elevagdo da PA, porém
associada a aumento expressivo da hipertrofia cardiaca
e da fibrose miocardica. Tais achados, possivelmente,
sugerem um importante papel do NO no remodelamento
cardiaco observado na hipertrofia cardfaca fisiolégica do
treinamento fisico.
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