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Oxido nitrico (NO) exerce influéncias muito importantes em varios
processos fisiologicos. Neste trabalho avaliamos a produgdo de
NO sanguineo em ratos Wistar, submetidos ao nado aerdbio e
anaerobio agudos. A formagdo do oxido nitrico foi verificada
através da dosagem dos produtos de oxida¢do estaveis do
metabolismo do oxido nitrico (nitratos). Para isso utilizamos o
método colorimétrico de Griess. Verificamos a existéncia de uma
diferenca significativa (p = 0,000261) na produc¢ao de oxido nitrico
entre a realizacdo do nado aerobio e o anaerobio, na qual o aerobio
mostrou-se mais eficiente na promog¢do de niveis mais elevados.
O exercicio aerobio agudo com durag¢do de no minimo 10 minutos
mostrou-se mais eficaz no quesito producdo de NO em relagdo ao
exercicio de 5 minutos. A positiva relagdo observada entre o
exercicio aerobio e a forma¢do de NO pode ajudar a explicar os
efeitos benéficos do exercicio na saude cardiovascular. Sabemos
que a prdtica de exercicio aerobio e sua dura¢do aumentam a
biodisponibilidade de NO, o qual é considerado importante
regulador fisiologico da pressdo arterial.
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INTRODUCAO

O gas simples, 6xido nitrico (NO), controla uma va-
riedade de processos bioldgicos complexos, incluindo a
homeostase da pressdo sangiiinea, agregagao plaquetaria e
transmissao de sinais pelo sistema nervoso, sendo também,
importante para a func¢ao do sistema imune, desempenhan-
do papel chave na atividade de macrofagos e defesas celula-
res contra patogenos microbianos (Durner ez a/, 1999). Um
aspecto marcante desta molécula ¢ a sua capacidade de ser
benéfica ou potencialmente toxica dependendo da concentra-
¢do ou depuracao tecidual (Flora Filho, Zilberstein, 2000).

Virias pesquisas afirmam que o exercicio fisico esta
associado a estimulacdo da producdo de NO (Higashi,
Yoshizumi, 2004; Jungersten et al., 1997; Croix et al.,
1999). Estudos experimentais em animais ¢ humanos tém su-
gerido que aumentos na produgao de 6xido nitrico podem
contribuir para a hipotensdo observada apds exercicio
aerobico (Halliwill et al., 2000; Jungersten et al., 1997). Da
mesma forma, observou-se aumento drastico da pressao
arterial (PA) em modelos animais submetidos a inibigao da
producdo endogena de 6xido nitrico (Nava, Luscher, 1995).

No presente estudo, procurou-se comparar os niveis
de 6xido nitrico plasmatico de ratos Wistar submetidos ao
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exercicio fisico aerobio e anaerdbio. Apesar das limitagdes
deste estudo experimental com animais, pretendemos con-
tribuir com as discussodes sobre o tipo de atividade fisica
mais eficiente para a elevagdo dos niveis plasmaticos de
oxido nitrico, visando a selecdo de programas de treina-
mento mais adequados nas situagdes fisiopatologicas ou
mesmo para a manutencao de vida saudavel.

MATERIAL E METODOS
Animais

Para o desenvolvimento deste estudo foram utilizados
25 ratos machos adultos (aproximadamente 90 - 100 dias)
Wistar (Rattus novergicus albinus, Wistar). Os animais
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal
de Goias (UFG) foram mantidos no Laboratorio de
Neurobiologia do Departamento de Morfologia do Instituto
de Ciéncias Biologicas da UFG. Foram alojados em gaio-
las coletivas (com trés ratos por gaiola) a temperatura
ambiente de 25 °C e obedecendo a um fotoperiodo de
12 horas claro / 12 horas escuro, recebendo ra¢ao comer-
cial Labina / Purina® e agua Milli Q (ultra-pura) a vontade.
O projeto desenvolvido foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa Médica Humana e Animal do Hospital das Cli-
nicas da UFG (protocolo CEPMHA/HC/UFG n° 103/04).
Foram formados cinco blocos, constituidos cada um

por cinco animais, os quais foram submetidos aos cinco
tratamentos distintos, como segue:
Blocos — Grupo Controle, Repouso (GC);

Exercicio Aerobio Agudo no estagio um (EAA);

Exercicio Aerdbio Agudo no estagio dois (EAA.);

Exercicio Aerobio Agudo no estagio trés (EAA.);

Exercicio Anaerobio Agudo (EAnA).

Exercicios fisicos agudos

Com excegao do GC, os animais dos demais grupos
foram submetidos a sistema de natacdo, no qual a piscina
utilizada tinha como medidas 60 cm de profundidade e 50
cm de didmetro, com agua aquecida por sistema de resis-
téncia elétricaa 31 +2° C.

Os animais (exceto GC) passaram por um periodo de
adaptagao ao meio liquido que consistia em deixar os ani-
mais durante 60 minutos diarios por duas semanas, em
contato com aguarasa. Esta fase de adaptagao foi realizada
para evitar a ocorréncia de estresse intenso, advindo do
medo natural que os animais tém normalmente de agua e de
profundidade (Harri, Kuusela, 1986).

Apos a adaptagdo, todos os animais foram pesados.
A base da cauda de cada rato do grupo EAA  foiatado um

V.G.F.C. D’Avila, N.B. Sousa Janior, F.B. Sousa, L.A. Guillo

peso (chumbos) que correspondia a 1% de seus pesos cor-
porais. Estes animais se exercitaram com a carga por 5
minutos. Em seguida, foi retirada uma aliquota de sangue
para a dosagem de lactato e de nitrato sanguineos. No es-
tagio EAA2, os animais nadaram com a mesma carga de
1% de seus pesos corporais durante 10 minutos, sendo re-
tirada uma aliquota de sangue para dosagem de nitrato e
lactato. No estdgio EAA3, o nado era realizado com a
mesma carga de 1% do peso corporal durante 20 minutos
e nova retirada de sangue foi executada para dosagem de
nitrato e lactato. A metodologia para o nado aerébio agu-
do foi esquematizada a partir de estudos ja realizados por
outros autores (Dos Santos, De Mello, 2003; Afonso et al.,
2003; Voltarelli et al., 2004; Voltarelli et al., 2002; Gobatto
etal.,2001; Prada et al., 2004).

Os animais do grupo EAnA executaram o nado de
forma progressiva, no qual as cargas variavam em escala
de 1% do peso corporal de cada animal, iniciando-se com
2% e aumentando-se até 8% do peso corporal. O tempo de
duragao total do exercicio foi de 27 minutos, sendo a dura-
¢do do nado com cada carga de trés minutos com pausa de
um minuto entre as séries para troca dos pesos (Dos San-
tos, De Mello, 2003). Logo em seguida, foi retirada uma
aliquota sanguinea para subseqiiente dosagem da concen-
tragdo de lactato e nitrato.

Obtencao do material biolégico

Aliquotas de sangue dos ratos dos grupos GC,
EAnA, EAA |, EAA, e EAA, foram retiradas através de
puncao intra-cardiaca, utilizando-se agulhas Nipro® (30/
7), seringas BD® (5 mL) e tubos coletores estéreis Vacuum
I1® (10 mL), sem heparina.

Imediatamente ap6s a coleta, o sangue foi
centrifugado a 3000 rpm por 2 minutos € o soro transferi-
do para tubos eppendorf previamente lavados com agua
Milli-Q e autoclavados. Para desproteinizacao da amostra,
utilizou-se mistura de metanol e éter (3:1, v/v), adicionada
em quantidades iguais ao volume de soro sangiiineo, segun-
do Guevara et al. (1998), com algumas modifica¢des. A
solucdo foi mantida a temperatura ambiente por 10 minu-
tos e logo apos este periodo foi centrifugada por 10 minu-
tosa 10.000 rpm a 4 °C. O sobrenadante obtido deste pro-
cedimento foi armazenado em tubos eppendorf a tem-
peratura de 4 °C, para analise de nitrato plasmatico.

A aliquota de sangue necessaria para a dosagem do
lactato dos animais dos grupos EAnA ¢ EAA , EAA e
EAA, foi obtida através de corte na regido distal da cauda
de cada rato, coletando-se quantidade suficiente para pre-
encher a regido da fita teste (amarela) do analisador de
lactato Accutrend® Lactate (Roche Diagnostica Brasil).
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Dosagem de nitrato plasmatico

A partir de adaptacdo na metodologia para a dosa-
gem de Nitrato (Miranda et al., 2001), no presente estudo
o procedimento consistiu da adi¢do em tubos eppendorf
(1,5 mL) de 200 pL de soro sangiiineo desproteinizado,
100 uL de VCI, (cloreto de vanadio III), 150 pL de
Sulfanilamida 2% e 50 uL de NEED 0,1% (naftil-
etilenodiamino Dihidrocloridrico 0,1%). Sendo assim, os
tubos foram homogeneizados em vortex por 10 segundos,
centrifugados por 60 segundos a 10.000 rpm e em seguida
incubados em banho-maria a temperatura de 37 °C por
60 minutos. Logo apds nova homogeneizacao e centrifu-
gacdo durante 60 segundos em 12.000 rpm, transferiu-se
300 pL de cada amostra para uma placa de 96 pogos para
leitura da absorbancia a 540 nm em espectrofotometro,
ELx 800 Universal Microplate Reader (Bio-TEK
Instruments, San Diego, USA).

Curva padrao de nitrato de sédio

As solucdes padrao de nitrato de sodio foram prepa-
radas a partir de solucao-estoque de 0,05 pmol/L. As con-
centragdes iniciais abrangiam a faixa de 50 umol/L a 500
pmol/L (5 solugdes). O preparo destas solucdes foi reali-
zado em fluxo laminar e utilizaram-se materiais previamen-
te lavados com agua Milli-Q e autoclavados.

A curva padrao de nitrato de sodio foi construida a
partir da adi¢do de 20 uL de cada solug@o padrdo prepara-
daa 180 uL de agua Milli-Q. Logo em seguida, adicionou-
se 100 puL de cloreto de vanadio e 200 puL. de uma mistura
de sulfanilamida e naftiletilenodiamino. O procedimento foi
realizado em tubos Eppendorf (1,5 uL), sempre mantidos
em gelo. A leitura das amostras sanguineas era sempre re-
alizada em conjunto com as solugdes-padrao.

Dosagem de lactato sanguineo

Para a dosagem do lactato sanguineo, utilizamos o
aparelho Accutrend® Lactate cuja tira teste possui uma
zona de teste contendo reagentes de detecgao.

Andlise estatistica

Os dados sdo apresentados através da média + desvio
padrio de cinco animais em cada bloco ou treinamento. Para
comparacao dos resultados obtidos, através de Delineamento
em Blocos Casualizados, usamos o método de Analise de
Variancia (ANOVA) e, posteriormente, o teste de signi-
ficancia Fisher’s Least Significant Difference (LSD/Fisher).
Utilizou-se o software STATISTICA versao 6.0 para anali-
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sar os valores de lactato e nitrato sangiiineos encontrados nos
grupos GC, EAA1, EAA2, EAA3 e EAnA.

RESULTADOS
Lactato sangiiineo

Observam-se, na Tabela I, os valores da predominan-
cia metabolica obtidos dos animais submetidos aos trata-
mentos EAA1; EAA2; EAA3. As respectivas médias fo-
ram: 3,56 mmol/L + 0,67, 4,28 mmol/L £ 0,24 ¢
4,86 mmol/L +0,93. Estas se mantiveram abaixo do limi-
ar anaerobio de 7,17 £0,16 mmo/L descrito por outros au-
tores para esses animais (Voltarelli ef al., 2002). Observa-
mos que a média obtida a partir dos valores do grupo EAnA
foi de 9,2 £ 0,43 mmol/L, superou o valor do limiar
anaerobio.

TABELA I - Efeito dos diferentes tratamentos nos niveis de
lactato sangiiineo. A concentracao de lactato sanguineo foi
determinada imediatamente apos a realizagdo dos exercicios
aos quais os ratos foram submetidos: EAAT (exercicio
aerobio agudo por 5 minutos); EAA2 (exercicio aerdbio
agudo por 10 minutos); EEA3 (exercicio aerobio agudo por
20 minutos) e EAnA (exercicio anaerobio) e GC (sedentario,
grupo controle). A analise ANOVA demonstrou que os
tratamentos diferem significativamente entre si (p <0,0001)

Blocosde EAAIl EAA2 EAA3 EAnA
Animais (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)  (mmol/L)
1° 2,8 4,4 6,2 9,4

2° 3,9 4,6 4,8 9,1

3° 4,5 4,0 4,1 8,5

40 3,1 43 3,9 9,4

5° 3.5 4,1 5,3 9,6
Média +

Desvio 3,56 +0,67 4,28+0,24 486+0,93 9,2+0,43

Padrao

A dosagem deste metabodlito foi realizada para con-
firmar a intensidade real em que cada animal estava se
exercitando. Concentracdes abaixo ou acima do limiar
caracterizam o exercicio como aerobio e anaerdbio, respec-
tivamente, validando nossa abordagem experimental.

Nitrato de sddio sangiiineo
Com a construgdo da curva-padrdo, obtivemos o

coeficiente de regressdo e a equagao da reta, a qual nos
permitiu determinar a concentracdo de NO em pmol/L a
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TABELA Il - Efeito dos diferentes tratamentos nos niveis plasmaticos de nitrato. A concentragdo de nitrato/nitrito
plasmatico foi determinada segundo metodologia descrita em Material e Métodos, apds a realizagao dos exercicios aos
quais os ratos foram submetidos: GC (grupo controle, repouso); EAA1 (exercicio aerobio agudo por 5 minutos); EAA2
(exercicio aerobio agudo por 10 minutos); EEA3 (exercicio aerdbio agudo por 20 minutos) e EAnA (exercicio anaerobio).

A analise ANOVA demonstrou que os tratamentos diferem significativamente entre si (p = 0,000261)

Blocos de Animais GC EAAL1 EAA2 EAA3 EAnA
(umol/L) (umol/L) (umol/L) (umol/L) (umol/L)

1° 4,12 8,04 15,35 15 7,38

2° 3,48 8,52 10,25 13,06 3,83

3° 4,48 6,14 14,4 8,93 4,48

4° 4,71 6 8,42 8,98 9,53

5° 3,22 8,26 7,86 9,21 3,88

Média + Desvio Padrio 4,00 + 0,64 739+1,22 11,26 = 3,44 11,04 +2,82 5,82 +2,54

partir das absorbancias obtidas. Na Tabela II, estdo dispos- DISCUSSAO

tos os valores destas concentragoes.

Conforme observamos na Tabela 11, os tratamentos
diferem significativamente entre si e ap6s a aplicagdo do
teste de significancia LSD / Fisher observamos aumento
significativo (p= 0,028915; p=0,0001; p= 0,000136 ) na
produgao de nitrato sanguineo em ratos que foram subme-
tidos aos exercicios aerdbios agudos (EAA1, EAA2 e
EAA3, respectivamente) em comparagao aos animais que
permaneceram em repouso (GC) (ver Tabela I1I).

TABELA Il — Valores de p obtidos apds aplicacao do Teste
de significancia LSD/Fisher aos resultados obtidos na
Tabela I1. * Diferenca significativa (p < 0,05)

EAA1 EAA2 EAA3 EAnA
GC 0,028915* 0,000100* 0,000136* 0,216362
EAA1 0,014660* 0,020146*
EAA2 0,878173

Também pudemos observar que ndo houve diferenca
significativa (p =0,216362) entre os valores de nitrato en-
contrados nos animais sedentérios (GC) e os valores obti-
dos pelos ratos que se exercitaram anaerobiamente
(EAnA). Da mesma forma, nao houve diferenca significa-
tiva (p=0,878173) entre os valores de nitrato encontrados
no sangue dos animais que realizaram exercicios aerobios
agudos, no estagio 2 e no estagio 3.

Por outro lado, observamos uma elevagao significa-
tiva nos valores de nitrato no sangue dos ratos submetidos
aos exercicios aerobios agudos no estagio 2 e 3 em relacao
aos valores encontrados nos animais submetidos ao exer-
cicio aerobio agudo no estagio 1 (p = 0,014660 ¢
p =0,020146, respectivamente).

O o6xido nitrico ¢ uma molécula importante para o
controle metabolico durante o exercicio, pois uma defici-
éncia na sua producdo, particularmente pelo sistema
vascular endotelial, contribui para as limitagdes no treina-
mento fisico associadas as doencas cardiovasculares
(Kingwell, 2000).

Analisando-se os niveis de 0xido nitrico encontrados
nos grupos EAA1 (5 min), EAA2 (10 min) e EAA3
(20 min), observamos que os animais que realizaram o
nado durante 10 minutos e 20 minutos apresentaram niveis
significativamente mais elevados de NO em comparagao
aos valores obtidos pelos ratos que nadaram por 5 minutos.
No entanto, ndo encontramos diferenca significativa entre
0 nado com duragdo de 10 min e o nado de 20 min. Em
humanos, observa-se que a duragao do exercicio influencia
amagnitude da hipotensdo pos-exercicio, sendo que o exer-
cicio fisico de maior duragao provoca hipotensao pds-exer-
cicio maior e mais prolongada do que o exercicio de curta
duracdo (Forjaz et al., 1998). Nossos resultados com ani-
mais mostraram claramente a elevagdo dos niveis
plasmaticos de 6xido nitrico ap6s uma sessdo de 10 ou
20 min de nado aerobio.

Estudos epidemioldgicos tém consistentemente revela-
do relagdo inversa entre atividade fisica (ou exercicio) ¢ a
hipertensao arterial (PA), ou seja, o treinamento fisico reduz
significativamente a PA em pacientes com hipertensao arte-
rial sistémica (Lesniak, Dubbert, 2001). A alteracdo na fun-
¢do endotelial mediada pela redugdo da biodisponibilidade de
NO esté associada a hipertensao e a pratica do exercicio
aerobio tem demonstrado melhora na fun¢ao endotelial em
modelos animais hipertensos e em pacientes humanos com
hipertensao essencial (Higashi, Yoshizumi, 2004). Em ape-
nas uma sessao de exercicio aerobio verificou-se a promo-
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cdo de efeito hipotensor em pacientes hipertensos (Rondon
et al., 2002; Taylor-Tolbert et al., 2000). Sendo assim, o
treinamento fisico aerébio tem sido recomendado no trata-
mento da hipertensao arterial por promover esta importan-
te queda na PA (Forjaz et al., 2003).

Em nossos dados, ndo encontramos diferenga signi-
ficativa entre os niveis de NO de animais que realizaram
exercicio anaerébio agudo (EAnA) e os niveis encontrados
nos ratos que foram mantidos sedentarios (GC). Possivel-
mente esta producdo de NO, equivalente a valores basais,
seja um dos fatores pelo qual o exercicio anaerdbio nao €
usualmente recomendado a hipertensos.

Os exercicios anaerdbios apresentam efeitos
cardiovasculares diferentes em funcao de sua intensida-
de. Assim, os exercicios de baixa intensidade que promo-
vem melhorias na Resisténcia Muscular Localizada
(RML), causam aumentos modestos da pressdo durante
sua execugdo, promovendo pequena queda da pressao
arterial em hipertensos em longo prazo. Por outro lado,
exercicios anaerobios de alta intensidade, que visam a
melhora da for¢a/hipertrofia muscular, promovem au-
mento da pressao arterial durante sua execucao, podendo
intensificar aneurismas cerebrais preexistentes, que sao
mais comuns em hipertensos. Sendo assim, os exercicios
anaerdbios de alta intensidade devem ser evitados em vir-
tude da auséncia do efeito hipotensor em longo prazo e do
risco potencial durante a execugao desse exercicio (Forjaz
et al., 2003).

Com base nos dados coletados neste trabalho, veri-
ficamos que existe diferenca significativa na produgdo de
oxido nitrico entre a realizacdo do nado aerdbio e o
anaerobio, na qual o aerdbio mostrou-se mais eficiente na
promocao de niveis mais elevados de 6xido nitrico. Verifi-
camos também que a duragdo total do treinamento
anaerdbio (27 minutos) foi adequada para o estabelecimen-
to da condicdo anaerobica. Tendo em vista que o papel do
NO na redugdo da pressdo arterial durante exercicios
anaerobios em humanos ainda ndo esta completamente
resolvido, os resultados aqui encontrados sobre a produgao
de 6xido nitrico em anaerobiose, contribuem para a com-
preensdo da importancia de exercicios fisicos adequados
em humanos. Além disso, a utilizagao de metodologia ade-
quada ao se utilizar animais ¢ de suma importancia, uma
vez que questdes sobre esquemas ideais de treinamento ou
mesmo a duragdo dos beneficios em humanos ainda perma-
necem sem resposta.

A positiva relagao observada entre o exercicio fisi-
co aerdbio e a formagao de 6xido nitrico plasmatico em
ratos, pode ajudar a explicar os efeitos benéficos do exer-
cicio na saude cardiovascular. Segundo Kingwell (2000),
a pratica do exercicio fisico em individuos com risco
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cardiovascular elevado aumenta a biodisponibilidade de
NO. Assim, pode ser sugerido as pessoas portadoras de
hipertensao arterial que optem pela pratica de exercicios
aerdbios, tanto agudos quanto cronicos, adotando-os
como conduta ndo-farmacoldgica no tratamento da hiper-
tensdo arterial. Vale lembrar, portanto, que a duracdo da
sessdo tem influéncia sobre o efeito hipotensor pos-exer-
cicio, dai a necessidade do acompanhamento por profis-
sional da area.

ABSTRACT

Evaluation of the production of nitric oxide in mice,
submitted to aerobic and anaerobic exercises

Nitric Oxide (NO) exerts important influences in several
physiological processes. In this work we evaluated the
production of sanguine NO in Wistar rats, submitted to the
acute aerobic and anaerobic exercises. The formation of
nitric oxide was verified through the dosage of the end
products of oxidation of the metabolism of nitric oxide
(nitrates). For this we used the colorimetric Griess
method. We verified the existence of a significant
difference (p = 0.000261) in the production of NO among
the accomplishment of the aerobic swimming and the
anaerobic, where the aerobic was shown more efficient in
the promotion of higher levels. The acute aerobic exercise
with duration of at least 10 minutes was shown more
effective in the requirement production of NO in relation
to the 5 minutes exercise. The positive relationship
observed between the aerobic exercise and the formation
of NO can help to explain the beneficial effects of the
exercise in the cardiovascular health. We know that the
practice of aerobic exercise and your duration increases
the biodisponibility of NO, which is an important
physiologic regulator of the blood pressure.

UNITERMS: Sodium nitrate. Griess Reaction. Physical
exercises/experimental study. Arterial hypertension.
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