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Resumo

Fundamento: O éxido nitrico (NO) desempenha um papel importante na regulacao da pressao arterial (PA), atuando
diretamente na resisténcia vascular periférica por meio da vasodilatacao. O treinamento fisico (via eNOS/NO) e a
ingestao de nitrito foram considerados os principais estimulos para o aumento do NO.

Objetivo: No presente estudo, examinamos os efeitos da administracao oral de nitrito e do treinamento com exercicios
aerdbicos sobre a PA e rigidez arterial de ratos Wistar.

Métodos: Trinta e nove (39) ratos Wistar machos jovens foram divididos nos seguintes grupos (n=9 ou 10 por grupo):
Sedentario-Controle (SC), Sedentario-Nitrito (SN), Treinado-Controle (TC) e Treinado-Nitrito (TN). Eles foram submetidos
a treinamento fisico aerébico em esteiras por 8 semanas (50-60% da capacidade fisica, 1h/dia, 5 dias/semana) ou
mantidos sedentarios. Nos tltimos 6 dias de treinamento, nitrito foi administrado oralmente (15 mg/Kg por gavagem).
A PA, arigidez arterial e as concentracées plasmaticas e teciduais de nitrito foram avaliadas apés o treinamento e o
periodo de administracao oral de nitrito. O nivel de significancia foi definido como p < 0,05.

Resultados: A administracao oral de nitrito foi eficaz na reducao dos valores de rigidez arterial (TN, -23%; e SN, -15%).
Ambos os grupos que tiveram apenas um tipo de intervencao apresentaram PA sistélica menor em comparacao com o
controle (TC vs. SC, -14,23; e SN vs. SC, - 12,46).

Conclusao: Assim, concluimos que a administracao oral de curta duracao (6 dias), associada a um programa de
treinamento fisico aerébico promovem diversos beneficios hemodinamicos em ratos Wistar machos, como melhorias
na rigidez arterial e na PA. Essas respostas sugerem que o treinamento fisico e a suplementacao de nitrito de sédio
podem ser alternativas satisfatérias para a prevencao e tratamento da hipertensao.

Palavras-chave: Oxido Nitrico; Nitritos; Exercicio Fisico; Andlise de Onda de Pulso; Hipertensao.

Abstract

Background: Nitric Oxide (NO) plays an important role in blood pressure (BP) regulation, acting directly on peripheral vascular resistance
through vasodilation. Physical training (via eNOS/NO) and intake of nitrite have been considered major stimuli to increase NO.

Objective: We examined the effects of oral nitrite administration and aerobic exercise training on BP and arterial stiffness in Wistar rats.
Methods: Thirty-nine (39) young male Wistar rats were divided into the following groups (n = 9 or 10 per group): Sedentary-Control (SO),
Sedentary-Nitrite (SN), Trained-Control (TC), and Trained-Nitrite (TN). They were submitted to aerobic physical training on treadmills for 8 weeks
(50-60% of physical capacity, Th/day, 5 days/week) or kept sedentary. In the last 6 days of training, oral nitrite was administered (15 mg/Kg by
gavage). BP arterial stiffness, and plasma and tissue nitrite concentrations were assessed after the training and oral nitrite administration period.
The significant level was defined as p < 0.05.

Correspondéncia: Thiago Pereira Souza

UNESP Campus de Bauru - Departamento de Educagdo Fisica - Av. Eng. Luis Edmundo Carrijo Coube, 2085. CEP 17033-360, Bauru, SP - Brasil
E-mail: thiago.pereira@unesp.br

Artigo recebido em 12/11/2023, revisado em 02/08/2024, aceito em 16/10/2024

Editor responsével pela revisao: Marina Okoshi

DOI: https://doi.org/10.36660/abc.20230783

Arq Bras Cardiol. 2024; 121(12):e20230783


https://orcid.org/0000-0002-5411-5095
https://orcid.org/0000-0002-5445-429X
https://orcid.org/0000-0002-9945-9633
thiago.pereira@unesp.br
https://doi.org/10.36660/abc.20230783

Souza et al.
Exercicios e Administracao Oral de Curto Prazo

Artigo Original

Results: Oral administration of nitrite was effective in reducing arterial stiffness values (TN, -23%, and SN, -15%). Both groups that had only one
type of intervention showed lower systolic BP compared with control (TC vs. SC, -14.23; and SN vs. SC, - 12.46).

Conclusion: We conclude that short-term oral administration for 6 days and an aerobic physical training program promote several hemodynamic
benefits in male Wistar rats, such as improvements in arterial stiffness and BP. These responses suggest that physical training and sodium nitrite
supplementation can be alternatives for the prevention and treatment of hypertension.

fole}
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Treinados e Sedentarios

Figura Central: A Administracédo Oral de Nitrito a Curto Prazo Diminui a Rigidez Arterial em Ratos Wistar
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Introducao

A literatura cientifica afirma que a pressao arterial (PA) deve
estar proxima de 110-115 mmHg para pressao arterial sistdlica
(PAS) e 70-75 mmHg para pressao arterial diast6lica em
individuos saudaveis. Valores acima destes estao relacionados
a uma alta incidéncia de eventos cardiovasculares e
mortalidade, como acidente vascular encefélico, infarto
agudo do miocardio, entre outros."* Miiltiplos fatores estao
envolvidos na regulagao da PA, incluindo a rigidez arterial,
que é caracterizada pela perda de complacéncia das paredes
arteriais.>® Atualmente, devido as suas consequéncias, ela tem
sido associada como um preditor de risco de mortalidade
cardiovascular, mesmo na populagdo em geral,”® uma vez
que artérias mais rigidas promovem um suprimento sanguineo
menos eficiente através dos vasos para os tecidos e 6rgaos,
colocando demandas crescentes sobre o coragao.’

Por outro lado, o treinamento fisico é recomendado para
neutralizar esses efeitos, prevenindo a HT, diminuindo o tonus
simpatico, melhorando a resisténcia vascular periférica e a
rigidez arterial."™"> O exercicio fisico é capaz de melhorar
muitos mecanismos relacionados a regulagao dos niveis
de PA, como a produgao de 6xido nitrico (NO) e sua
biodisponibilidade.’*'>

Considerado um potente vasodilatador, o NO pode ser
produzido por meio de duas vias metabélicas principais: a)
via eNOS/NO, a produgao de NO via eNOS ocorre a partir da
clivagem da L-arginina em NO e L-citrulina. No treinamento

de exercicios aerébicos, isso ocorre por meio de estimulagao
fisica devido ao aumento do débito cardiaco e consequente
promogao de estresse de cisalhamento sobre as células
endoteliais vasculares.’ Essa via recebe grande influéncia do
treinamento fisico;'”'® e b) Via Nitrato/Nitrito/NO, na qual a
concentragao de NO é aumentada por meio da administragao
oral de nitrito (NO, ) e nitrato (NO, )."**" Inicialmente, o nitrito
ingerido é convertido em NO sob as condigdes acidas do
estdbmago, enquanto o restante entra na circulagao sanguinea.
Nos tecidos, o nitrito restante é ainda mais reduzido sob as
condigbes de pH baixo e hipéxia por proteinas redutase,
convertendo nitrito em NO, sendo considerado uma boa
fonte de NO independente da eNOS.?'23

Conforme mencionado anteriormente, a pratica de
exercicio fisico e a ingestdao de nitrato e nitrito sdo
considerados grandes estimulos para o aumento da
concentragao de NO. No geral, independentemente da fonte
de producao (vias eNOS/NO/GMPc ou Nitrato/Nitrito/NO),
0 NO desempenha um papel importante no controle da PA,
atuando diretamente sobre a resisténcia vascular periférica
por meio da vasodilatagdo.?* Entretanto, ainda ndo estd claro
quais seriam os efeitos da combinagao das duas intervengoes
no aumento da concentragao de NO e seu impacto sobre a
rigidez arterial.

Portanto, o objetivo deste estudo foi verificar os efeitos
da administragao oral de nitrito e do treinamento com
exercicios aerdbicos sobre a PA e a rigidez arterial de ratos
Wistar. No presente estudo, levantamos a hipétese de que a
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administragdo oral de nitrito, associada ao treinamento fisico,
promove efeitos adicionais na regulagao da PA e na rigidez
arterial do que intervengdes isoladas.

Métodos

Animais

Quarenta ratos Wistar (8 semanas de idade/machos/250-
300g) foram obtidos do Biotério do Hospital das Clinicas
da Faculdade Estadual de Medicina de Sao Paulo (UNESP-
Botucatu, SP, Brasil). Os animais foram alojados no Biotério da
UNESP-Faculdade de Ciéncias (Bauru, SP, Brasil), em gaiolas
de até cinco animais, em ciclo claro/escuro de 12 horas e
temperatura controlada (22 °C). Todos os procedimentos
foram aprovados pelo Comité de Etica para Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Estadual Paulista, Bauru, Brasil
(protocolo n.2 003/2018).

Grupos experimentais, treinamento fisico e tratamento
farmacolagico

Inicialmente, todos os animais passaram por um periodo
de adaptacdo de 10 dias em esteira rolante (5-10 m/min,
5 minutos), sendo submetidos ao teste de capacidade
maxima (Tmax), que consiste em correr em esteira rolante
progressiva com incrementos de 5 m/min a cada 3 minutos,
até a exaustao, conforme descrito anteriormente. O Tmax foi
repetido no final da 42 semana, com o objetivo de ajustar a
velocidade para manter a intensidade do treinamento, e ao
final do protocolo experimental, para verificar os efeitos do
treinamento na capacidade fisica.?>?* Apds os testes iniciais,
todos os ratos foram separados em quatro grupos com peso
corporal, velocidade da onda de pulso e valores basais de
desempenho do Tméax semelhantes. Entdo, esses grupos
foram selecionados aleatoriamente para compor os seguintes
grupos (n = 9 ou 10 por grupo): (1) Sedentario-Controle (SC),
(2) Sedentério-Nitrito (SN), (3) Treinado-Controle (TC) e (4)
Treinado-Nitrito (TN). O método de randomizacgao escolhido
foi a randomizacao simples. O tamanho da amostra foi
baseado em estudos anteriores presentes.??® Os grupos de
treinamento realizaram treinamento fisico aerébico em esteira
ergométrica (Inbramed, Millenium, Brasil), com intensidade
moderada, a 50-60% do Tmax, durante Th/dia, 5 dias por
semana, por 8 semanas, enquanto os grupos sem exercicios
exercitados permaneceram sedentarios. Nos Gltimos 6 dias
de treinamento, o nitrito foi administrado.

Nitrito de sédio (15 mg/kg de peso corporal - Dinamica®)
ou veiculo (dgua) foram administrados por gavagem uma hora
antes do treinamento fisico (as 9h). A concentracao de nitrito
de sédio foi determinada em conformidade com a literatura,
que demonstra os efeitos anti-hipertensivos e antioxidantes
do composto.?*3!

Velocidade da onda de pulso (VOP)

O método da velocidade da onda de pulso (VOP) tem
sido amplamente utilizado para a avaliagao da rigidez arterial,
sendo considerado o padrao ouro para a complacéncia
arterial >
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Para avaliar a VOP, os animais foram anestesiados com
cloridrato de cetamina e xilazina (50 mg/kg e 10 mg/kg,
respectivamente, IP) e colocados em decibito ventral
sobre uma mesa aquecida. Dois sensores pOpet ® (Axelife
SAS, Saint Nicolas de Redon, Franga) foram colocados no
membro anterior e posterior direito. A distancia percorrida
(D, m) estimou a distancia entre as duas sondas e o tempo
de transito (TT, ms), medido pelo software pOpet 1.0, foram
usados para calcular a VOP pela seguinte férmula: VOP(m/s)
= D(m)/TT(s). Este método teve como objetivo avaliar a
rigidez arterial, tendo recentemente demonstrado boa
validacdo.*> A média de dez medigdes foi considerada como
resultado. Esta avaliacdo ocorreu em dois momentos, no
inicio do experimento e ao final do periodo de treinamento
fisico e tratamento.

Avaliacao nao invasiva da pressao arterial

O sistema de pletismografia de manguito de cauda
foi usado para determinar a PA indireta (PanLab LE5001,
Barcelona, Espanha). Todos os animais foram adaptados por
5 dias ao tubo cilindrico de acrilico, que os manteve em
repouso. Os animais foram mantidos em tubo cilindrico de
acrilico, pré-aquecido (37 °C), para promover a vasodilatagao
da artéria caudal, e entdo aguardaram por 5-10 minutos
para garantir que estivessem em repouso. O manguito foi
colocado na porcao proximal da cauda e conectado ao
esfigmomandmetro para inflar. A medida foi analisada pelo
transdutor de pressao (IITC Inc. Life Science - MRBP-r). A
avaliagao ocorreu 1 hora apéds a Gltima ingestao de nitrito e
a média de cinco medidas (intervalo de 1T minuto entre elas)
foi considerada como resultado.

Procedimentos de eutanasia

Os animais foram eutanasiados por excesso de
anestésicos, com cloridrato de xilazina (ANASEDAN®,
40mg/kg) e cloridrato de cetamina (DOPALEN®, 160mg/
kg), VETEBRANDS Brasil (proporgao 1:1, 0,7mg/100g de
peso corporal), e entdo, decapitados. A eutanasia ocorreu
2 horas ap6s a Ultima ingestao de nitrito. Plasma, musculo
cardiaco, tibial anterior e mdsculo séleo foram coletados
dos animais.

Medicao das concentracgoes de nitrito no plasma e tecidos

O plasma, o tecido cardiaco e muscular (~125 mg)
foram homogeneizados em um tampao de fosfato. Apds a
centrifugagdo, a solugao contendo os tecidos ou aliquotas
de plasma foi analisada em duplicata para concentragbes de
nitrito usando o método de quimioluminescéncia redutiva
baseado em ozodnio e posteriormente avaliada por um
analisador de NO de quimioluminescéncia em fase gasosa
(analisador Sievers Modelo 280 NO; Boulder, CO, EUA),
conforme descrito anteriormente.?3

Analise estatistica

Estatisticas descritivas sdo apresentadas como média
+ desvio padrao (DP). O teste de Shapiro-Wilk foi usado
para testar a distribuicdo normal dos dados. Uma ANOVA
bidirecional foi usada para identificar diferengas estatisticas na
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PAS e nas concentragbes plasmaticas, musculares e cardiacas
de nitrito entre os grupos (SC, SN, TC e TN). Na presenca de
interagoes, foi utilizado o teste post hoc de Tukey, e o nivel
significativo foi definido como p < 0,05.

Para comparagao PRE e POS na VOP dentro dos grupos
(SC, SN, TC e TN), uma ANOVA de medidas repetidas
foi adotada. Os dados foram analisados usando o pacote
estatistico SigmaPlot 12.0 (Systac Software, Inc., San Jose,
CA, EUA).

Resultados

Na imagem central, apresentamos os principais resultados
do nosso estudo. Todos os grupos apresentaram resultados
semelhantes para VOP no inicio do estudo, demonstrando a
homogeneidade dos grupos nesse aspecto. Ambos os grupos
tratados apresentaram valores de VOP mais baixos em
comparagao com os grupos nao tratados (-19% SN vs. SC;
-24% TN vs. TC). A Figura 1 também mostra a comparagao
entre os momentos pré e pés-intervencdo. Nao foram
encontradas diferencas significativas para os grupos SC e
TC para VOP. No entanto, os grupos TN (-23%) e SN (-15%)
apresentaram redugdes significativas na VOP ap6s o periodo
de treinamento ou tratamento.

AFigura 2 apresenta menor PAS em SN e TC em comparagao
com o grupo SC. Essa diferenga chegou a 12,46 mmHg para
o grupo SN (p=<0,001) e 14,23 mmHg para o grupo TC
(p=<0,001). No entanto, a combinacao de treinamento fisico
e administracao oral de nitrito ndo apresentou beneficios
adicionais aqueles encontrados isoladamente.

A Figura 3 apresenta as concentrac¢des de nitrito nos
diferentes tecidos. E possivel observar que ambos os grupos
tratados (SN e TN) apresentaram valores maiores em
comparagao com os grupos nao tratados (SC e TC) no plasma
(Figura 3A), coracao (Figura 3B) e musculo séleo (Figura 3C),
exceto para o musculo tibial anterior (Figura 3D).

Nao foi encontrada diferenca estatistica entre os grupos SC
e TC para a concentragao plasmética de nitrito. No entanto,

o tratamento com nitrito induziu um aumento no grupo SN
(p=0,006) e no grupo TN (p=<0,001) em comparagao com
seus respectivos grupos de controle.

A magnitude do aumento na concentragdo de nitrito
no musculo cardfaco e esquelético (séleo) foi menor em
comparagao com a concentragao plasmatica de nitrito, no
entanto, a mesma tendéncia foi encontrada. Nao foi encontrada
diferenga entre os grupos SC e TC para concentragao cardiaca
de nitrito. No entanto, o tratamento com nitrito induziu um
aumento no grupo SN (aproximadamente quatro vezes) e no
grupo TN (aproximadamente oito vezes) em comparagao com
seus respectivos grupos de controle.

Para o tecido muscular, nenhuma diferenca foi encontrada
entre os grupos SC e TC na concentracao de nitrito do séleo
e na concentracao de nitrito dos tibiais anteriores. Além
disso, os grupos tratados (SN e TN) mostraram diferencas
em relacdo aos seus respectivos controles no musculo
s6leo (ambos de aproximadamente quatro vezes). No
entanto, no musculo tibial anterior, apenas o grupo SN
mostrou uma diferenca em comparacao com o seu controle
(aproximadamente trés vezes).

Discussao

O objetivo deste estudo foi verificar o efeito da administracao
oral de nitrito sobre a PA e a rigidez arterial em ratos
treinados e sedentarios. Resumidamente, nossos resultados
demonstraram que a administragao oral de nitrito por um
curto periodo (6 dias) foi relacionada a uma reducao de 15%
e 22,1% na VOP, nos grupos SN e TN, respectivamente, em
comparagao com 0s grupos que nao receberam tratamento
farmacolégico.

A rigidez arterial tem sido extensivamente estudada em
modelos animais experimentais,**323* sendo considerada um
importante preditor de risco cardiovascular na populagao em
geral.” Embora o grupo que realizou apenas treinamento fisico
nao tenha apresentado redugao da VOP, existem evidéncias na
literatura de que o exercicio fisico promove beneficios sobre a
rigidez arterial. Em uma revisdo sistemdtica de Lopes et al.,*

i = SC
== SN
7 4 b il @ TC
E é% éfy = TN
1 1
® L

Figura 1 - Velocidade da onda de pulso (VOP) antes (pré) e depois (pos),
em SC (Sedentério-Controle, n=10), SN (Sedentério-Nitrito, n=10), TC
(Treinado-Controle, n=10) e TN (Treinado-Nitrito, n=9). *Diferengas estatisticas
vs. controle respectivo e - (SN vs. SC, p=0,003; e TN vs. TC, p=<0,001); #
diferencgas estatisticas entre PRE e POS-intervengéo - (TN, p=0,007; SN,
0,011); nivel de significancia p<0,05.
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Figura 2 - Valores de presséo arterial sistdlica (PAS) em SC (Sedentario-
Controle, n=10), SN (Sedentario-Nitrito, n=10), TC (Treinado-Controle, n=10)
e TN (Treinado-Nitrito, n=9). *Diferengas estatisticas, TC vs. SC, p=<0,001;
SN vs. SC, p=<0,001; nivel de significancia p<0,05.
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Figura 3 - Concentragdes de nitrito no plasma nitrito (A), coragdo (B), musculo séleo (C) e musculo esquelético tibial anterior (D) em SC (Sedentario-Controle,
n=10), SN (Sedentario-Nitrito, n=10), TC (Treinado-Controle, n=10) e TN (Treinado-Nitrito, n=9). *Diferengas estatisticas, Plasma - SN vs. SC, p=0,006;
TN vs. TC, p=<0,001; Coragdo — SN vs. SC, p=0,002; TN vs. TC, p=<0,001; Séleo — SN vs. SC, p=0,005; TN vs. TC, p=0,003; Tibial Anterior — SN vs. SC, p=0,019;

nivel de significancia p<0,05.

foi demonstrado que o treinamento aerébico, o treinamento
combinado e o treinamento resistido podem promover
reducao da VOP em pacientes hipertensos.

A concentragao de nitrito foi maior em ambos os grupos
que receberam suplementagao oral de nitrito, um resultado
esperado devido ao desenho do estudo. No entanto, esses
resultados podem contribuir para melhorias no endotélio
vascular e para melhorias na biodisponibilidade de NO. Como
consequéncia, contribui para os efeitos anti-hipertensivos.'
Foi demonstrado que a suplementagao com nitrito protege
o endotélio vascular da atividade antioxidante, reduzindo/
inibindo a atividade da NADPH oxidase e da xantina
oxidorredutase (XOR) em animais,***” o que nao foi avaliado
por este estudo. A inibicao da atividade da NADPH oxidase
é um mecanismo importante, pois trata-se da fonte mais
proeminente de espécies reativas de oxigénio (ERO) e funciona
age por meio da inativacdo do NO.>** Ling et al."® também
demonstraram que a administracao oral de nitrito promove
mudangas positivas na expressao da NADPH oxidase.

Além disso, a administragido oral de nitrito também se
mostrou eficaz no aumento das concentragdes de nitrito
no plasma e em outros tecidos (musculo cardiaco e séleo),
com valores mais altos encontrados nos grupos tratados em
comparagdo com os grupos controle. Esses resultados estdo
de acordo com a literatura, que relata que a suplementagao
de nitrito aumenta as concentragdes de nitrito no plasma e em
outros tecidos.'®3%4! Por outro lado, no mdsculo tibial anterior,
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apenas o grupo sedentdrio que recebeu tratamento apresentou
altos valores de concentragao de nitrito. Ressalta-se ainda que
a literatura tem demonstrado alteracoes nas concentracoes
plasméticas e teciduais de nitrito ao longo do tempo apds a
administracao oral.? Pinheiro et al. observaram que o aumento
das concentragdes de nitrito no plasma iniciou-se 15 minutos
apds o tratamento, permanecendo por até 4 horas; e no mdsculo
cardiaco e esquelético, as concentragdes permaneceram altas
até 2 horas apés o tratamento, demonstrando assim a relagao
entre concentragao e tempo de tratamento. Sendo assim, essa
relagao confirma nossa hipétese de que a administragao oral
de nitrito de sédio pode ser uma alternativa satisfatéria para
aumentar as concentracoes de nitrito e, consequentemente,
possivelmente a biodisponibilidade de NO.

De acordo com os resultados da PA, ambas as intervencoes
realizadas isoladamente, seja o treinamento fisico ou
farmacoldgico, apresentaram redugao da PAS em comparagao
com o grupo sedentdrio e ndo tratado. Embora muitos estudos
tenham demonstrado que o treinamento de exercicios
aerdbicos nao reduz os niveis de PA em animais Wistar.***3 Em
nosso estudo, embora os animais utilizados neste estudo tenham
sido considerados normotensos (a linhagem dos animais era
normotensa), € possivel observar que os valores de PAS estavam
em torno de 140 mmHg no grupo SC, o que apresentou valores
de PA alterados. Sendo assim, o tratamento com nitrito ou
treinamento fisico foram suficientes para normalizar os valores
de PA. Uma possivel explicagdo para esses resultados é o
aumento da producao e concentragao de NO, a diminuigao
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da concentracao de EROs, o aumento do fator de crescimento
endotelial vascular, que sdo responsaveis pela ativacao do
mecanismo de angiogénese, redugao da produgao de Ang-Il e
menor atividade simpatica.'%*>4+% Além disso, a suplementagao
de nitrito demonstrou beneficios no relaxamento vascular,*” e
melhorias na fungao e remodelacao cardiaca.*®

As limitagoes deste estudo incluem o curto periodo de
tratamento com nitrito, o que requer mais estudos para
verificar a resposta a longo prazo. Os niveis de PAS dos animais
estavam préximos de 140 mmHg, um valor considerado
alterado para animais Wistar e, ainda assim, sé conseguimos
avaliar a PA no final do protocolo. Sendo assim, nao podemos
afirmar que o treinamento fisico e o tratamento reduziram a
PAS ao longo do programa.

Conclusao

Em resumo, a administragao oral de curta duracao (6 dias)
ou um programa de treinamento fisico aerébico promovem
diversos beneficios hemodinamicos em ratos Wistar machos,
como melhorias na rigidez arterial e na PA. Essas respostas
sugerem que o treinamento fisico e a suplementagao de nitrito
de sédio podem ser alternativas satisfatérias para a prevengao
e tratamento da hipertensao.
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