EFEITOS DOS DIFERENTES TEMPOS DE INiCIO DE TREINAMENTO
FISICO APOS O INFARTO DO MIOCARDIO SOBRE A FUNCAO
CARDIACA E O REMODELAMENTO VENTRICULAR ESQUERDO EM

RATAS OVARIECTOMIZADAS

Erick Roberto Goncgalves Claudio

TESE DE DOUTORADO EM CIENCIAS FISIOLOGICAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FISIOLOGICAS
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO

VITORIA-ES, MAIO DE 2017.



ERICK ROBERTO GONCALVES CLAUDIO

EFEITOS DOS DIFERENTES TEMPOS DE INiCIO DE TREINAMENTO
FISICO APOS O INFARTO DO MIOCARDIO SOBRE A FUNCAO
CARDIACA E O REMODELAMENTO VENTRICULAR ESQUERDO EM

RATAS OVARIECTOMIZADAS

Tese apresentada ao Programa de PoOs-
Graduagdo em Ciéncias Fisiologicas do
Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Espirito Santo,
como requisito parcial para obtencdo do
titulo de Doutor em Ciéncias Fisioldgicas.

Orientadora: Prof2. Dr2. Glaucia Rodrigues
de Abreu

VITORIA
2017



Claudio, Erick Roberto Goncalves, 1982

Efeitos dos diferentes tempos de inicio do treinamento fisico sobre a funcao
cardiaca e o remodelamento ventricular esquerdo em ratas ovariectomizadas.
Vitoria — 2017.

xviii, 101 p., (UFES, D.Sc., Ciéncias Fisiolégicas, 2017)

Orientadora: Prof2. Dr2. Glaucia Rodrigues Abreu

Tese (Doutorado) - Universidade Federal do Espirito Santo. Centro de Ciéncias da
Saude. Programa de Pos-Graduacao em Ciéncias Fisiologicas.

1. Ovariectomia. 2. Infarto do Miocardio. 3. Exercicio Fisico. 4. Funcao
Cardiaca. 5. Remodelamento.




UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO

Centro de Ciéncias da Saude
Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias Fisiolégicas

UNIVERSIDRDE
FECERAL DO
ESPIRITO SUNTO

REGISTRO DE JULGAMENTO DA DEFESA DE TESE DO CANDIDATO AO
TITULO DE DOUTOR PELO PPGCF/CCS/UFES

N" Matricula do'® Candidato®: 2012141590

A Comissdo Julgadora que examinou a Tese de Doutorado, intitulada
"Efeitos do tempo de inicio de treinamento fisico apés o infarto do
miocéardio sobre a fungdo cardiaca e remodelamento ventricular esquerdo
em ratas ovariectomizadas", apresentada e defendida publicamente pelo aluno
Erick Roberto Gongalves Claudio, no dia 12 de maio de 2017, as 14h00,
decidiu, por unanimidade, aprovar a referida tese de Doutorado e, portanto,
declara que o aluno faz jus a obtengdo do Titulo de Doutor em Ciéncias
Fisiologicas. :

Vitoria — ES, 12 de maio de 2017.

LA\ENEw oo /dxt%"m&wiw

Prof?. Dr?. Glaucia Rodrigues de Abreu Prof. Dr. Richard Diego Leite
(Orientadora) (Membro Externo)
/) /4 ‘§ “S §
f / ; / E.
x’ pact //C vt/) L//’J/V e, EHQ é@. ’Z
Prof?. Dre. Spﬁla Alves Céouvea Prof Dr. Henrique de Azevedo Futuro Neto

(Mémbro Interno) (Membro Externo)

Observagao: Documento de tramitagdo interna da Ufes, Ndo é comprobatério de conclusio de curso.
Av. Marechal Campos 1468, Vitoria - ES 29040-090 - Brasil.
Tel.: 0XX(27) 3335-7340 Fax: 3335-7330




DEDICO ESTE TRABALHO

A minha esposa Adriana, s minhas
filhas Sofia e Beatriz, a minha mae,
a toda minha familia, aos meus
amigos, a todos que me apoiaram e
contribuiram de alguma forma para a
realizacdo desse trabalho.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, por estar sempre presente em nossas vidas.

A minha familia, minha esposa Adriana, pelo seu amor, carinho,
confianca e também pelo seu apoio incondicional em tudo, e minhas
princesinhas, Sofia e Beatriz, simplesmente por existirem em nossas
vidas e por nos ensinarem o verdadeiro significado da palavra amor.

A minha mae Silvana, por todo amor, educacdo e sabedoria que me
concede, além do apoio e incentivo em tudo o que faco na vida.

A toda minha familia, em especial minha irma, meus sobrinhos, meu
cunhado, meu pai, que mesmo de longe sempre torcem por mim em
todos 0s meus projetos.

A minha orientadora, Profa. Dra. Glaucia Rodrigues de Abreu, por
todas as oportunidades, por sua confianca, pelo seu conhecimento e
por acreditar em mim e apoiar 0 meu ingresso na pdés-graduacéo,
mesmo sem motivo.

Ao meu amigo Divanei dos Anjos Zaniqueli pelo grande incentivo ao
meu ingresso na pés-graduacao, e por acreditar no meu potencial.

A minha amiga Simone e ao meu amigo Fabricio, um agradecimento
muito especial pelos anos de convivéncia e por toda ajuda, pelo apoio
e discussfes produtivas para a realizacao desse e de outros trabalhos.

A todos meus amigos de laboratério, Mariana, Patrick, Cintia, Renata,
Walckiria, Vinicius, Suelen, Lais, Sandra e Demétrius, por toda ajuda e
apoio, pelo conhecimento, e também pelos 6timos momentos juntos
durante esses longos anos.

A Prof. Dra. Margareth Ribeiro Moysés, ao Prof. Dr. Roger Lyrio dos
Santos e a todos seus alunos do laboratério de reatividade vascular
coronariana pela parceria, por toda ajuda, por disponibilizar o
laboratorio para nossos experimentos, e também por me permitirem
participar das discussfes dos seminarios, 0s quais me acrescentaram
muito em conhecimento durante esses anos.

A Prof. Dra. Nazaré Souza Bissoli, a Prof. Sénia Alves Gouvéa e aos
alunos do laboratério de hipertensédo experimental, pela parceria, pelo
apoio, pelo conhecimento e por todo auxilio em muitos momentos.

Ao Prof. Jones Bernardes Graceli e aos seus alunos Priscila e Eduardo
pela execucdo das andlises histoldgicas.

A todos os alunos de iniciacdo cientifica do laboratério (ndo vou citar
nomes), sem vocés esse trabalho ndo seria possivel.

A todos 0s meus amigos, que estdo sempre torcendo por mim, mesmo
que distantes.



“Suba o primeiro degrau com fé.
Ndo é necessdrio que vocé veja
toda a escada. Apenas dé o
primeiro passo”.

Martin Luther King Jr.



SUMARIO

RESUMO ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e bbb bbbt bbb e et e e e e e aeeeaeeeeennnnnnnaes 16
AB ST RA C T ittt e et e e e e e e e e ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 17
1. INTRODUGAO. ...ttt ettt ettt e 18
2. OBUJIETIVOS. ...ttt ettt bbbttt et et e e e e e aaeaaaaaeaeanaans 41
2.1 — ODJELIVO GEIAL......cccee e e e e e e e e e e e e e 41

2.2 — Objetivos ESPECITICOS. .....uuuuiiiiii i 41

3. MATERIAL E METODOS. ... oottt 43
3.1 — ANIMAIS EXPEIMENTAIS. ......uuuiiiiiiiiiieeieaeee e 43

I @)Y= 1 [ Tox (o] 1 o - VP PPPPPPPPPR 43

3.3 — Inducao do Infarto do MIOCArdio.............coovvveeeiiiiiiiiiiicee e 44

3.4 — GrupoS EXPEeriMENtaUS. .......uuuuuiiiiiieeieeeeeeeeee e e e e e e e e e e e eeeeeaeanns 45

3.5 — Protocolo de Treinamento FiSICO.........oiuiiiiiiaeiiiiiiiiee e 46

3.6 — Avaliacdo da FUNGAO CardiaCa.........c.uuveieeeeiiiiiiiiiie et 47

3.7 — Coleta dos Tecidos para Pesagem, Medicdo e Armazenamento........... 49

3.8 — Estudo da EXpresSan ProteiCa.............uuueiiiiiieeieieeeeeeeeeeeeecee e 49

3.8.1 — Western Blotting para Detec¢éo da Expressao Proteica..................... 49

3.8.2 — Extragéo, Quantificacdo de Proteinas e Preparo das Amostras......... 50

3.8.3 — Eletroforese e Transferéncia das AMOSEIas.........ccoeevvvveeveeeeeesiisinnnenn. 51

3.8.4 — Bloqueio e Incubacdo com os Anticorpos Primarios e Secundarios...51

3.8.5 — DetecGa0 das ProteiNas..........ccuueeiieeeeeiiiiiiiieieee e 52
3.9 — Atividade Enzimética da Superdxido Dismutase...............cccoevvevvevvvnnnnnn. 53
3.10 — Atividade Enzimética da Catalase.........ccccccceveveeeeeiiiiiieeiiccciiiee 53

3.11 — Deteccéo “in situ” da Producéo Cardiaca de Superoxido..................... 54



3.12 — Avaliag&o dos Produtos Avancados de Oxidagéo Proteica.................. 54

3.13 — ANAIISES HIiStOIOQICAS. ....ccecueiriiiiiiiiieeeiie e e e e e e e e e e e e e e e e reeeees 55
3.14 — Atividade da Enzima Citrato SINtaSse.............uueeeiiiiieiiiiiieeieiieiiine 56
3.15 — ANAIISe EStatiStiCA. .......uveeieeiiiiiiiiieeeee e 57
4. RESULTADOS. ...ttt e e e e r e e e e e eennanns 58
4.1 — Peso Corporal € AdIPoSIdade..........ccoooeiiiiiiiiiiiiiiiie e 58
4.2 — Taxa de Sobrevivéncia, Efetividade da Ovariectomia e do Treinamento
FISIC0. 1ttt 58
4.3 — Extens&o do Infarto do MIOCArdio...........ccceviivriiiiiieiiiiiiiiiee e 60
4.4 — Hemodin@mica e FUNGA0 Cardiaca.............uueeeeviiiiieieeeeeiiiiieee e 61

4.5 — Avaliagdo do Colageno Intersticial e Hipertrofia do Miocito Cardiaco....63

4.6 — Avaliacédo do Estresse Oxidativo Cardiaco..............cccoeeeeeeieicnnvvnnnnnnnnn, 65
4.7 — EXPreSSA0 PrOteICa.........ccuuuuiiiiiiiiiii i e e e e e ettt s e s e e e e e e e e e e e e e eeeeaenanannas 68
4.8 — Atividade das Enzimas AntioXidantes. .......c.oeeuveeeeeee e, 71
. DISCUSSAO. ..ot 72
B. CONCLUSODES. ...ttt 87

7. REFERENCIAS. ..ottt ettt ettt 88



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Efeitos cardioprotetores do estrogénio mediante a ativagdo de seus
[(ST01=] 00 ] (=S 7PN 21

Figura 2: Remodelamento ventricular esquerdo apos o infarto do miocardio........... 25

Figura 3: Hipertrofia e dilatacdo ventricular e o desenvolvimento de insuficiéncia
cardiaca sistdlica e diastolica apds o infarto do miocardio..............ccccccvceeeiiieeeeeennnnn., 31

Figura 4: Mecanismos responsaveis pela liberacdo de Angiotensina-Il e ativacdo do
receptor AT-1R ap0s 0 infarto do MIOCAIIO. ........ccuvuiiiiiiiiiiiiiie e 32

Figura 5: Espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio produzidos pelo organismo,
associados aos seus efeitos fisiologicos, quando em baixas concentracdes, e aos
seus efeitos patoldégicos em um estado de estresse oxidativo.............ccccvvvvvveeeeennnn.. 34

Figura 6: Principais vias de formacdo das espécies reativas de oxigénio no
miocardio isquémico e as principais enzimas do sistema antioxidante...................... 35

Figura 7: Mecanismo de inducédo da fibrose intersticial no tecido cardiaco apds o
infarto do miocérdio, estimulado pela Angiotensina-Il pela ativacdo do AT-1R e pelo
aumento do estresse oxidativo mediado pelo complexo da NADPH
(0) ([0 =1 = 37

Figura 8: llustragdo da indugéo do infarto do miocéardio, demonstrando a localizagéo
proximal do ponto de oclusdo do ramo descendente anterior da artéria coronaria

LE{0 [E =T o F- TP PRSP 45
Figura 9: DiviSAo dO grupos eXPerimeEntalS.........ccoeeeieiiriiiiiriiiieiiieeeeeeee e e e e e e e e e e annnes 46
Figura 10: Desenho do protocolo experimental............cccciieeeniiiiiiiiiieeeeee 47

Figura 11: Curva de pressao ventricular demonstrando os pontos onde foram
ODLIAAS @S VAINAVEIS. ...ttt ettt e e e e e e e e aaeaeaaaeaanaanns 48

Figura 12: Avaliacdo da atividade da enzima citrato sintase no musculo séleo dos
animais apés 8 semanas de treinamento fiSICO.........ccccvuiiiiiiiiiiiieecee e, 60

Figura 13: Area de infarto cardiaca ap6s o treinamento fisico durante 8
1] 0012 10 T TSP PPPPPPTRTRRN 61

Figura 14: Avaliacdo funcional do ventriculo esquerdo ap6és 8 semanas de
TreINAMENTO FISICO. ..uuuiiii i et s s e e e e e e e e e e e e e e aeeeeaennnees 63

Figura 15: Avaliacdo da deposicédo de colageno intersticial apés o final do periodo
de treiN@ameENtO fISICO......uuuuui i e 64



Figura 16: Avaliacdo da &rea de secc¢édo transversa dos midcitos cardiacos apds o
final do periodo de treinamento fiSICO...........ccevvviiiiiiiiiiie e 65

Figura 17: Avaliacdo dos produtos avancados de oxidagcdo proteica no tecido
(0= 10 L= T o SO 66

Figura 18: Avaliacdo da producéo in situ de superoxido no tecido cardiaco mediante
a fluorescéncia ao dihidroetideo (DHE)...........coovviiiiiiiiiiiiie e e 67

Figura 19: Avaliacdo da expresséao proteica do receptor AT-1R (A) e da enzima pro-
oxidante gp91phox (B) no tecido cardiaco de ratas infartadas e submetidas ao
TreiNAMENTO FISICO. ...ttt e e e e s ee e 69

Figura 20: Avaliacdo da expressdo das enzimas antioxidantes SOD-1 (A), SOD-2
(B) e catalase (C) no tecido cardiaco de ratas infartadas e submetidas ao
treiNAMENTO FISICO.....oiiiiii it e e e e e e e e e e e e e s e s e annne 70

Figura 21: Avaliacdo da atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase
(A) e catalase (B) no tecido cardiaco apds 8 semanas de treinamento fisico........... 71

Figura 22: Resumo dos principais achados do eStudO............ccovviviiiiiiiiieiiiiiiis 87



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Parametros ponderais corporal, uterino, de adiposidade e cardiaco das
ratas OVariECIOMIZAUAS. ... ....eeeeeiiieeeeeeeiee e e e e e e e e e e e e e et e e eaaeeanebe s e e e e eees nrnns 59

Tabela 2: Parametros hemOodiNGMICOS. . .. ouneeee e 62



LISTA DE ABREVIATURAS

+dP/dt — Derivada positiva do desenvolvimento de presséo ventricular
-dP/dt - Derivada negativa do desenvolvimento de presséo ventricular
pL — Microlitro

pum — Micrometro

pmol/L — Micromol por litro

AMPK - Proteina quinase ativada por monofosfato de adenosina (AMP)
Ang-1-7 — Angiotensina-1-7

Ang-Il — Angiotensina Il

ANOVA - Anélise de variancia

ANP — Peptideo natriurético atrial

AOPP - Produtos avancados de oxidacao proteica

AT-1R — Receptor do tipo 1 da Angiotensina Il

BNP — Peptideo natriurético do tipo B

C - Celsius

CAT - Enzima antioxidante catalase

DAC - Doenga arterial coronariana

DCV - Doencas cardiovasculares

DHE - Dihidroetideo

DNA — Acido desoxirribonucleico

E2 — 17-3 Estradiol

ECA-1 — Enzima conversora de angiotensina do tipo 1

ECG - Eletrocardiograma

EO — Estresse oxidativo

EPM — Erro padrdo da média

EROS - Espécies reativas de oxigénio

FC — Frequéncia cardiaca

g — Grama (unidade de peso)



gp91phox — Isoforma de membrana do complexo da NADPH oxidase (Nox-2)
GPx — Glutationa peroxidase

i.m - Intramuscular

i.p - Intraperitoneal

IL — Interleucina (IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10)

IM — Infarto do miocardio

IM3+EF — Grupo que iniciou o treinamento 3 dias apés o IM

IM15+EF — Grupo que iniciou o treinamento 15 dias apés o IM

JAK - Proteina quinase ativada pela Janus (do inglés, “Janus-activated protein
kinase”)

kg - Kilograma

km/h — Kilometros por hora

M - Mol

MEC — Matriz extracelular

mg - Miligrama

min - Minuto

mL - Mililitro

mM - Milimol

mm - Milimetro

MMP — Metaloproteinases de matriz (do inglés, “matrix metaloproteinases”)
nm - Nanometro

NOX — Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase
OMS - Organizagdo mundial da saude

OVX - Ovariectomia

PA — Pressao arterial

PAD - Presséo arterial diastdlica

PAM — Presséao arterial média

PAS - Pressao arterial sistélica

PC — Peso corporal

PCor — Peso do coracgéo



PDFVE - Presséo diastolica final do ventriculo esquerdo

PSVE - Presséo sistolica do ventriculo esquerdo

SHAM - Grupo submetido a cirurgia ficticia para a inducéo do infarto
SNS - Sistema nervoso simpatico

SOD - Enzima antioxidante superoxido dismutase

S.c. — Subcutaneo

SOD-1 - Isoforma citosolica da SOD

SOD-2 - Isoforma mitochondrial da SOD

SRA - Sistema renina-angiotensina

TGF-B — Fator transformador de crescimento beta

TIMP - Inibidor tecidual das metaloproteinases de matriz (do inglés, tissue inhibitor
of MMP)

TNF-a — Fator de necrose tumoral alfa
UA — Unidades arbitrarias

VE - Ventriculo esquerdo



RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos dos diferentes tempos de inicio
de treinamento fisico apés a inducao do infarto do miocéardio (IM) sobre a funcéo
cardiaca e o remodelamento ventricular esquerdo em ratas ovariectomizadas (OVX).
Foram utilizadas ratas Wistar (Rattus Norvegicus Albinus) OVX, com 12 semanas de
idade e divididas aleatériamente em 4 grupos: SHAM de infarto (SHAM), infartadas
sedentarias (IM), infartadas que iniciaram o treinamento 3 dias apos o IM (IM3+EF) e
infartadas que iniciaram o treinamento 15 dias apo6s o IM (IM15+EF). O protocolo de
treinamento de corrida em esteira de intensidade leve a moderada foi realizado cinco
vezes por semana, com duracdo de 60 min/dia, por um periodo de oito semanas.
Quarenta e oito horas apOs a Uultima sessdo de treinamento, as ratas foram
anestesiadas e submetidas a avaliacdo dos seguintes parametros: i) funcdo do
ventriculo esquerdo (VE), onde foram avaliados os parametros de presséo sistolica
do VE (PSVE), pressédo diastdlica final do VE (PDFVE) e derivadas positiva e
negativa do desenvolvimento de pressao ventricular (+dP/dt e- dP/dt,
respectivamente); ii) area de infarto cardiaca; iii) deposi¢éo de colageno intersticial e
da hipertrofia do midcito cardiaco por histologia; iv) estresse oxidativo cardiaco pela
producao de radical superéxido “in situ” mediante a fluorescéncia ao dihidroetideo e
pela avaliacdo dos produtos avancados de oxidac&o proteica (AOPP); v) expresséo
proteica do receptor AT-1 da angiotensina Il (AT-1R) e da gp91phox pelo método de
western blotting (WB); vi) expresséo proteica das enzimas antioxidantes superoxido
dismutase (SOD-1 SOD-2) e catalase (CAT), também por WB; vii) andlise da
atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT. Os resultados demonstram, nos
animais que iniciaram o treinamento 3 dias apds o IM: i) um aumento da area de
infarto; ii) ndo houve uma melhora da PDFVE; iii) ndo houveram melhoras nos
parametros de remodelamento ventricular; iv) houve um aumento na densidade do
receptor AT-1R da Ang-ll no coracédo; v) ndo houve reducdo do estresse oxidativo
cardiaco induzido pelo IM; vi) ocorreu uma reducdo na expressdo da SOD-2 no
coracdao; e vii) ndo restaurou a reducdo na atividade enzimatica antioxidante da SOD
e da catalase induzida pelo IM. Portanto, demonstramos que o treinamento fisico
iniciado 3 dias apés o IM em ratas OVX néo foi eficiente em previnir as alteracdes
relacionadas a deterioracdo da funcéo cardiaca e o remodelamento adverso do VE.
Esses resultados estdo associados, principalmente, ao aumento da densidade do
AT-1R e do estresse oxidativo cardiaco. Portanto, o tempo de inicio do treinamento
fisico ap6s o IM em ratas OVX é um importante fator relacionado a prevencao das
alteracOes induzidas pelo IM e, dessa forma, deve ser levado em consideracao para
a prescricdo de exercicios fisicos apdés o IM em condicbes de deficiéncia
estrogénica.

Palavras chave: Ovariectomia; Infarto do miocardio; Treinamento fisico; Funcao
cardiaca; Remodelamento.



ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the effects of the different time of
exercise training (ET) initiation after myocardial infarction (MI) on the cardiac function
and the ventricular remodeling in ovariectomized rats (OVX). Twelve-week-old OVX
female Wistar rats (Rattus Norvegicus Albinus) were randomly divided into four
groups: MI-SHAM (SHAM), MI sedentary (MI), MI which started ET 3 days after Ml
(MI3+ET) and MI which started ET 15 days after Ml (MI15+ET). Low to moderate
intensity training protocol in a motorized treadmill was performed during 8 weeks (60
min/d, 5 days/wk). Forty-eight hours after the last training session, animals were
anesthetized and subject to evaluation of the following parameters: i) Cardiac
function after a catheter insertion in the left ventricle (LV); ii) MI area; iii) collagen
deposition and myocyte hypertrophy by histology; iv) myocardial oxidative stress by
the “in situ” generation of superoxide (DHE) and by the evaluation of the advanced
oxidation protein products (AOPP); v) protein expression of type 1 receptor of
angiotensin Il (AT-1R) and of the membrane isoform of multi-enzymatic complex of
NADPH oxidase (gp91phox) by the western blotting (WB) method; vi) antioxidants
protein expression, such as superoxide dismutase (SOD-1 and SOD-2) and catalase
(CAT), also by WB; vii) antioxidant enzymes activities (SOD and CAT). Eight weeks
after ET it was observed in the MI3+ET group: i) there was a higher infarction area; ii)
early ET cannot improve the LV end diastolic pressure; iii) there were no
improvements in the remodeling parameters; iv) there was an increase in the
expression of AT-1R in the cardiac tissue; v) ET initiated early after Ml cannot
reduces the cardiac oxidative stress induced by MI; vi) it was observed a reduction in
the expression of SOD-2, and; vii) ET initiate early cannot restore the reduction in
enzymatic activity of both antioxidant enzymes after MIl. Therefore, we showed that
ET initiated 3 days after Ml was not efficient in preventing the deterioration of cardiac
function and adverse remodeling. These results were associated with the increase in
AT-1R expression and of the higher oxidative stress. Accordingly, the time of ET
initiation after Ml in OVX rats is an important factor related to the prevention of MI-
induced alterations and should be taking into account for the ET prescription after Ml
in the condition of estrogen deficiency.

Keywords: Ovariectomy; Myocardial infarction; Exercise training; Cardiac function;
Remodeling.
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1- INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCV) configuram-se entre as principais causas de
morte no mundo moderno independente do sexo, representando cerca de 17,3
milhdes de mortes por ano, e estima-se que esse numero aumente para mais de
23,6 milhBes no ano de 2030 (Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 2011,

Mozzafarian et al., 2015).

Entre as mulheres, as DCV sdo as principais responsaveis pelas mortes desta
populacao, especialmente naquelas acima de 50 anos de idade (Lobo et al., 2014).
De acordo com a | Diretriz Brasileira sobre Prevencdo de Doencas Cardiovasculares
em Mulheres Climatéricas da Sociedade Brasileira de Cardiologia (Fernandes et al.,
2008), os dados epidemiolégicos apontam que as mortes por DCV, principalmente
apoés o climatério, assumem indices em torno de 53% excedendo, inclusive, aquelas
causadas por todos os tipos de cancer (Rosamond et al., 2008; Fernandes et al.,

2008).

De fato, a expectativa média de vida das mulheres é relativamente maior quando
comparada a média masculina (White, 2002), e o risco de desenvolvimento de DCV
aumenta juntamente com o avanco da idade no periodo pés-menopausa, quando
comparado ao periodo pré-menopausa (Khalil, 2013). Um dos principais motivos
para essa diferenca parte do pressuposto de que as mulheres no periodo pré-
menopausa tém baixo risco e incidéncia de DCV, exibindo assim, uma
cardioprotecdo quando comparado aos homens da mesma idade. No entanto, essa
protecdo € gradualmente perdida apdés a menopausa, igualando ou inclusive

excedendo os riscos observados nos homens (White, 2002; Kang et al., 2011).
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Acredita-se que essa diferenca entre os periodos pré e pds-menopausa esteja

associado principalmente aos efeitos cardioprotetores dos estrogenos (Figura 1).

A menopausa, por sua vez, é definida pela OMS como a cessa¢do permanente da
menstruacao, resultado da perda da funcédo folicular ovariana ou da remocéao
cirtrgica dos ovarios (ooforiectomia) (Maturana et al, 2007; Sanchez-Rodriguez et al,
2012). A idade de ocorréncia natural da menopausa é entre 50 e 52 anos de idade
nos paises desenvolvidos, enquanto que, em paises menos desenvolvidos, ocorre
cerca de 3-4 anos antes, sendo, a deplecao dos hormdnios esterdides sexuais uma
consequéncia natural do envelhecimento e da faléncia gonadal (Lobo et al., 2014).
Nesse sentido, a queda abrupta nas concentracfes de estrogenos circulantes
(principalmente o 17B-Estradiol — E2, que € a forma mais predominante e mais
potente dentre os estrogenos), estd associada a uma grande variedade de efeitos
adversos a saude feminina, como sintomas vasomotores, atrofia urogenital, prejuizo
cognitivo, em conjunto com um aumento no risco de desenvolvimeno de doencas
cronicas degenerativas, como a obesidade, doencas metabodlicas, deméncia,

osteoporose, artrite, DCV e cancer (Maturana et al., 2007; Lobo et al., 2014).

Estudos clinicos que avaliaram mulheres no periodo pds-menopausa, assim como,
em modelos experimentais de menopausa que avaliaram o0s principais fatores de
risco tradicionais para o desenvolvimento de DCV, relatam uma série de alteracbes
importantes que exercem um impacto negativo sobre a saude da mulher, incluindo o
aumento na deposi¢cdo de gordura abdominal, redug&o na tolerancia a glicose, perfil
anormal de lipideos plasméticos, aumento na pressao arterial e no tbnus simpatico,

disfuncéo endotelial e inflamacéo vascular (Rosano et al., 2007).

Dentre esses, 0 aumento sustentado da presséo arterial (hipertensédo) se constitui

como um dos principais fatores relacionados ao desenvolvimento da doenca arterial
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coronariana (DAC), que por sua vez, € a principal DCV responsavel por mortes entre
mulheres, especialmente apds a menopausa. Além disso, quando as mesmas séo
acometidas por um evento coronariano, exibem um progndstico menos favoravel

guando comparadas aos homens (Maturana et al., 2007; Vassale et al., 2009).

Hernandez et al. 2000, em um modelo experimental de menopausa, j& chamavam a
atencdo ao descreverem um aumento significativo da presséo arterial (PA),
relacionado com a deplecdo estrogénica e o tempo decorrido apds a cirurgia de
ovariectomia (OVX), em que ratas jovens exibiam indices pressoricos maiores do
que os controles ndo operados. No entanto, esses valores imediatamente eram
insuficientes para caracteriza-las como hipertensas, mas que associados ao avango
da idade, podem ser um fator preponderante para o desenvolvimento da
hipertenséo; e tal fato deve ser levado em consideragdo quando analisamos 0s

efeitos da menopausa juntamente com a deficiéncia estrogénica.

Recentemente, Ali et al.,, 2016, avaliaram a associacdo entre diversos fatores
metabdlicos com o desenvolvimento de hipertensdo em 242 mulheres,
demonstrando uma alta prevaléncia de hipertensdo nas mulheres no periodo pés-
menopausa quando comparadas as mulheres na pré-menopausa (72,8% vs. 26%,
respectivamente). Esses resultados foram correlacionados ao aumento da
circunferéncia da cintura (indice de obesidade abdominal), a resisténcia a insulina e

a apolipoproteina B.

O aumento na adiposidade corporal também é um fator importante a ser observado,
sendo relacionado ao aumento do risco de DAC apds a menopausa. A alteracdo da
distribuicdo de gordura nesse periodo leva a um aumento na resisténcia a insulina e
incidéncia de diabetes, fato que eleva substancialmente o risco de DCV e morte

(Lobo et al., 2014). Estudos experimentais demonstram que, de fato, a deficiéncia
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estrogénica leva a um aumento substancial na adiposidade. Nesse sentido, Claudio
et al. (2013) e Endlich et al. (2013), demonstraram haver um aumento significativo
no peso de gorduras de ratas jovens, submetidas a remocéao cirurgica dos ovarios,
principalmente nos coxins retroperitoneal e parametrial, associados a uma reducao
da vasodilatacdo dependente do endotélio a bradicininina e a um aumento na
vasoconstricdo induzida pela angiotensina Il (Ang Il) no leito vascular coronariano,
respectivamente. Em conformidade com esses resultados, estudos em mulheres na
pés-menopausa demonstram um aumento da circunferéncia da cintura (Ali et al.,
2016), assim como, um aumento nos depdsitos de gordura abdominal, associados a
uma reducdo da massa livre de gordura em mulheres na pré-menopausa, com a
supressao dos hormonios ovarianos por meio de um agonista de hormonio liberador

de gonadotrofinas (Shea et al., 2015).
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Figura 1: Efeitos cardioprotetores do estrogénio mediante a ativacdo de seus
receptores. Legenda: CMLV, Células do Musculo Liso Vascular; NO, Oxido Nitrico.

Dentre as DAC, o infarto do miocardio (IM) é o desfecho clinico mais prevalente no
mundo, levando a altas taxas de morbidade e mortalidade. De acordo com as

estatisticas atualizadas da American Heart Association (Mozaffarian et al., 2015), o
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namero de mulheres americanas diagnosticadas com IM ou DAC fatal é de 35 por
1000, entre as mulheres com idade na faixa etaria de 45 a 54 anos; 60 por 1000
entre as com idade de 55 a 64 anos; e 70 por 1000, na idade de 65 a 74 anos,
indicando que a prevaléncia de IM aumenta a partir da idade de inicio da transicédo
para o periodo da menopausa, e cresce consideravelmente nos anos subsequentes.
Além disso, estima-se que cerca de 26% das mulheres acima de 45 anos irdo morrer
dentro de um ano apds serem acometidas pelo primeiro IM (Mozaffarian et al.,
2015). No Brasil, no periodo entre 1996 e 2003, foram notificadas 532.923 mortes
associadas ao IM, e um aumento consideravel de 61% no numero de internacdes
(Guimarées et al., 2006), resultando em um alto custo para a saude publica e uma

piora na qualidade de vida da populagéo.

De forma geral, as mulheres experimentam seu primeiro IM cerca de 6-10 anos mais
tarde do que o homem, atribuindo-se amplamente essa diferenca aos efeitos
protetores do estrogénio, exercendo um potencial beneficio na progressdo da
doenca cardiaca (Pedersen et al., 2016; Piro et al., 2010). Reconhecidamente, esses
horménios contribuem para a melhora de um conjunto de fatores que estédo
intimamente ligados a um melhor perfil aterogénico, como a reducdo de lipideos
circulantes, de moléculas pro-inflamatdrias, aumento da producdo endotelial de
oxido nitrico, além de efeitos antioxidantes (Resanovic et al., 2013). Foi demonstrado
gue mulheres que sdo submetidas a cirurgia de histerectomia ou a ooforiectomia
bilateral antes da menopausa, estdo sujeitas a um risco excessivo para 0
acometimento pelo IM (Falkeborn et al., 2000). Além disso, mulheres que sao
afetadas por doenca cardiaca isquémica ap0s a menopausa, geralmente exibem um
prognéstico pior quando comparadas aos homens (Piro et al., 2010). Resultados de

estudos experimentais indicam que a deficiéncia estrogénica esta fortemente
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associada a reducdo da funcdo contratil. Dessa forma, foi demonstrado em
experimentos com musculo papilar isolado em ratas jovens ovariectomizadas uma
reducdo da for¢a contratil apds estimulagdo com calcio e com um agonista B-
adrenérgico (isoproterenol), sendo esses efeitos dependentes da ativacdo do
receptor AT-1 (AT-1R) da Ang-Il (Ribeiro Jr. et al., 2012). Além disso, esses efeitos
sobre a funcdo contratil também foram associados ao aumento na producdo das
espécies reativas de oxigénio (EROS), e a alteracdes na expressdo das proteinas
responsaveis pelo manejo de calcio (Ribeiro Jr. et al., 2012; Ribeiro Jr. et al., 2013).
Paigel et al., 2011, demonstraram que esses efeitos ocorrem em funcéo do tempo
em que os animais ficam privados da exposi¢cdo ao E2, sendo a disfuncéo contratil
observada com cerca de sessenta dias apds a ovariectomia, e restaurada com a
reposi¢cdo de E2. Nessa mesma linha, foram observados em cardiomidcitos isolados
de camundongos (Turdi et al., 2015), que a deficiéncia estrogénica reduz o pico e a
velocidade de encurtamento e relaxamento das células cardiacas, efeitos que foram
atenuados pela terapia com E2 mediante a ativacdo da proteina quinase dependente
de AMP (AMPK). Portanto, de acordo com os resultados dos estudos expostos
acima, podemos verificar que a deficiéncia estrogénica € um fator de grande
importancia para a reducéo da funcdo contratil das células cardiacas, e que explica,
parcialmente, o aumento do risco cardiovascular com a auséncia dos hormdénios

ovarianos.

O remodelamento ventricular iniciado apés um quadro isquémico tem por objetivo
restaurar a funcdo cardiaca (de Waard et al., 2007), sendo definido como um
processo pelo qual fatores mecanicos, neuro-hormonais e possivelmente genéticos
apos uma lesdo cardiaca altera o formato, a dimenséo e a fun¢éo cardiaca (Jessup

e Brozena, 2003; Piro et al., 2010). Nesse sentido, ocorre uma série de alteracdes
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de ordem temporal em nivel celular, molecular e tecidual ao miocéardio lesionado, o
qual predispde os pacientes ao desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca se nédo
forem adequadamente tratados, exercendo um impacto significante sobre a

sobrevivéncia dos pacientes (Mill et al., 2011; Orenstein et al., 1995).

Esse processo tem sido arbitrariamente dividido em fase inicial (dentro de 72 horas),
e fase tardia (posterior a 72 horas) (Sutton e Sharpe, 2000). A fase inicial é
caracterizada por um periodo de expansdo da zona de infarto, o0 que pode resultar
em ruptura ventricular precoce ou formacao de aneurismas, e a fase tardia envolve o

ventriculo como um todo e é associado com a progressdo da dilatacdo, com a

distor¢cdo da forma do ventriculo e hipertrofia mural (Sutton e Sharpe, 2000).

O mecanismo adjacente relacionado ao remodelamento ventricular patolégico pés-
IM é multifatorial, envolvendo uma grande variedade de reagfes biol6gicas no tempo
de curso do processo de remodelamento, os quais envolvem: i) isquemia local e
morte das células miocardicas; ii) estresse oxidativo e reacfes inflamatdrias no
miocardio lesionado; iii) reacdes cardiodepressoras devido a producdo de EROS e
citocinas inflamatorias; iv) mudancas na matriz extracelular pela ativacdo das
metaloproteinases de matriz (MMP, do inglés “matrix metaloproteinase”); v)
mudancas estruturais do miocardio em resposta ao estresse mecanico, e; vi) sintese

de colageno e fibrose miocardica (Hori e Nishida, 2009).

As primeiras modificacfes observadas apos a lesdo sao iniciadas dentro de poucas
horas, e se estendem por varios dias, semanas e meses, culminando com uma
modificacdo estrutual e geométrica do coragdo em decorréncia do aumento da carga
de trabalho cardiaca (Pontes e Leédes, 2004), tornando-o mais esférico, assim como,
causando hipertrofia, conforme demonstrado nas figuras 2 e 3 (Jessup e Brozena

2003). A sobrecarga gerada na parede do ventriculo ativa uma cascata de vias de
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sinalizacdo bioquimica intracelular, que € responsavel por iniciar e modular um
processo de mudancas reparativas, o que inclue a dilatagéo, hipertrofia e a formacao
de cicatriz de colageno (Sutton e Sharpe, 2000). Dessa maneira, a extensdo do
remodelamento do ventriculo esquerdo pode ser um fator preditivo para a morbidade

e mortalidade dos pacientes com IM (Gaudron et al., 1993).

Remodelamento ventricular ap6s infarto agudo

Infarto inicial Expansdo do infarto Remodelamento global
(horas a dias) (dias a meses)

Figura 2: Remodelamento ventricular esquerdo ap6s o infarto do miocérdio.
Adaptado de Jessup e Brozena, 2003.

A ocluséo coronariana persistente leva a morte celular do miocardio, a qual, por sua
vez, ocorre tanto por apoptose quanto por necrose, sendo esta ultima a forma
predominante na fase aguda ap6s a oclusdo (Konstantinidis et al., 2013). Por outro
lado, Palojoki et al., 2001, observaram que existe também uma grande contribuicdo
da apoptose nas primeiras 24 horas apés o IM em ratos, tanto na area infartada
quanto na zona limitrofe. Além disso, foi observado um aumento continuo na
apoptose do miocardio remoto a partir do primeiro dia p6s-IM até 12 semanas, o que
pode culminar com uma reducdo significativa da capacidade de bombeamento

cardiaco (Palojoki et al., 2001). Corroborando esses achados, Sam et al., 2001,
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observaram em camundongos, um aumento na apoptose da area remota ao IM no
miocardio de camundongos, que persistiu por até 6 meses apos a inducao do infarto,
sendo a frequéncia de apoptose relacionada a severidade da disfungdo do VE.
Sendo assim, a apoptose exerce um grande impacto no processo de remodelamento
em direcdo ao desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca, como consequéncia de
uma desregulacdo no balanco de proteinas pré e antiapoptéticas (Bax e Bcl-2,
respectivamente) (Takemura e Fujiwara, 2004), tornando a apoptose um importante
alvo terapéutico, uma vez que esse processo interfere diretamente sobre a area
infartada, o qual € um determinante classico do remodelamento ventricular e da

progressdo a insuficéncia cardiaca (Mill et al., 2011).

A perda de células miocardicas apés o IM leva a ativacdo de uma série de fatores
neurohormonais, como a ativacao do sistema nervoso simpético (SNS) e do sistema
renina-angiotensina (SRA) (Guo et el., 2016). O aumento da atividade simpatica, de
forma aguda, mediante a ativacdo dos receptores beta adrenérgicos (principalmente
B1), aumenta a frequéncia e a contratilidade cardiaca e causa vasoconstricdo, de
forma a compensar a reducdo do débito cardiaco, manter a estabilidade
hemodindmica e a perfusdo sanguinea sistémica (Brum et al., 2006; Guo et al.,
2016). Dessa maneira, o0 SNS € ativado precocemente apds o IM, sendo que sua
hiperatividade estd associada com a disfuncéo contratil, morte celular, liberacdo de
citocinas e arritmogenése (Mill et al., 2011). Além disso, a exposi¢cao crbénica do
coracdo a niveis elevados de catecolaminas, liberados dos terminais sinapticos e
das glandulas adrenais pode levar a alteragBes patoldgicas posteriores, resultando
em um aumento continuo do ténus simpatico e uma progressiva deterioracdo na
estrutura e fungdo cardiaca (Brum et al., 2006). Adicionalmente, a Ang-Il, que esta

aumentada apés o IM, facilita a atividade do SNS aumentando a sintese e liberagéo,
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e diminuindo a recaptacao de catecolaminas nos nervos simpaticos (Saxena, 1992).
A importancia da ativacdo do SNS € demonstrada em estudos em que a
desnervacdo simpatica é realizada. Nesse sentido, Zanoni et al., 2017, verificaram
em ratos infartados que a simpatectomia bilateral atenuou o remodelamento
ventricular e preservou a funcao sistdlica, assim como, o estudo de Guo et al., 2016,
em que a desnervacao renal resultou em uma melhora da fungéo sistolica do VE
(fracdo de ejecdo e da fracdo de encurtamento), da pressao arterial sistolica, além
de reduzir a fibrose cardiaca. Ainda, Huang et al., 2007, propuseram que a ativacao
do SRA central seja um mecanismo preponderante, quando comparado com
ativacao sistémica do SRA, associado com a hiperatividade simpética p6s-IM, visto
que o bloqueio intra-cérebro-ventricular do AT-1R com losartan em ratos infartados
previniu a hiperatividade simpatica e melhorou a fungéo sistolica e diastolica, além

de previnir a fibrose e o aumento do didmetro do midcito.

Em ratas ovariectomizadas e infartadas, a sensibilidade do barorreflexo encontra-se
alterado, de forma a aumentar a responsividade simpatica e reduzir responsividade
vagal (Flores et al., 2010). Em relacao ao reflexo cardiopulmonar, verifica-se que ele
encontra com responsividade mantida agudamente apds o IM, porém, tem sua
sensibilidade reduzida em um periodo crénico, com a progressdo do remodelamento
ventricular (Meyrelles et al., 1997). Portanto, verificamos que a hiperativacdo do SNS
apos o IM, facilitado também pelo SRA e associado com a reducéo da sensibilidade
dos reflexos cardiocirculatorios, quando se torna crénico, desencadeia inUmeras
alteracdes cardiacas e hemodinadmicas que culminam com a disfuncdo cardiaca e

exacerbam o processo de remodelamento ventricular.

A partir do momento em que se instala o processo de necrose celular, devido a

irreversibilidade do processo isquémico, observa-se o inicio precoce do reparo
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cardiaco, momento em que sdo ativados 0s mecanismos de resposta imune
adaptativa. Nessa fase inicial, tem-se a liberacdo de moléculas quimiotaxicas e o
recrutamento de células inflamatoérias (neutréfilos, macrofagos e linfécitos), que
migram para o miocardio lesionado e iniciam a fagocitose das células necrosadas e
a degradacdo do coldgeno da matriz extracelular (MEC) para sua posterior

regeneracao (Mill et al., 2011; Frangogiannis et al., 2012).

Os neutrdfilos sdo responsaveis pela liberacdo das MMP. Essas proteinas séo
enzimas dependentes de zinco que regulam a cascata de reparo da lesdo cardiaca
pela clivagem de substratos da MEC e de outros substratos que nao fazem parte da
MEC para remover o tecido necrotico e regular a funcéo proteica, respectivamente
(lyer et al.,, 2016). Atualmente, foram mensuradas 11 isoformas das MMP e 4
inibidores teciduais das MMP (TIMP, do inglés “tissue inhibitor of matrix
metaloproteinase) apdés o IM, destacando-se a isoforma MMP-9, a qual foi
extensivamente estudada, e encontra-se elevada durante a primeira semana p6s-IM
(lyer et al., 2016). Foi demonstrado que a inibicdo das isoformas MMP-9 (lyer et al.,
2016) e MMP-12 (lyer et al., 2015), logo ap6s a inducédo do IM em camundongos,
leva a um retardo na resolucdo da inflamacédo, trazendo uma piora da funcéo
cardiaca, demonstrando assim, a importancia da atividade dessas enzimas para o

processo de remodelamento.

Os macroéfagos, por sua vez, sdo responsaveis por realizar a fagocitose do tecido
necrosado e pela liberacdo de diversas citocinas, como o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), interleucina-6 (IL-6) e interleucina-1B (IL-1B), as quais iréo sinalizar a
proliferacdo de fibroblastos e a sintese de colageno, (Mill et al., 2011). Em modelo
de infarto em ratos, foi observado um aumento robusto na produgé&o intramiocardica

dessas citocinas, tanto na area infartada, quanto no miocardio ndo-infartado (Deten
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et al.,, 2002). Recentemente, Zarrouk-Mahjoub et al., 2016, avaliaram a producao
das citocinas pré-inflamatérias TNF-a e IL-8 e a antiinflamatdria IL-10 em pacientes
p6s-IM no tempo de curso do processo de remodelamento. Os autores observaram
um aumento substancial nas citocinas pro-inflamatérias e uma redugéo significativa
da IL-10 nos dias 2 e 30 po6s-IM, demonstrando assim, que o desbalanco entre as
citocinas pré e antiinflamatérias poderia contribuir para a progressdo do
remodelamento ventricular e possivelmente levar a insuficiéncia cardiaca.
Entretanto, € importante salientar que o aumento das citocinas precede 0 aumento
local da atividade das MMP na area infartada, assim como, o aumento na
concentracdo dos peptideos natriuréticos atrial e do tipo B (ANP e BNP,
respectivamente), e o aumento da expressdo de colageno na area nado-infartada

(Deten et al., 2002).

O remodelamento pds-infarto, frequentemente, exibe um aumento na sintese e
deposicao de colageno nos espacos intersticiais e perivascular, o que contribue para
0 prejuizo da funcdo cardiaca (Mill et al., 2011). O crescimento nas células
formadoras da MEC e o balanco entre a sintese e degradacdo de colageno sdo os
principais determinantes da fibrose tecidual ap6s o IM (Sun et al., 2000). Nesse
sentido, na fase aguda apo6s o IM, o colageno intersticial é intensamente degradado,
contribuindo para o deslizamento do miécito e o adelgagamento da parede do VE,
processos essenciais na expansao do IM e dilatacdo do VE (Whittaker et al., 1991).
No entanto, varios fatores sao responsaveis pela fina regulacéo entre a producao e a
degradacédo de colageno, dentre eles, as MMP, TIMP, fator de transformacédo do
crescimento beta (da singla em inglés, TGF-B) e o fator de crescimento de tecido
conectivo (Creemers et al., 2001; Mill et al., 2011). Apos a degradacdo do colageno

pelas MMP, da-se inicio a ativacdo dos fibrolastos, os quais levam a sua
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proliferacéo, diferenciagdo em miofibroblastos e subsequente sintese de MEC para o
reparo tecidual (Kurose e Mangmool, 2016). Os miofibroblastos, por sua vez, sao as
células que produzem colageno, proteinas contrateis e de mobilidade celular apos a
lesdo cardiaca, sendo formados por varias moléculas a partir da diferenciacdo de
fibroblastos residentes, pericitos, celulas endoteliais e células epiteliais, estimulados
principalmente pelo TGF- B, assim como, pela Ang-ll (Meng et al., 2016; Kurose e
Mangmool, 2016; Chistiakov et al., 2016). Além disso, a resposta da MEC ao
aumento do estresse mecéanico sobre a parede ventricular também estimula a
sintese de colageno, o que torna a parede ventricular mais rigida, e, portanto,

aumentando a presséao diastolica do VE (Hori e Nishida, 2009).

A hipertrofia ventricular € uma resposta adaptativa durante o remodelamento pés-IM,
gue ajuda a equilibrar o aumento da sobrecarga, atenuando a dilatagdo progressiva
e estabilizando a disfuncdo contratil do VE (Pfefffer e Braunwald, 1990). Esse
processo € caracterizado primariamente, pelo aumento no tamanho da célula,
aumento dos sarcbmeros e reorganizacdo dos componentes celulares, os quais

dependem de uma regulacéo intracelular de sintese proteica (Mill et al., 2011).

Pequenos estiramentos mecanicos do VE demonstram uma estreita relacéo
bidirecional entre o estresse de parede e a hipertrofia do miécito (Sadoshima et al.,
1992). De forma crbnica, a continuidade do estresse hemodindmico leva a uma
hipertrofia patologica e dilatacdo progressiva do VE, conforme visualizado na figura
3 (Orenstein et al., 1995). A hipertrofia continua, que nao é suficiente para conseguir
normalizar o aumento da tenséo de parede, inicia um programa de expressao génica
fetal, exemplificado pela mudanca da predominancia da isoforma alfa da miosina de
cadeia pesada para a isoforma beta, a qual tem uma atividade ATPase mais lenta,

acompanhada por um aumento na expressao do fator atrial natriurético, da forma
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esquelética da alfa actina e uma subsequente reducdo do reticulo sarcoplasmético
calcio ATPase (Orenstein et al., 1995), levando a uma consequente redugcdo da

funcédo cardiaca.

A hipertrofia cardiaca pode ser também estimulada por outros fatores, como pela
acdo neuro-hormonal, por fatores autdcrinos e paracrinos e pela ativagéo local do
SRA. Sadoshima et al., 1992, demostraram in vitro, que o estiramento mecanico dos
cardiomidécitos causa a liberagdo de Ang-Il dentro de 10 minutos a partir do inicio do
estimulo, além do aumento da expressao génica do angiotensinogénio apds 6 horas.
Por outro lado, Zou et al.,, 2004, também in vitro, verificaram que o0 estresse
mecanico € capaz de ativar o AT-1R de maneira independente, sem o envolvimento
da Ang-Il, induzindo a associacdo do AT-1R com a proteina JAK (do inglés, “Janus-
activated protein kinase”), translocando a proteina G para o citosol e aumentando a

producédo de fosfoinositideo.

Remodelamento ventricular na insuficiéncia cardiaca diastolica e sistdlica

o

Coragdo normal Coragdo hipertrofiado Coragdo dilatado
(Insuficiéncia cardiaca diastélica) (Insuficiéncia cardiaca sistélica)

Figura 3: Hipertrofia e dilatacdo ventricular e o desenvolvimento de insuficiéncia

cardiaca sistélica e diastdlica apés o infarto do miocardio. Adaptado de Jessup e
Brozena, 2003.

Adicionalmente, o aumento da liberacdo de noradrenalina dos terminais sinapticos e

a consequente ativagcdo dos receptores (1 adrenérgicos no aparelho
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justaglomerular, além da hipotensdo observada apos o IM, induzem a liberagdo de
renina, aumentando os niveis de Ang-ll circulantes (Sutton e Sharpe, 2000),
conforme pode ser visualizado na figura 4. Dessa forma, podemos observar que a
estimulacdo do AT-1R de maneira dependente ou independente da Ang-Il exerce um
papel fundamental sobre o processo de remodelamento, mediante a sinalizagdo dos
processos de hipertrofia e da fibrose intesticial ap6és o IM. Corroborando esse
raciocinio, foi demonstrado que o bloqueio do SRA com inibidor da enzima
conversora de angiotensina (ECA-1) com ramipril (Wei et al., 2016), bloqueador do
receptor AT-1R com losartan (Ju et al., 2007) e a inibicdo do receptor de Ang-Il e da
neprilisina, com LCZ696 (Valsartan/Saculbitril) (von Lueder et al.,, 2015), foram
capazes de atenuar o remodelamento cardiaco adverso pela reducédo da hipertrofia

e da deposicao de colageno, assim como, previnir a disfuncao cardiaca pos-IM.

Figura 4: Mecanismos responsaveis pela liberacdo de Angiotensina-Il e ativacdo do
receptor AT-1R apds o infarto do miocardio. Legenda: SNC, Sistema Nervoso
Central; Ang I, Angiotensina I; ECA, Enzima Conversora de Angiotensina; Ang I,
Angiotensina Il; AT 1, Receptor do tipo | da Angiotensina Il; PKC, Proteina Quinase
C; NOX 2, NADPH oxidase 2.
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Além desses importantes fatores, usualmente, as EROS sao geradas no miocardio
isquémico, principalmente apos a reperfusdo (Hori e Nishida, 2009). As EROS sé&o
moléculas que se formam naturalmente no nosso organismo, provenientes do
metabolismo oxidativo e que sdo reconhecidas como importantes sinalizadores
intracelulares, quando em baixas concentragfes, responsaveis por regularem uma
grande variedade de vias de sinalizacdo, mediante reacdes de oxidagao e reducéo.
Essas espécies compreendem 2 grupos principais de acordo com o seu grau de
reatividade (Figura 5). O primeiro grupo € composto pelos radicais livres, como o
anion superoxido (O2" - espécie precursora), radical hidroxil (OH"), radicais lipidicos
(ROOY) e o oxido nitrico (NO’), que sdo espécies altamente instaveis e reativas
(Halliwell, 2006). O Oz, pode ser gerado por diversas vias mediante a reducéo do
oxigénio molecular, como a cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, as
enzimas xantina oxidase, Oxido nitrico sintase desacoplada, ciclooxigenase e
lipoxigenase, citocromo p450, NAD(P)H oxidase, mieloperoxidase e hemoproteinas
(Cai e Harrison, 2000; Elahi, 2009; Frey et al, 2009). O outro grupo de EROS ¢é
composto por espécies nao radicalares, como o peréxido de hidrogénio (H202),
peroxinitrito (ONOQO") e o acido hipocloroso (HOCL), as quais sdo mais estaveis,
possuindo um tempo de meia-vida maior que as espécies radicalares (Elahi et al,

2009; Paravicini e Touyz, 2008).

O desequilibrio entre os sistemas geradores de EROS (pré-oxidantes) e o sistema
antioxidante, de modo que haja predominio das vias geradoras, leva a uma condi¢ao
conhecida com estresse oxidativo (EO) (Halliwell, 2006). Essa condi¢cdo pode gerar
citotoxicidade pela formacdo excessiva de EROS resultando em uma série de
alteracdes danosas a célula, reagindo rapidamente com biomoléculas, como o DNA,

proteinas, carboidratos e lipideos de membrana, podendo causar danos



34

moleculares, como mutacbes no DNA e peroxidacdo de proteinas e lipideos

(Lambeth, 2004).

Espécies Reativas de Oxigénio Espécies Reativas de Nitrogénio

Radicalares Nao radicalares Oxido nitrico (NO*)
Hidroxila (HO®) Oxigénio (0,) C’)x-ldo n_ltroso (N,03)
Superéxido (0,*7)  Peréxido de hidrogénio (H,0,) A‘_:'d_° nltroso_(HNoz)
Peroxila (ROO") Acido hipocloroso (HOCI) Nitritos (Noz_)
Alcoxila (RO*) Nitratos (NO;7)

Peroxinitritos (ONOQO")

*Producgao de ene
*Fagocitose _ *Peroxidagao de
-Regu!agao do Efeitos (s |Ipl.de0§ de membrana
crescimento celu / *Oxidacao de
*Sinalizacao intrac proteinas, enzimas,
*Sintese de substa carboidratos, lipideos
bioldgicas de membrana e DNA

Fisiolog

Figura 5: Espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio produzidos pelo organismo,
associados aos seus efeitos fisiol6gicos, quando em baixas concentracdes, e aos
seus efeitos patolégicos em um estado de estresse oxidativo.

O EO é contrabalanceado pelo sistema antioxidante, a qual inclue enzimas, como a

superéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx)
(Figura 6) (Paravicini e Touyz, 2008), assim como, moléculas produzidas

endégenamente, como a bilirrubina, ceruloplasmina, hoérmonios sexuais,
melatonina, coenzima Q, acido Urico, além de outras que sdo ingeridas através da
dieta ou pela suplementagdo, como o acido ascérbico (vitamina C), a-tocoferol
(vitamina E), B-caroteno (precursor da vitamina A) e grupos fendlicos de plantas

(flavondides) (Schneider e Oliveira, 2004).

Ja4 tem sido amplamente reconhecido que o EO exerce um papel critico na
patogenése do reparo e do remodelamento cardiaco adverso pds-IM através de

varios mecanismos, incluindo efeitos deletérios sobre componentes celulares,
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prejuizos no metabolismo energético, alteragcbes em diversas vias de sinalizagéo e
na viabilidade do miocéardio (Sirker et al., 2016; Sun et al., 2009). As principais fontes
de EROS no miocardio isquémico sdo a mitocondria e as enzimas xantina oxidase e
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH oxidase — NOX) (Hori e

Nishida, 2009), como demonstrado na figura 6.

NADPH Oxidase Xantina Oxidase Cadeia Respiratéria
@ o Mitocondrial

o “@
ey

K

Xantina Acido Urico

O’

Figura 6: Principais vias de formacéo das espécies reativas de oxigénio (EROS) no
miocardio isquémico, e as principais enzimas do sistema antioxidante. Legenda: O2,
Oxigénio Molecular; Oz, Anion Superoxido; H20, Agua; H202, Peroxido de
Hidrogénio; SOD, Superéxido Dismutase; CAT, Catalase; GPx, Glutationa
Peroxidase; GSR, Glutationa Redutase; GSH, Glutationa Reduzida; GSSG,
Glutationa Oxidada.

Dentre esses, a isoforma da NOX-2 (também conhecida como gp91phox), se
constitui como uma das fontes mais importantes (Zhao et al., 2009; Sirker et al.,
2016). A ativacdo dessa enzima requer uma heterodimerizagao entre suas diversas
subunidades de membrana (gp91phox e p22phox) e citosélicas (p47phox, p67phox,
p40phox e Racl, uma pequena proteina GTPase) para sua completa atividade

(Lambeth, 2004; Sirker et al., 2016). Portanto, essa enzima forma um complexo
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associado a membrana que catalisa a reducdo de um elétron do oxigénio usando as

coenzimas NADH ou NADPH como doadores de elétrons (Griendling et al., 2000).

Jé foi previamente observado que essa enzima tem um importante papel na inducao
da hipertrofia cardiaca e fibrose intersticial induzido por Ang-ll (Figura 7). Esses
efeitos tém sido consistentemente demonstrados em camundongos com delecéo
génica para essa enzima (NOX-27), sendo que tanto a hipertrofia quanto a fibrose
foram inibidos nesse modelo quando submetidos a um curto periodo de infusdo com
Ang-ll (Bendall et al., 2002). Além disso, nesse mesmo modelo animal (NOX-27)
(Looi et al.,, 2008), bem como, em camundongos com dele¢do da subunidade
citosdlica p47phox (p47phox”) dessa enzima, submetidos ao IM (Doerries et al.,
2007), foi observado uma grande reducédo da fibrose intesticial, da hipertrofia do
cardiomiécito e da apoptose, em conjunto com a reducdo da dilatacdo e da
disfuncdo do VE. Adicionalmente, a expressdo dessa enzima e da subunidade
p22phox, encontram-se significativamente aumentada no miocardio de animais
infartados (Zhao et al., 2009; Almeida et al., 2014; Fukui et al., 2001). Esses
resultados sugerem que o estresse oxidativo mediado por esse complexo enziméatico
tem um papel fundamental na inducdo da disfuncédo cardiaca e do remodelamento

adverso pos-IM.

Em contrapartida a toda essa cascata de eventos que tanto predispde ao risco para
DCV, a pratica regular de exercicios fisicos tem sido amplamente associada a varios
beneficios para a saude, sendo assim, um grande aliado terapéutico em diversas
doencas do aparelho cardiovascular, bem como de outros sistemas. Nesse sentido,
a mortalidade por todas as causas sao atrasadas pela mudanca de um estilo de vida
sedentario, ou insuficientemente ativos, para aquele que atinge os niveis minimos de

recomendacao, reduzindo o risco de desenvolvimento de doenca arterial
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coronariana, acidente vascular encefalico, diabetes do tipo 2, além de algumas
formas de cancer, como o de célon e o de mama (Graber et al, 2011). Dessa forma,
podemos afirmar que a aquisicdo de um estilo de vida saudavel é considerada como

um elemento chave nas estratégias de prevencao primaria e secundaria.
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Figura 7: Mecanismo de inducédo da fibrose intersticial no tecido cardiaco apds o
infarto do miocérdio, estimulado pela Angiotensina-Il pela ativacdo do AT-1R e pelo
aumento do estresse oxidativo mediado pelo complexo da NADPH oxidase.
Legenda: Ang Il, Angotensina II; AT 1, Receptor do tipo | da Angiotensina Il; ROS,
Espécies Reativas de Oxigénio; NOX 2, NADPH oxidase 2.

Em mulheres no periodo pés-menopausa, momento em que se observa um aumento
do risco cardiovascular em decorréncia da perda da cardioprotecdo conferida pelos
estrogenos, varios sdo os relatos descrevendo os diversos efeitos benéficos
associados a pratica regular de exercicios. Estudos experimentais em modelo de
deficiéncia estrogénica, demonstraram que o treinamento fisico de natacdo melhora
a vasoconstricdo induzida pela Ang-ll (Endlich et al., 2013) e a vasodilatacdo
dependente do endotélio (Claudio et al., 2013) no leito coronariano, além de previnir
0 aumento na deposicdo de gordura corporal (Claudio et al., 2013; Endlich et al.,

2013). Além disso, em modelo de hipertensdo p6és-menopausa, Endlich et al., 2017,
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verificaram uma significativa reducdo da pressao arterial, associado com uma

melhora na reatividade vascular a Ang-1l e a Ang-1-7 em anéis de aorta.

O tratamento de pacientes infartados, atualmente, utilizam o exercicio fisico como
um dos elementos na reabilitagcdo cardiaca (Wislgff et al., 2002). Nessa perspectiva,
os programas de reabilitacdo cardiaca sdo reconhecidos como parte integral do
acompanhamento de pacientes com doenca arterial coronariana e tem recebido
recomendacao classe | de associacdes e sociedades internacionais de cardiologia,
como a American Heart Association, American College of Cardiology e Sociedade
Européia de Cardiologia, tendo o exercicio fisico consistentemente identificado como

um componente central (Anderson et al., 2016).

No entanto, apesar de ser amplamente recomendado, os resultados atuais
referentes aos efeitos globais do exercicio fisico a partir de estudos clinicos e
experimentais sobre a funcdo cardiaca e o remodelamento ventricular apés o IM em
condicdo de deficiéncia estrogénica, momento em que se observa a perda da
cardioprotecdo conferida pelos estrégenos, ainda sao escassos ha literatura,
havendo a necessidade de um maior entendimento das adaptacfes induzidas pelo
exercicio fisico nessa condicdo. Nesse sentido, os diferentes tempos de inicio do
treinamento fisico ap6s o IM é um importante parametro a ser avaliado, de maneira
que determina, principalmente, a fase do processo de expansdo do IM e do
remodelamento em que o paciente/animal se encontram, influenciando diretamente

a fungéo ventricular esquerda.

Dentro dessa perspectiva, podemos destacar o trabalho de Jugdutt et al., 1988, que
analisaram os efeitos de 12 semanas de treinamento fisico iniciados 15 semanas
apos o IM sobre parametros ecocardiogréaficos e topograficos em pacientes pés-IM.

Os autores observaram uma deterioracdo funcional e topografica do VE com o
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treinamento, caracterizados pelo aumento da distorcdo do formato, da expansao e

adelgacamento do VE.

Em contrapartida, outros estudos realizados em individuos infartados, a pratica do
exercicio foi relacionada a melhora da capacidade aerdbia (Fontes-Carvalho et al.,
2015), a reversao do remodelamento em pacientes com fracdo de ejecao
preservada (McGregor et al.,, 2015), ambos com um protocolo de treinamento de
forca e endurance, assim como, a melhora da qualidade de vida e da capacidade
funcional com o treinamento de endurance (Peixoto et al.,, 2015). Estudos em
modelos animais, demonstram também que o exercicio pode aumentar a
contratilidade e reduzir a hipertrofia do miocito com treinamento em esteira (Wislgff
et al., 2002) e melhorar o perfil inflamatério com um protocolo de treinamento
resistido (Nunes et al., 2013). Em modelo de ratas com deficiéncia estrogénica,
submetidas ao infarto do miocéardio, o exercicio fisico crénico iniciado quinze dias
apos o IM em esteira, reduziu a disfuncdo cardiaca e o remodelamento patolégico
(Almeida et al., 2014), e foi responsavel pela melhora do controle reflexo da

circulacao (Flores et al., 2010).

No entanto, embora existam alguns trabalhos demonstrando os efeitos benéficos do
exercicio fisico iniciado tanto em uma fase mais tardia (Wislgff et al., 2002; Almeida
et al., 2014), quanto em uma fase mais precoce (de Waard et al., 2007; Bito et al.,
2010), apds o infarto do miocardio, ainda ndo se tem conhecimento sobre os efeitos
do treinamento fisico iniciado precocemente apdés o IM em ratas com deficiéncia

estrogénica.

Nesse sentido, a hipétese do presente estudo é que o exercicio fisico iniciado em
uma fase mais precoce do processo de remodelamento apds a inducdo do IM em

ratas ovariectomizadas (3 dias pés-IM), possa estar associado com uma melhora
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dos parametros funcionais, principalmente com relacdo a funcéo diastélica, assim

como, uma melhora do processo de remodelamento ventricular.

Desta forma, a deficiéncia dos horménios ovarianos, caracteristica do periodo poés-
menopausal, eleva demasiadamente o risco para o desenvolvimento de DCV, uma
vez que se tem reduzida a cardioprotecdo induzida pelo estrogénio. Além disso,
mulheres que sdo acometidas pelo IM no periodo pés-menopausa, geralmente
exibem um progndostico pior quando comparadas aos homens (Piro et al., 2010),
assim como, tem um risco aumentado para complicacdes pos-IM e para o
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca (Dunlay e Roger, 2012). Portanto,
estudos dessa natureza contribuem para o melhor entendimento das adaptacbes
promovidas pelo treinamento fisico sobre o sistema cardiovascular de mulheres com
deficiéncia estrogénica acometidas pelo IM, podendo assim, utilizar o exercicio como
um grande aliado terapéutico no sentido de reduzir a morbidade e mortalidade,

assim como, promover melhoria na qualidade de vida dessa populacéo.
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2- OBJETIVOS

2.1- Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos dos diferentes tempos de inicio
de treinamento fisico apdés a inducdo do infarto do miocardio sobre a funcéo

cardiaca e o remodelamento ventricular esquerdo em ratas ovariectomizadas.

2.2- Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos de diferentes tempos de inicio do treinamento fisico apdés a

inducao do infarto do miocéardio em ratas ovariectomizadas sobre:

e A funcgéo ventricular esquerda, avaliados pela pressao ventricular sistolica e
diastélica final, além das derivadas positiva e negativa do desenvolvimento de

pressao do ventriculo esquerdo;

e A extensao do infarto do miocardio;

e O processo de remodelamento do ventriculo esquedo pés-infarto do
miocéardio, mediante a avaliacdo da hipertrofia do midcito e da deposicdo de

colageno na matriz extracelular;

e O estresse oxidativo cardiaco, mediante avaliacdo da produgéo “in situ” de
radical superoxido e a oxidacdo de proteinas promovido pelo infarto do

miocardio;
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A expressao do receptor AT-1 da angiotensina Il nas células cardiacas;

A expressao da enzima pro-oxidante gp91phox (Nox-2) no tecido cardiaco;

A expressédo das enzimas antioxidantes SOD-1, SOD-2 e catalase no tecido

cardiaco;

A atividade das enzimas antioxidantes cardiacas, superoxido dismutase e

catalase.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- Animais Experimentais

Foram utilizadas 54 ratas Wistar (Rattus Norvegicus Albinus), com 12 semanas de
idade e com peso corporal entre 220 e 260 gramas. Os animais foram fornecidos
pelo Biotério de Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade
Federal do Espirito Santo (UFES). O protocolo de pesquisa foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais do CCS da UFES sob parecer nimero

059/2012.

Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas (n=4), com livre acesso a agua e
racdo (Purina Labina®), sob condicdes de temperatura (22-24°C), e umidade (40-
60%) controladas. O ciclo de luz foi regulado para periodos de 12/12 horas

alternando entre claro e escuro.

3.2- Ovariectomia

Apoés anestesia com ketamina (70 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) i.p, as ratas foram
submetidas a uma incisdo de aproximadamente 1,5 cm na pele entre o ultimo
rebordo costal e a coxa, a um centimetro da linha mediana, seguida de uma inciséo
na camada muscular, tendo a cavidade peritoneal aberta para remoc¢ao dos ovarios
e ligadura da tuba uterina em ambos os lados. Apds o procedimento foi feita a sutura
da musculatura e da pele. Ao final do procedimento, os animais receberam uma

injecdo de antibidtico (enrofloxacino — 10 mg/kg, i.m.). Foi permitida a recuperacao
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pés-cirurgica pelo tempo de 7 dias. Para comprovacao do sucesso da cirurgia, apos

o sacrificio, o utero foi retirado e pesado umido.

3.3- Inducao do Infarto do Miocardio

O infarto do miocéardio foi obtido pela oclusdo do ramo descendente anterior da
artéria coronaria esquerda (Figura 8), conforme a técnica descrita por Pfeffer et al.
(1979). Sete dias ap0s a ovariectomia, os animais foram anestesiados com uma
mistura de ketamina (70 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). Alcancado o plano anestésico
desejavel (confirmado pela auséncia do reflexo da cérnea), uma incisao lateral no
nivel do quarto espaco intercostal foi realizada para exposi¢cao do coracao. A artéria
foi localizada e permanentemente ocluida, usando um fio de mononylon 6.0 montado
em agulha ndo traumética (Medical Line, Brasil). Apdés a oclusdo, o torax foi
imediatamente fechado com uma sutura em bolsa previamente preparada. Apos a
sutura, os animais foram monitorados continuamente por eletrocardiograma (ECG),
pelo tempo de 30 minutos, onde em posicdo supina em uma prancha, foram
colocados 3 eletrodos padrdao na pele dos animais, com 2 eletrodos na altura do
coracao sobre os membros anteriores direito e esquerdo, e o terceiro eletrodo
(neutro) sobre o membro posterior, na linha do coracdo, conectados a um sistema
de aquisicdo de dados (Adinstruments, Australia). Somente 0s animais que
demonstraram sinais claros de lesdo em decorréncia da ocluséo (monitorado pela
elevacdo do segmento ST no ECG), foram incluidos no estudo como animais
infartados. Os animais do grupo SHAM foram submetidos ao procedimento de
cirurgia ficticia, que consistiu na aplicagdo de todos 0s passos descritos

anteriormente, exceto pela oclusdo da artéria coronaria descendente anterior
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esquerda. ApGs o procedimento cirlrgico os animais receberam uma injecdo de
antibiotico (enrofloxacino - 10 mg/kg, i.m.) e o0 manejo da dor pdos-IM foi realizada
durante 2 dias mediante a injecdo de analgésico (dipirona monossodica — 100

mg/kg, s.c).
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Figura 8: llustragdo da indugéo do infarto do miocardio, demonstrando a localizagédo
proximal do ponto de oclusdo do ramo descendente anterior da artéria coronaria
esquerda.

3.4- Grupos Experimentais

Apo6s o procedimento cirdrgico de infarto do miocérdio os animais foram divididos

aleatoriamente em quatro grupos distintos (Figura 9):

1- Ratas OVX submetidas a cirurgia ficticia para a indu¢ao do IM (SHAM);

2- Ratas OVX submetidas ao IM que permaneceram sedentérias (IM);
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3- Ratas OVX submetidas ao IM e que inicaram o treinamento fisico trés dias
apos o IM (IM3+EF);
4- Ratas OVX submetidas ao IM e que inicaram o treinamento fisico quinze dias

apos o IM (IM15+EF).

A escolha dos dias para o inicio do treinamento (3 e 15 dias), foi baseado na divisdo
arbtraria das fases do remodelamento ventricular pés-IM, sendo que um grupo
iniciou em uma fase mais precoce (<72 horas), e o outro em uma fase mais tardia,

respectivamente (Sutton e Sharpe, 2000).
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Figura 9: Divisdo do grupos experimentais. Legenda: OVX, Ovariectomia; IM, Infarto
do Miocérdio; EF, Exercicio Fisico.

3.5- Protocolo de Treinamento Fisico

O treinamento fisico de corrida de intensidade baixa a moderada, foi realizado em
uma esteira motorizada (EP 131, Insight, Brasil), sem o auxilio de estimulos nocivos
(como choque de baixa voltagem, por exemplo) e dividido em duas etapas, conforme

protocolo progressivo adaptado previamente para estudos em ratas infartadas e
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ovariectomizadas (Flores et al., 2010; Almeida et al., 2014). A primeira etapa foi o
periodo de adaptacdo (10 min/dia a 0.3 km/h), com duracdo de uma semana e
aumento progressivo no tempo até o quinto dia (60 min/dia a 0.3 km/h). A partir da
segunda semana, o treinamento teve duragcdo de 60 min/dia, realizado cinco vezes
por semana. Nessa segunda etapa de treinamento, a velocidade foi gradualmente
aumentada de 0.3 para 1.2 km/h, durante oito semanas. Dessa forma, na segunda
semana, a velocidade foi aumentada para 0.5 km/h, na terceira semana para 0.7
km/h, na quarta semana para 0.8 km/h, na quinta semana para 0.9 km/h, na sexta
semana para 1 km/h, na sétima semana para 1.1 km/h e na oitava semana para 1.2
km/h. O protocolo de treinamento fisico teve inicio trés dias apds o IM para o grupo
IM3+EF, e quinze dias ap6s o infarto do miocéardio para o grupo IM15+EF (Figura

10).

Infarto Inicio do Final do
do miocardio freinamento treinamento

7 dias.
[ I ;% Sacrificio
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oVX 8 semanas ls

Inicio do Final do
freinamento treinamento

Figura 10: Desenho do protocolo experimental. Legenda: OVX, Ovariectomia.

3.6- Avaliagdo da Funcéo Cardiaca

Quarenta e oito horas apos a ultima sessdo de treinamento fisico, os animais foram

anestesiados com uma mistura contendo ketamina (70mg/kg, Agener, Brasil) e
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xilazina (10mg/kg, Bayer, Brasil) por via intraperitonial. Um cateter de polietileno
(PE50) preenchido com solugédo salina heparinizada (50 U/mL) foi introduzido na
artéria carotida direita e em seguida conectado a um transdutor de pressao (FE221
Bridge amp, ADInstruments, Austrdlia) o qual foi acoplado a um sistema de
aquisicdo de dados (Powerlab 4/35, ADInstruments, Austrélia). Primeiramente, foram
obtidos os dados hemodindmicos de frequéncia cardiaca (FC), pressao arterial
sistdlica (PAS), pressao arterial diastélica (PAD) e presséo arterial média (PAM).
Depois, o cateter foi vagarosamente introduzido no ventriculo esquerdo, onde foram
obtidos os dados de pressfes sistdlica do ventriculo esquerdo (PSVE) e presséo
diastélica final do ventriculo esquerdo (PDFVE), além da derivada méxima de
contracdo e relaxamento (+dP/dt e -dP/dt, respectivamente) (Figura 11). Apls a
avaliacdo dos parametros ventriculares, o cateter foi recuado para a artéria carétida

novamente, a fim de se verificar a integridade da valva aortica.

PSVE

dP/dt +

dP/dt -

PDFVE

Figura 11: Curva de pressao ventricular demonstrando os pontos onde foram
obtidas as variaveis. Legenda: PDFVE, Pressdo Diastodlica Final do Ventriculo
Esquerdo; dP/dt+, Derivada Positiva do Desenvolvimento de Presséo; Dp/dt-,
Derivada Negativa do Desenvolvimento de Pressdo; PSVE; Pressédo Sistolica do
Ventriculo Esquerdo.
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3.7- Coleta dos Tecidos para Pesagem, Medicdo e Armazenamento

Apébs a coleta dos dados funcionais, o animais foram sacrificados e a cavidade
peritoneal foi aberta para a remocéo dos seguintes tecidos para pesagem: coracao
(separados posteriormente para pesagem do VE), pulmdo (peso umido e seco, para
a determinacdo do percentual de agua no pulmao), Utero e os coxins de gordura
retroperitoneal, parametrial e mesentérico, as quais foram utilizadas para a o célculo
do peso total de gordura e para a determinacdo do indice de adiposidade, que foi
calculado de acordo com a férmula (gordura corporal total/peso corporal final) x 100
(Leopoldo et al., 2016). A pesagem foi realizada em uma balanca analitica digital
com precisdo de 0,0001g (Shimadzu, S&o Paulo, Brasil), e, para a pesagem do
tecido seco, o pulmao permaneceu durante 24 horas em estufa a uma temperatura
de 98° C. O musculo séleo foi removido do membro posterior direito do animal e
armazenado em freezer a -80° Celsius (C) para a posterior analise da atividade da
enzima citrato sintase, além da tibia, do mesmo membro, utilizada para a medi¢cédo
do seu comprimento com o auxilio de um paquimetro para a normalizacdo os dados
ponderais. O VE de um grupo de animais, apds a pesagem, foram armazenados em
freezer a -80° C para as analises moleculares, e de outro grupo de animais foram

estocados em formol tamponado a 10% para a execuc¢do das analises histoldgicas.

3.8- Estudo da Expresséo Proteica

3.8.1 Western Blotting para Deteccéo da Expresséo Proteica
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A técnica de Western Blotting foi utilizada para determinar a influéncia do
treinamento fisico de esteira sobre a expressao de proteinas do sistema renina-
angiotensina, do sistema pré-oxidante e do sistema antioxidante. A expressao de
todas as proteinas foram realizadas em condigbes basais, ou seja, os tecidos
cardiacos foram coletados cerca de 48 horas apos o ultimo dia de treinamento, e

conservados até o dia do experimento no freezer a -80° C.

3.8.2- Extracao, Quantificacdo de Proteinas e Preparo das Amostras

A homogeneizacdo dos tecidos cardiacos congelados foram realizados em tubos
plasticos contendo tampdo de lise (1% de Nonidet P40, 0,5% de Deoxicolato de
Sadio, 0,1% de SDS, pH igual a 7,2). Por conseguinte, foi adicionado uma pilula
contendo inibidores de proteases e EDTA (Sigma Fast, Sigma, EUA) para cada 10
mL de tampéo de lise, Na2VO4 1M e NaF 5M na proporcdo 1mL/100mg. As
amostras foram centrifugadas por 40 segundos a uma velocidade de 6500 rpm, e em
seguida centrifugados novamente durante 20 minutos a 14000 rpm a 4°C
(Eppendorff, Alemanha). O pellet formado foi descartado e a concentracdo protéica
do sobrenadante foi entdo quantificado pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951)
utilizando-se espectrofotdbmetro com absorbancia de 750nm. Comparou-se a
concentracdo proteica das amostras com uma curva de albumina sérica bovina
(BSA), em concentra¢gBes conhecidas, utilizada como padréo. A leitura da curva e de

todas as amostras foi feita em triplicata.

Preparou-se aliquotas contendo o volume necessario para uma carga de 50 ug de
proteina, além do tampédo de amostra (Lammeli 5X) (4 mL de Tris-HCI 1,5M pH 6.8,

10 mL de glicerol, 5 mL de B-mercaptoetanol, 2 g de SDS, 1mL de 1% azul de
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bromofenol). Todas as aliquotas foram padronizadas para um volume final de 15 L
completando o volume de cada uma com agua Milli-Q, quando necessario. As

amostras depois de preparadas foram aquecidas a 95° C durante 5 minutos.

3.8.3- Eletroforese e Transferéncia das Amostras

As amostras foram carregadas em géis de SDS-poliacrilamida a 10% (gel de
corrida: 0,5 M Tris HCI pH:6,8, acrilamida 40%, SDS 10%, APS 10% e Temed) e
10% (gel de entrada: 1,5 M Tris HCI pH: 8.8, acrilamida 40%, SDS 10%, APS 10% e
Temed). Apés a preparacdo dos géis, os mesmos foram imersos em um tampao de
corrida para eletroforese (25 mM de Tris HCI ,190 mM de glicina e 0,1% de SDS) e
foi realizado o carregamento com as amostras nos respectivos géis. Posteriormente,
as amostras foram submetidas a uma corrente constante de 80V por
aproximadamente 2 horas para a separacdo das proteinas pelo peso molecular
(PowerPac™ HC, BioRad, CA, EUA). Ap6s o término da eletroforese, foi feita a
transferéncia elétrica das proteinas para uma membrana de fluoreto de polivinilideno
- PVDF (Merck Millipore, EUA) em um sistema de transferéncia molhado. Para isso,
o gel, a membrana e o papel filtro foram montados em um sistema de sanduiche
banhados por uma solucdo de tampao de transferéncia que foi mantida em
aproximadamente 4° C durante todo processo de transferéncia (Tris 25mM, glicina

190mM, e Metanol 20%), com corrente constante de 100 V por 1:30 horas.

3.8.4 Incubacdo com Anticorpos Primarios e Secundarios
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Ao final da transferéncia, as membranas foram incubadas por 2 horas, a temperatura
ambiente, com solucéo de bloqueio (leite desnatado 5% em TBS-T (Tris HCI 10 mM,
NaCl 100mM e Tween 20 a 0,1%, pH 7,6), com o0 objetivo de evitar ligacdes
inespecificas com reativos ndo imunoldgicos. Em seguida, as membranas foram
incubadas pelo periodo de 4 horas a 4°C, sob agitacdo, em TBS-T adicionado com
0s anticorpos primarios policlonal anti-rabbit para o AT-1R (Diluicdo 1:200, Santa
Cruz Biotechnology, CA, EUA), policlonal anti-rabbit para gp91phox (Diluigdo 1:1000,
BD Bioscience, New Jersey, EUA), policlonal anti-rabbit para a isoforma citosélica da
enzima superoxido dismutase - SOD-1 (Diluicdo 1:1000), policlonal anti-rabbit para a
isoforma mitocondrial da enzima superoxido dismutase — SOD-2 (Diluicdo 1:500,
Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), monoclonal anti-mouse para a enzima catalase
(Diluicdo 1:2000, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e monoclonal anti-rabbit para a
GAPDH (Diluicao 1:2000, Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA), proteina que foi
utilizada como controle. Depois disso, as membranas foram lavadas trés vezes, sob
agitacdo, com solucdo TBS-T para remocao do excesso de anticorpo primario e
possivel ligacdo inespecifica. A solucdo de TBS-T foi trocada a cada 10 minutos.
Posteriormente as membranas foram incubadas por 2 horas em temperatura
ambiente sob agitacdo com os anticorpos secundarios conjugadas a enzima fostase
alcalina anti-mouse IgG (Diluicdo 1:3000, Abcam, Cambridge, MA, EUA), ou um

anticorpo anti-rabbit IgG (Diluicdo 1:7000, Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA).

3.8.5 Deteccao das Proteinas

A deteccdo das bandas das proteinas de interesse foi realizada por meio da adicdo

de uma solugédo de nitroblue tetrazolium e 5-bromo-4-chloro-3-indolyphosphate
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(NBT/BCIP system — Invitrogen, CA, EUA). Para a quantificacdo da densidade das
bandas foi utilizado o software ImageJ (National Institute of Health, NIH, EUA), e os
resultados foram calculados utilizando a relagdo entre a densidade das proteinas de

interesse corrigidas pela intensidade da proteina utilizada como controle (GAPDH).

3.9- Atividade Enzimatica da Superoxido Dismutase

A avaliagdo da atividade da SOD no tecido cardiaco foi feita de acordo com o
protocolo descrito por Misra e Fridovich, 1972. Foram adicionados 0,1 mL do
homogenato (0,25 mg/mL) a uma cubeta de quartzo contendo 1 mL do tampéao
carbonato (0,2 M, pH 10,2), 0,8 mL de KCI (0,015 M) e o volume completado com
agua para 3 mL. A reacdo foi iniciada com a adicao de epinefrina (0,025 M), a leitura
foi realizada em epectrofotdmetro a 480nm por 1 min em intervalos de 15 segundos,
de maneira simultanea foi realizado a leitura de controle contendo apenas epinefrina
e a mistura reacional. A atividade da enzima foi representada por Unidades de
SOD/mg de proteina. A dosagem de proteina foi realizada de acordo com o método

de Bradford (1976).

3.10- Atividade Enzimatica da Catalase

O ensaio da atividade da catalase foi realizado conforme o método de Nelson e
Kiesov (1972). Foram adicionados 2 mL de tampéao fosfato (50 mM, pH 7.0), junto a
aliquota do sobrenadante obtido apos a homogeneizacao dos tecidos, e em seguida
foi adicionado o substrato (H202, 3 M). A leitura foi realizada durante 1 minuto a

25°C em espectrofotometro a 240nm. A atividade da catalase foi expressa em
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AE-mint-mg?! de proteina, sendo que AE corresponde a variagdo da atividade da

enzima pelo periodo de um minuto.

3.11- Detecgao “in situ” da Producédo Cardiaca de Superoxido

A geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs) foi determinada pelo método de
fluorescéncia ao dihidroetideo (DHE), um precursor nao fluorescente, que quando é
oxidado pelo radical superéxido, forma o produto fluorescente 2-hidroxietideo (2-
E*OH), permitindo analisar a producéo ‘“in situ” de radical superéxido (Owusu-Ansah
et al., 2008). Cortes transversais do ventriculo esquerdo congelado (8 pm) foram
obtidos e colocados em laminas gelatinizadas e secos em estufa a 37°C por 20
minutos. Apos, as laminas contendo os cortes foram lavadas e incubadas com
solucéao de Krebs por 30 minutos a 37°C, em seguida, com DHE 2 uM (30 minutos,
37°C) em camara Umida e protegidos da luz. A fluorescéncia emitida foi visualizada
em microscopio de fluorescéncia invertido (Leica DM 2500 TI, Nikon Instruments
Inc., Melville, NY, EUA) equipado com camera fotografica, utilizando uma objetiva de
fluorescéncia com aumento de 100x. A intensidade da fluorescéncia gerada nas
imagens foram quantificadas pelo programa Image ProPlus, sendo o resultado
expresso como intensidade de fluorescéncia (unidades arbitrarias), normalizado pela

intensidade do background.

3.12- Avaliacdo dos Produtos Avancados de Oxidacao de Proteinas

(AOPP)
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A quantificagdo da concentragdo de AOPP foi feito em espectrofotbmetro em
amostras de tecido cardiaco dos animais, conforme protocolo descrito por Valente et
al. (2013). Para isso, as amostras foram diluidas em tamp&o PBS (1:5) diretamente
na microplaca de 96 pocos. Em seguida, foi adicionado 20 pL de &cido acético
glacial no pocgo, e realizada a leitura imediatamente em um leitor de microplacas
(BioTek — Synergy™ HTX, USA) a um comprimento de onda de 340nm. Foi gerada
uma curva padréo a partir de uma solucdo de cloramina-T na presenca de iodeto de
potassio. Todas as amostras foram avaliadas em triplicatas e expressas como

pmol/L.

3.13- Analises Histologicas

As andlises histologicas foram realizadas no Laboratorio de Endocrinologia e
Toxicologia Celular do Departamento de Morfologia da UFES. ApoOs avaliacdo da
funcdo cardiaca, os ventriculos esquerdos foram fixados em formol tamponado a
10%. Fatias transversais de aproximadamente 2 mm foram realizadas nos
ventriculos esquerdos para posteriores analises histologicas. Para a determinacéo
da hipertrofia e fibrose, cada fatia (2 mm) foi cortada em sec¢fes transversais de 4
um de espessura e coradas com picrosirius (Picrosirius Red, F3BA, Fluka, EUA)
para determinar a area ocupada por colageno e hematoxilina-eosina (Vetec, Brazil)
para determinar area de secc¢do transversa do miocito. A porcentagem de coloragéo
vermelho do Picrosirius indicou o valor percentual ocupada por colageno. Nove
areas de cada corte foram analisadas na camada subendocérdica e subepicardica.
As imagens foram obtidas com uma camera digital (Evolution, Media Cybernetics

Inc., Bethesda, EUA) acoplado a um microscopio 6ptico (Eclipse 400, Nikon) sob
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aumento de 400x. A area de secc¢do transversa do miécito, 40 a 60 midcitos
posicionado perpendicularmente ao plano da sec¢éo e tendo tanto um nucleo visivel
e uma membrana de células claramente definida e ininterrupta foram selecionados
em cada animal. Imagens celulares vistos com uma camera de video foram
projetados em um monitor e rastreado. Imagens para a quantificacdo da deposicao
de colageno e avaliacgdo da éarea de seccdo transversa do miocito foram
processadas com o software ImageJ (v. 1.43u, NIH, EUA). Para a analise da
extensdo do infarto do miocardio, o ventriculo esquerdo foi divididos em seccdes
transversais e corados com Picrosirius. As secc¢des de imagem foram digitalizadas
(Laserjet Pro M1132, HP, EUA) e também analisados com o software ImageJ. O
perimetro do epicardio relacionada a area infartada foi delimitado por coloracédo com
Picrosirius. Todos os procedimentos foram repetidos para o endocéardio. A extensao
do infarto foi apresentada como o valor percentual médio do perimetro infartado do

ventriculo esquerdo (Forechi et al. 2012).

3.14- Atividade da Enzima Citrato Sintase

Para a analise da eficacia do treinamento fisico, o muasculo s6leo do membro
posterior direito de cada animal foi removido e homogeneizado em um tampéao de
extracao fosfato (fosfato de sédio 50 mM, EDTA 1 mM e cocktail contendo inibidores
de proteases (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) com pH 7,4, centrifugadas durante 15
minutos a 12000 g e 4°C. A quantificacdo de proteina foi realizado pelo método de
Bradford (1976) utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padrdo. Apés a
quantificacdo de proteina, foi testada a quantidade de proteina a ser usada no

ensaio. Para isso, foi pipetado 7,5, 15, 30 ou 60 pg/ul de proteina em cada poco da
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placa para cultura de célula, adicionado 200 pl de mistura de ensaio e 11 pl de
substrato (oxaloacetato 0,5 mM). Para andlise das amostras foi adicionado 15 pg/ul
da amostra e em seguida a mistura de ensaio, com a placa posicionada para a
leitura foi pipetado o substrato e realizado a leitura. O tempo de duragdo do ensaio
foi de 5 minutos, realizando a leitura de cinco amostras por vez, com comprimento
de onda de 412nm e temperatura da leitura a 25°C. A atividade méaxima da citrato

sintase foi medida dentro do intervalo linear do ensaio (Alp et al., 1976).

3.15- Analise Estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da meédia (EPM). Para a
avaliacdo da normalidade da distribuicdo dos dados, foi utilizado o teste de
D’Agostino e Pearson. A taxa de sobrevivéncia foi avaliada pelo teste exato de
Fisher. As médias dos grupos referentes aos dados com distribuicdo normal, foram
avaliados pela analise de variancia de uma via (one-way ANOVA). Foi utilizado o
teste post-hoc de Fisher para multiplas comparacfes. Para a analise dos dados em
que foi observado uma distriubuicdo ndo normal, foi utilizado o teste nao-paramétrico
de Kruskal-Wallis seguido pelo teste post-hoc de Dunn’s para multiplas
comparacdes. Os valores de alfa menores do que 5% foram considerados como
estatisticamente significativos. Para a execucao dos testes estatisticos e construcao
das figuras, foi utilizado o software GraphPad Prisma 6.0 (GraphPad, San Diego,

CA, EUA).
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4- RESULTADOS

4.1- Peso Corporal e Adiposidade

O peso corporal inicial, como observado na tabela 1, ndo foi diferente entre os
grupos experimentais. Ao final do periodo de treinamento de oito semanas, 0 peso
corporal do grupo IM15+EF foi significativamente menor quando comparado aos
grupos SHAM e IM (p< 0.05). No entanto, foi observado um menor peso de gordura
dos coxins retroperitoneal, parametrial e também da gordura total nos grupos
submetidos ao treinamento (Tabela 1), comparados aos grupos SHAM e IM (p<
0.05). Em relacdo ao peso da gordura mesentérica, foi observado uma reducao
somente no grupo IM15+EF comparado aos grupos SHAM e IM (p< 0.05).
Entretanto, quando o indice de adiposidade foi avaliado, observamos um percentual
menor nos grupos treinados quando comparados ao grupo IM (p< 0.05). Esses
resultados demonstram os efeitos do treinamento fisico sobre a prevencdo do

acumulo excessivo de gordura causado pela deficiéncia estrogénica.

4 2- Taxa de Sobrevivéncia, Efetividade da Ovariectomia e do Treinamento

Fisico

A taxa de sobrevivéncia dos animais submetidos ao IM foram: grupo IM (58%),
grupo IM3+EF (89%) e para o grupo IM15+EF (93%), sendo significativamente maior
nos grupos submetidos ao treinamento fisico quando comparados ao grupo
sedentario (p= 0.025). O peso uterino foi utilizado como parametro para a avaliacdo

da efetividade da cirurgia de ovariectomia. Para tanto, ndo foram detectadas
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diferencas entre os grupos experimentais (Tabela 1), indicando assim, a efetividade
da cirurgia.

A atividade da enzima citrato sintase foi utiizado como um indicador para a
avaliacao da capacidade oxidativa muscular dos animais, com o objetivo de analisar
a efetividade do protocolo de treinamento fisico do presente estudo. Contudo, como
esperado, a atividade da enzima foi significativamente maior (p< 0.05) nos dois

grupos submetidos ao treinamento fisico (Figura 12), indicando assim, a adaptacao

promovida pelo treinamento fisico regular durante oito semanas.

Tabela 1: Parametros ponderais corporal, uterino, de adiposidade e cardiaco das ratas

ovariectomizadas.

SHAM M IM3+EF IM15+EF
PC inicial (g) 245+ 11 239+11 2335 247 £ 6
PC final (g) 325+11 329 +£10 307 £15 270 £ 227
Peso uterino (g) 0.11 £0.007 0.09 + 0.003 0.10£0.008 0.09 + 0.003
PGord retroperitoneal (g) 5.66 + 0.82 5.64 + 0.59 3.35+0.54% 3.75+0.66%
PGord parametrial (g) 9.29 +1.40 9.88+1.25 5.23 + 0.74™% 6+1.06%
PGord mesentérica (g) 7.01 £ .62 6.68 £ 0.64 5.84+0.57 4.86+0.67%
PGord total (g) 21.60+2.73 2221+232 14.43+1.71% 14.61+2.27%
indice de adiposidade (%) 6.47 +0.77 6.74 £ 0.61 4.81+0.55% 4.79+0.62%
PCor/Tibia (mg/mm) 21.31+0.72 36.58+1.37° 31.11+1.60% 31.91+3.02
VE/Tibia (mg/mm) 14.82 £0.52 18.51+1.38  19.25+1.05 16.07 +0.948
Peso do pulmao (g) 1.70 + 0.06 2.88 +0.35° 3.39+0.23° 2.42+0.258
Agua no pulmé&o (%) 80.08 +0.46 81.91+0.49° 82.51+0.28° 81.92+0.46"

Os dados sao expressos com média £+ EPM. Anadlise de variancia de uma via seguido pelo
pos-teste de Fisher. *p< 0.05 vs.SHAM; #p< 0.05 vs. IM; 8p< 0.05 vs. IM3+EF. Legenda:
IM, Infarto do Miocardio; EF, Exercicio Fisico; PC, Peso Corporal; PGord, Peso de
Gordura; PCor, Peso do Coragéo; VD, Ventriculo Direito; VE, Ventriculo Esquerdo.



60

® 6000~
12
L)
£
(D‘.'c
O .= =
§E 4000
5o
s E
gg 2000-
S 3
-c N
2
< 0-
S N & &
X & 3
MR

Figura 12: Avaliacdo da atividade da enzima citrato sintase no muasculo séleo dos
animais apdés 8 semanas de treinamento fisico. Os dados sdo expressos como
meédia £ EPM. Avaliado pela ANOVA de uma via e pés-teste de Fisher. n=5 animais
por grupo. *p< 0.05 vs. SHAM,; #p< 0.05 vs. IM. Legenda: IM, Infarto do Miocérdio;
EF, Exercicio Fisico.

4 .3- Extensao do Infarto do Miocéardio

A andlise da extensdo do IM apés a oclusdo coronariana, avaliado a area ocupada
pela cicatriz (Figura 13), demonstra que o grupo que iniciou o treinamento 3 dias
apos o infarto teve uma area de infarto significativamente maior quando comparado

aos grupos IM e IM15+EF (p< 0.05).
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Figura 13: Area de infarto cardiaca ap0s o treinamento fisico durante 8 semanas.
Os dados séo expressos como média £+ EPM. Imagens representativas dos grupos
IM (A), IM3+EF (B) e IM15+EF (C). Avaliado pela ANOVA de uma via e pos-teste de
Fisher. n= 5-6 animais por grupo. *p< 0.05 vs. SHAM; 8p< 0.05 vs. IM3+EF.
Legenda: IM, Infarto do Miocérdio; EF, Exercicio Fisico.

4.4- Hemodinamica e Funcéo Cardiaca

Os dados dos parametros hemodinamicos estdo demonstrados na tabela 2. N&o
foram detectadas diferencas entre os grupos sobre a frequéncia cardiaca. Houve
uma reducao significativa da PAD e da PAM no grupo IM, quando comparado ao
grupo SHAM (p< 0.05). Com relacdo a funcdo do VE, ndo foram observadas
diferencas entre os grupos com relacdo a pressao sistolica do VE (Figura 14-A). Por
outro lado, quando analisamos a pressao diastélica final do VE (PDFVE - Figura 14-
B), verificamos que houve um aumento significativo nos trés grupos submetidos ao

IM em relagdo ao grupo SHAM (p< 0.05), em consonancia com a reducdo das
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derivadas positiva e negativa (+dP/dt e -dP/dt, respectivamente) de pressdo do VE
(Figuras 14-C e D, respectivamente), indicando assim, a progressao da insuficiéncia
cardiaca nos grupos submetidos ao IM. No entanto, foi observado uma reducgéo
significativa na PDFVE somente no grupo IM15+EF quando comparado ao grupo IM
(p< 0.05). Em relagéo a +dP/dt, podemos verificar que ambos 0s grupos treinados
conseguiram atenuar sua reducdo ap6s o IM (p< 0.05), quando comparadas ao

grupo IM, o que n&o ocorreu com a -dP/dt.

Tabela 2: Pardmetros hemodinamicos.

SHAM IM IM3+EF IM15+EF
FC (bpm) 194 +9 180 + 15 183 +5 205 + 9
PAS (mmHg) 135+ 9 118 + 4 127 +5 124 + 4
PAD (mmHg) 105 + 6 92 +2' 98 + 2 97 +3
PAM (mmHg) 119 + 7 103 + 3* 110 + 3 109 + 3

Os dados séo expressos como média + EPM. Avaliado pela ANOVA de uma via e
pés-teste de Fisher para multiplas comparacdes. *p< 0.05 vs. SHAM. Legenda: IM,
Infarto do Miocardio; EF, Exercicio Fisico, FC, Frequéncia Cardiaca; bpm,
Batimentos por Minuto; PAS, Pressdo Arterial Sistdlica;, PAD, Pressao Arterial
Diastolica; PAM, Presséao Arterial Média; mmHg, Milimetros de Mercurio.
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Figura 14: Avaliagdo dos parametros funcionais do ventriculo esquerdo apds 8
semanas de treinamento fisico demonstrando em (A) Presséo Sistélica do Ventriculo
Esquerdo (PSVE), (B) Pressédo Diastolica Final do Ventriculo Esquerdo, (C) Derivada
Positiva do Desenvolvimento de Pressdo (+dP/dt) e (D) Derivada Negativa do
Desenvolvimento de Pressdo (-dP/dt). Os dados sdo expressos como média + EPM.
Avaliado pela ANOVA de uma via e pos-teste de Fisher para multiplas comparacdes.
n= 7-8 animais por grupo. *p< 0.05 vs. SHAM; #p< 0.05 vs. IM. Legenda: IM, Infarto
do Miocardio; EF, Exercicio Fisico; mmHg, Milimetros de Mercurio; mmHg/s,

Milimetros de Mercurio por segundo.

4.5- Avaliagdo do Colageno Intersticial e Hipertrofia do Midcito Cardiaco

Conforme visualizado na figura 15, podemos observar que houve um aumento na
deposicao de colageno intersticial induzido pelo IM nos grupos IM e IM3+EF quando
comparados ao grupo SHAM (p< 0.05). No entanto, somente o grupo IM15+EF
conseguiu previnir o desenvolvimento da fibrose cardiaca, uma vez que a deposicao

de colageno intersticial foi significativamente menor quando comparado ao grupo IM

(p< 0.05).
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Com relacdo a hipertrofia do midcito cardiaco, avaliado pela area de seccao
transversa (Figura 16), foi observado um aumento da area dos midcitos de todos os
grupo submetidos ao IM (p< 0.05 vs. SHAM). Porém, houve um aumento mais
pronunciado no grupo que iniciou o treinamento 3 dias apds o infarto, uma vez que a
area do miocito nesse grupo foi significativamente maior do que os observados nos

grupos IM e IM15+EF (p< 0.05).
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Figura 15: Avaliacdo do colageno intersticial apés o final do periodo de treinamento
fisico. Os dados sédo expressos como média + EPM. Imagens representativas dos
grupos Sham (A), IM (B), IM3+EF (C), IM15+EF (D). .Avaliado pelo teste de Kruskal-
Wallis, seguido pelo poés-teste de Dunn’s para mdultiplas comparagbes. n= 5-7
animais por grupo. *p< 0.05 vs. SHAM; #p< 0.05 vs. IM. Aumento: 400x. Barra: 200
um. Legenda: IM, Infarto do Miocardio; EF, Exercicio Fisico.
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Figura 16: Avaliacdo da area de seccdo transversa dos miécitos cardiacos apos o
final do periodo de treinamento fisico. Os dados foram expressos como média *
EPM. Imagens representativas dos grupos Sham (A), IM (B), IM3+EF (C), IM15+EF
(D). Avaliado pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pés-teste de Dunn’s para
multiplas comparages. n= 5-7 animais por grupo. *p< 0.05 vs. SHAM; #p< 0.05 vs.
IM; 8p< 0.05 vs. IM3+EF. Aumento: 400x. Barra: 50 um. Legenda: IM, Infarto do
Miocardio; EF, Exercicio Fisico.

4.6- Avaliagdo do Estresse Oxidativo Cardiaco

Para a determinacdo do estresse oxidativo cardiaco, fizemos a avaliacdo dos

produtos avancados de oxidacdo proteica (AOPP), assim como, da producdo ‘in
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situ” de radical superéxido (DHE). Como podemos observar na figura 17, houve um
aumento significativo na concentracdo de proteinas oxidadas somente no grupo que
iniciou o treinamento 3 dias apds o infarto em compara¢do com todos 0s outros
grupos (p< 0.05). Nessa mesma linha, foi observado um aumento significativo na
producdo de radical superéxido no tecido cardiaco dos animais infartados
sedentarios e naqueles que iniciaram o treinamento 3 dias apoés o infarto (p< 0.05),
guando comparados aos animais do grupo SHAM (Figura 18). Entretanto, somente o
grupo que iniciou o treinamento 15 dias apés o infarto conseguiu previnir o aumento

da producgéo de superoxido no tecido cardiaco (p< 0.05 vs. IM e IM3+EF).

AOPP (umol/L)
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Figura 17: Avaliacdo dos produtos avancados de oxidacdo proteica no tecido
cardiaco. Os dados sdo expressos como meédia + EPM. Avaliado pela ANOVA de
uma via e pos-teste de Fisher para multiplas comparacdes. n= 5 animais por grupo.
*p< 0.05 vs. SHAM; #p< 0.05 vs. IM; 8p< 0.05 vs. IM3+EF. Legenda: IM, Infarto do
Miocardio; EF, Exercicio Fisico; AOPP, Produtos Avancados de Oxidacao Proteica;
pmol/L, micromol por litro.
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Figura 18: Avaliacdo da producdo in situ de superoxido no tecido cardiaco mediante
a fluorescéncia ao dihidroetideo (DHE). Os dados sdo expressos como média *
EPM. Imagens representativas dos grupos Sham (A), IM (B), IM3+EF (C), IM15+EF
(D). Avaliado pela ANOVA de uma via e pos-teste de Fisher para mudltiplas
comparacgdes. UA= Unidades Arbitrarias. n= 5-6 animais por grupo. *p< 0.05 vs.
SHAM; #p< 0.05 vs. IM; 8p< 0.05 vs. IM3+EF. Barra: 200 um. Legenda: IM, Infarto
do Miocéardio; EF, Exercicio Fisico; UA, Unidades Arbitrarias.
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4.7- Expresséo Proteica

Avaliamos a expressao de proteinas com o objetivo de verificar alguns dos possiveis
mecanismos envolvidos com os efeitos do treinamento fisico sobre o processo de
remodelamento do VE ap6s o IM em ratas ovariectomizadas. Nesse sentido,
avaliamos a expressao do receptor AT-1R da Ang I, pelo seu papel j& reconhecido
sobre a inducdo da fibrose e da hipertrofia cardiaca, juntamente com o0 estresse
oxidativo. Dessa forma, verificamos que houve um aumento significativo na sua
expressao somente no grupo IM3+EF em comparagdo com o grupo SHAM e com o
grupo IM15+EF (p< 0.05), como pode ser observado na figura 19-A. Por outro lado,
em relacdo a expressao da proteina de membrana do complexo multienzimético da
NADPH oxidase (gp91phox), podemos verificar que houve um aumento significativo
no grupo IM comparado ao grupo SHAM (p< 0.05), que, no entanto, foi restaurado
pelo treinamento fisico em ambos os grupos (p< 0.05), conforme demonstrado na

figura 19-B.

Quando avaliada a expressao das enzimas antioxidantes SOD-1, SOD-2 e catalase
(Figuras 20-A, B e C respectivamente), nhotamos que ndo houveram diferencas entre
0S grupos relativos a expressdo da SOD-1. No entanto, houve uma reducéo
significativa na expressdo da SOD-2 no grupo IM3+EF quando comparado ao grupo
SHAM (p< 0.05), e um aumento significativo na expressdo da catalase no grupo

IM15+EF quando comparado aos grupos IM3+EF e SHAM (p< 0.05).
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Figura 19: Avaliacdo da expressao proteica do receptor AT-1R (A), e da enzima pro-
oxidante gp91phox (B), no tecido cardiaco de ratas infartadas e submetidas ao
treinamento fisico. Os dados sdo expressos como média + EPM. Avaliado pela
ANOVA de uma via e pés-teste de Fisher para multiplas comparacdes. n= 5 animais
por grupo. *p< 0.05 vs. SHAM; #p< 0.05 vs. IM; 8p< 0.05 vs. IM3+EF. Legenda: IM,
Infarto do Miocéardio; EF, Exercicio Fisico; AT-1R, Receptor do Tipo | da
Angiotensina Il.

gp91phox/GAPDH
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Figura 20: Avaliacdo da expressao das enzimas antioxidantes SOD-1 (A), SOD-2
(B) e catalase (C) no tecido cardiaco de ratas infartadas e submetidas ao
treinamento fisico. Os dados sdo expressos como média + EPM. Avaliado pela
ANOVA de uma via e pos-teste de Fisher para multiplas comparac¢des. n= 5 animais
por grupo. *p< 0.05 vs. SHAM; 8p< 0.05 vs. IM3+EF. Legenda: IM, Infarto do
Miocérdio; EF, Exercicio Fisico; SOD, Superdxido Dismutase.
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4 .8- Atividade das Enzimas Antioxidantes

A avaliagdo da atividade das enzimas antioxidantes SOD e catalase (Figura 21),
demonstra que houve uma reducao da atividade da SOD induzido pelo IM nos trés
grupos de animais infartados, quando comparado ao grupo SHAM (p< 0.05). Por
outro lado, observamos uma redugéo significativa da atividade da catalase induzida
pelo IM nos grupos IM e IM3+EF comparadas ao grupo SHAM (p< 0.05). Somente o
grupo que iniciou o treinamento 15 dias apds o IM conseguiu restaurar a atividade
da catalase, sendo assim, significativamente maior quando comparado aos grupo IM

e IM3+EF (p< 0.05).
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Figura 21: Avaliacdo da atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase
(A), e catalase (B), no tecido cardiaco apds 8 semanas de treinamento fisico. Os
dados sdo expressos como média + EPM. Avaliado pela ANOVA de uma via e pos-
teste de Fisher para multiplas compara¢fes. n= 5 animais por grupo. *p< 0.05 vs.
SHAM; #p< 0.05 vs. IM; 8p< 0.05 vs. IM3+EF. Legenda: IM, Infarto do Miocardio; EF,
Exercicio Fisico; SOD, Superéxido Dismutase.
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5- DISCUSSAO

O principal objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos dos diferentes tempos
de inicio do treinamento fisico apds o IM sobre a funcéo cardiaca e o processo de
remodelamento patolégico em ratas com deficiéncia estrogénica. Nesse sentido, 0s
principais resultados obtidos no grupo que iniciou o treinamento 3 dias apés o IM
foram: i) Houve um aumento da extensdao do infarto; i) ndo houve a
restauracdo/reducdo da PDFVE apds oito semanas de treinamento; iii) nao
houveram melhoras nos parametros de remodelamento ventricular (i.e. deposicéo de
coladgeno e hipertrofia do midcito); iv) houve um aumento na expressédo do AT-1R da
Ang-Il cardiaco; v) ndo foi observado a normalizacdo do estresse oxidativo cardiaco
induzido pelo IM; vi) ocorreu uma redugéo na expressao da isoforma mitocondrial da
enzima antioxidante superéxido dismutase (SOD-2) cardiaco; e vii) ndo conseguiu
restaurar a reducdo na atividade enzimatica antioxidante tanto da SOD quanto da
catalase induzida pelo IM. Esses resultados contrariam a hipétese inicial de que o
treinamento fisico iniciado em uma fase mais precoce do remodelamento ventricular
esquerdo pudesse estar associado a melhoria ou normalizacdo dos efeitos
deletérios induzidos pelo IM sobre a funcédo cardiaca e sobre o remodelamento do

VE.

A expansdo da éarea de infarto, que se inicia prematuramente apds a oclusédo
coronariana, € definido como o adelgacamento regional desproporcional e dilatacdo
do coracdo apds o IM, e se constitui como uma complicacéo frequente de infartos
transmurais (Whittaker et al., 1991). Esse processo, esta relacionado a ruptura
ventricular precoce, a formacdo de aneurismas no miocardio lesionado e ao

aumento do estresse sistélico e diastolico do VE (Sutton e Sharpe, 2000). Nesse



73

sentido, experimentos animais tém definido o tamanho da &rea de infarto como um
dos principais determinantes da dilatacdo, e, consequentemente, do remodelamento
do VE (Pfeffer et al., 1985), sendo um importante fator prognostico para o

desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca.

No presente estudo, observamos uma area de infarto maior no grupo que iniciou o
treinamento 3 dias ap6s o IM em comparacdo com 0s animais sedentarios e que
iniciaram o treinamento apds 15 dias. Resultados de estudos experimentais que
analisaram os efeitos do treinamento fisico sobre a expansdo do IM trazem
resultados diversos. Hochman e Healy, 1986, avaliaram a influéncia do exercicio
sobre a expansao do IM em ratos, que realizaram um treinamento de intensidade
moderada em esteira motorizada durante uma semana, por 1,5 horas, iniciando o
treinamento no mesmo dia em que foi realizada a indugédo do IM. Foi verificado que
nao houve influéncia do exercicio sobre a espessura da parede ventricular, grau de
expansao e diametro ventricular, sugerindo que o exercicio iniciado precocemente
apos o IM nao produz nenhum efeito deletério sobre o tamanho do IM e a topografia
do VE. Corroborando esses achados, Alhaddad et al., 1998, submeteram ratos
machos infartados ao treinamento de natacdo durante duas semanas, iniciado uma
semana apos o IM, e observaram que ndo houve uma aumento da espessura do
ventriculo, assim como, no grau de expanséao do IM. Por outro lado, Kloner e Kloner,
1983, também com o treinamento de natacado, detectaram um maior adelgacamento
da parede ventricular nos animais infartados treinados pelo periodo de 21 dias,
iniciando também uma semana apds o IM. No entanto, é importante notar que nos
dois primeiros estudos, o tempo total que os animais foram mantidos em exercicio
foram de apenas 1 e 2 semanas, respectivamente. Dessa forma, o tempo de

exposicao dos animais ao treinamento, poderia ter determinado esses resultados,
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uma vez que no estudo de Kloner e Kloner, 1983, o qual teve duracéo de 21 dias, ja
foi possivel notar uma alteragdo dessa variavel. Nesse sentido, Gaudron et al., 1994,
verificaram em ratos adultos que iniciaram o treinamento de natagdo precocemente
(4 dias po6s-IM), durante o periodo de 8 semanas, foi associado a um maior
agravamento do remodelamento com consequente aumento da mortalidade quando
comparados aos animais que iniciaram o treinamento mais tardiamente (21 dias pos-
IM). Em ratas com deficiéncia estrogénica (Almeida et al., 2014), o treinamento fisico
iniciado apds 15 dias, pelo periodo de 8 semanas, ndo alterou a &rea de infarto,

corroborando o resultado do presente estudo.

No entanto, diante da diversidade dos resultados observados nos estudos descritos
acima, além da escassez de estudos mais recentes e com um protocolo de exercicio
mais prolongado, no presente estudo, o0 aumento da &rea infartada nos animais de 3
dias, justifica-se, principalmente, pelo aumento na densidade do AT-1R da Ang-ll,
uma vez que, ja foi demonstrado préviamente em modelo de isquemia e reperfusao
em ratos (Parlakpinar et al., 2011) e em porcos (Jalowy et al., 2008) que o bloqueio
desse receptor com losartan e candesartana, respectivamente, reduziram
significativamente a area de infarto. Em outro estudo, Martinez e Villalobos-Molina,
2003, verificaram gque o tratamento com Losartan em ratos, iniciados 24 horas apés
o IM, reduziu drasticamente a area de infarto, limitando sua extensdo apos a

oclusao.

Os animais que foram submetidos ao IM apresentaram um aumento da PDFVE
guando comparados aos animais do grupo SHAM. Contudo, somente os animais do
grupo IM15+EF apresentaram uma redugdo significativa da PDFVE quando
comparado aos animais IM, porém, essa redugéo nao foi observada nos animais do

grupo IM3+EF. A funcdo diastolica € apontada como um importante parametro
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utilizado para a avaliacdo da perfomance cardiaca no desenvolvimento da
insuficiéncia cardiaca (Meric et al., 2014). A disfuncdo diastélica é definida como o
relaxamento anormal do VE, em decorréncia ao aumento da rigidez do VE, o que
leva ao aumento da pressdo de enchimento, e estd4 associado com a reducdo da
capacidade fisica ao exercicio, um sintoma marcante da insuficiéncia cardiaca
(Pearson et al.,, 2017). Dekleva et al., 2014, demonstraram que a disfungéo
diastélica, ou mais precisamente, a pressdo de enchimento ventricular, é
considerada como o principal determinante da capacidade fisica ao exercicio em
pacientes infartados. Portanto, em coracdes com disfuncédo diastélica, o débito
cardiaco, especialmente durante o exercicio, € limitado pelas caracteristicas
anormais de enchimento ventricular, sendo que, para um dado volume, as pressoes
ventriculares sdo elevadas, levando a congestdo pulmonar, dispnéia e edema
(Jessup e Brozena, 2003). Adicionalmente, foi demonstrado que pacientes com
disfuncéo diastdlica exibem um nivel aumentado nas concentracdes de peptideo
natriurético do tipo B (BNP), um importante marcador de insuficiéncia cardiaca, tanto
em repouso quanto imediatamente apds um teste com exercicio, sendo seus niveis
relacionados com a severidade da disfuncéo diastolica. Dessa forma, pacientes com
disfuncdo diastélica, mesmo com fracdo de ejecdo preservada, exibem um
progndéstico pior em relacdo aqueles pacientes infartados com funcdo diastdlica

preservada (Moller et al., 2008).

Os efeitos do exercicio sobre a disfuncdo diastdlica tém sido amplamente
documentados tanto em humanos, quanto em modelos experimentais. Dessa forma,
em uma recente meta-analise, em que foi incluido um total de 22 estudos clinicos
em que foram analisados os efeitos do exercicio fisico em pacientes com

insuficiéncia cardiaca foi demonstrado que, de forma geral, o exercicio fisico
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melhora os parametros de fungéo diastélica, de maneira independente do grau de
funcéo sistdlica (Pearson et al., 2017). Por outro lado, estudos experimentais tém
relatado uma série de resultados, dados a diversidade dos protocolos e dos tempos
de inicio do treinamento. Em ratos, foi demonstrado que o treinamento de corrida
(Nunes et al., 2013) e de natacdo (Nunes et al., 2008), com predominéncia aerébia e
iniciado 4 semanas apo0s o IM melhora, mas ndo normaliza a PDFVE de ratos com
insuficiéncia cardiaca, assim como, em animais que realizaram treinamento de forca
iniciados 6 semanas apos o IM (Alves et al., 2014). Libonati, 2003, observou um
deslocamento para a direita na relacdo volume-presséo diastélica final do VE em
ratos submetidos ao treinamento de intensidade moderada em esteira, iniciado 4
semanas apdés o IM, de maneira similar ao verificado com os animais controle
exercitados. Por outro lado, em ratas intactas, Wislgff et al., 2002 e Kemi et al.,
2012, ndo observaram nenhuma alteracdo da PDFVE apds o treinamento em esteira
durante 8 semanas, iniciados 4 semanas ap6s o IM. Em contrapartida, Almeida et
al.,, 2014, observaram em ratas com deficiéncia estrogénica, uma reducao
significativa da PDFVE nas ratas treinadas quando comparadas as ratas infartadas
sedentarias, que iniciaram o treinamento de esteira 15 dias apds o IM, de maneira
similar ao observado no presente estudo. Entretanto, em relacdo ao tempo de inicio
precoce do treinamento apds o IM, os dados com experimentos animais relativos a
disfuncéo diastdlica ainda sdo escassos, sendo a maior parte deles provenientes de
estudos clinicos. Em camundongos machos e fémeas intactos, que realizaram
treinamento voluntario durante 8 semanas, iniciados no mesmo dia apés a inducao
do IM, houve uma discreta melhora da funcdo cardiaca global, porém, sem
alteracOes sobre a PDFVE (de Waard et al., 2007). Em conformidade, o estudo de

Xu et al., 2008, em ratos que iniciaram o treinamento 7 dias apds o IM, os autores
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também ndo observaram alteragcbes da PDFVE, porém, houve uma melhora da —
dP/dt, enquanto que, o estudo de Gaudron et al., 1994, comparando os efeitos do
treinamento de natacdo, demonstraram que n&o houve interferéncia do exercicio
sobre a PDFVE nem em relacdo ao seu tempo de inicio (4 ou 21 dias). assim como,
em relacdo a extensao da area infartada. Assim, podemos observar que, de maneira
geral, os resultados que avaliaram os efeitos do treinamento sobre essa variavel
ainda sao controversos, porém, os estudos em que o treinamento foram iniciados
mais tardiamente, parecem demonstrar resultados mais consistentes com relagéo
aos efeitos benéficos induzidos pelo treinamento, mesmo em fémeas com

deficiéncia estrogénica, corroborando os resultados do presente estudo.

Um dos principais fatores que predispde ao desenvolvimento da disfuncao diastélica
apos o IM, é o processo de remodelamento cardiaco patoldgico (Sun et al., 2000),
caracterizado por altera¢cdées no tamanho, na forma e na funcdo do coracao (Jessup
e Brozena, 2003). Sendo assim, o0 aumento da sobrecarga cardiaca em decorréncia
da necrose dos midcitos isquémicos ativa uma série de cascatas bioguimicas e
moleculares que modulam processos reparativos, no sentido de estabilizar as forcas
distensiveis impostas ao miocardio, levando a hipertrofia do miocito, aumento da
deposicdo de colageno intersticial e dilatacdo do VE (Sutton e Sharpe, 2000),
contribuindo para o aumento da rigidez e reducéo da complacéncia do VE (Brower et
al., 2006). Portanto, os resultados decorrentes do presente estudo demonstram que
houve um aumento significativo da area de seccado transversa e da deposicdo de
colageno nos grupos submetidos ao IM. Entretanto, também foram observados a
piora da hipertrofia nos animais que iniciaram o treinamento precoce, e somente 0
grupo que iniciou o treinamento apdés 15 dias conseguiu reduzir a hipertrofia e

normalizar a deposi¢céo de colageno.
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Esses resultados, de certa forma, corroboram os dados observados na literatura, de
maneira que o treinamento de natacdo em ratos machos, iniciado 5 semanas apos o
IM, reduziu a dilatacdo do VE e atenuou a expressao da isoforma (3 da miosina de
cadeia pesada, auxiliando na reducdo da tenséo de parede (Orenstein et al., 1995),
assim como, o estudo de Portes et al., 2009, o qual foi observado em ratas intactas
que o treinamento de natacado iniciado apos 4 semanas alterou favoravelmente o
remodelamento ventricular atenuando a hipertrofia e a congestdo pulmonar em
decorréncia da melhora das fungbes contratil e de relaxamento. Gaudron et al.,
1994, verificaram um maior indice de mortalidade nos animais com grande area de
infarto que iniciaram precocemente o treinamento de natagdo, associado a um
extenso remodelamento, quando comparados aos animais que iniciaram mais
tardiamente. Do mesmo modo, em animais treinados com corrida, Wislgff et al.,
2002 e Kemi et al., 2012, demonstraram que o treinamento de endurance, iniciados
4 semanas apés o IM em ratas, causa uma atenuacdo da hipertrofia celular e
ventricular, associados a uma restauracdo da funcéo contratil, do manejo e da
sensibilidade ao calcio intracelular e melhorando o controle do calcio diastolico dos
cardiomidcitos. Além disso, em ratas com deficiéncia estrogénica, Almeida et al.,
2014, com protocolo de treinamento em esteira iniciado 15 dias apés o IM,
verificaram que houve uma normalizacdo da area de seccao transversa do midcito e
da deposicdo de colageno, em conjunto com uma reducdo da PDFVE.
Contrariamente, de Waard et al., 2007, demonstraram em camundongos submetidos
ao treinamento voluntario iniciado no mesmo dia da indugéo do IM, que ndo houve
nenhum efeito do exercicio sobre o remodelamento, apesar de atenuar a disfuncéo
global do VE. Bito et al., 2010, utilizando o0 mesmo protocolo em camundongos,

verificaram que nao houve qualquer influéncia do exercicio sobre a hipertrofia do
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midcito e sobre o remodelamento elétrico. E importante salientar que os animais
submetidos a esse protocolo voluntario, iniciaram o treinamento no mesmo dia da
inducédo do IM, e ndo foram observadas diferencas na distancia diaria percorrida
pelos animais infartados quando comparados aos animais SHAM. No entanto, outro
estudo realizado com protocolo de corrida em ratos, iniciados 1 semana apos o IM,
Xu et al.,, 2008, verificaram uma reducdo significativa na fragdo de colageno

intersticial, previnindo a fibrose, e auxiliando na preservacao da fungéo cardiaca.

Existem diversas evidéncias na literatura relatando a importancia do AT-1R da Ang Il
sobre as vias de sinalizacdo envolvidas tanto na funcdo diastolica, quanto no
processo de remodelamento do ventriculo esquerdo pos-IM. Nesse sentido, em
nosso estudo, foi observado um aumento na expressdo do AT-1R apenas nos
animais submetidos ao treinamento fisico 3 dias apds a inducdo do infarto,
associado ao aumento da hipertrofia do miécito e da deposi¢cdo de colageno. O
treinamento do grupo IM3+EF, iniciou-se em uma fase precoce do remodelamento
ventricular (dentro de 72 hs), onde as alteracdes decorrentes da expansao do infarto
resultam em um aumento na tensdo de parede sistélico e diastolico, o que por sua
vez, €& considerado como um potente estimulo hipertréfico ativado por
mecanorreceptores (Sutton and Sharpe, 2000). Dessa forma, Zou et al., 2004,
demonstraram que o AT-1R pode ser ativado pelo estresse mecanico por um
mecanismo independente da Ang Il, estimulando vias relacionadas ao crescimento
celular in vitro, e também gerando hipertrofia in vivo. Além disso, Sadoshima et al.,
1992, reportaram que o aumento do estiramento do VE, causa a liberacéo local de
Ang-ll cerca de dez minutos apds o inicio do estimulo, contribuindo ainda mais para
a ativacao do AT-1R nas células cardiacas. Sun et al., 1998, descreveram ainda que

0 aumento na producéo local de Ang-ll cardiaco em coracdes infartados via o AT-
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1R, se correlaciona com o aumento do TGF-B tanto na area infartada, quanto na
area remota ao infarto, promovendo o aumento na producéo de colageno do tipo I.
Adicionalmente, a reducao da pressao arterial em decorréncia do IM e a estimulagéo
simpatica via receptor 31, estimulam a liberagdo de renina nas células da macula

densa, aumentando a producao periférica de Ang-Il (Sutton e Shape, 2000).

Outro ponto importante a ser considerado sao as modificacdes decorrentes da
deficiéncia estrogénica, uma vez que nessa condi¢cado ocorre 0 aumento na producao
de Ang-ll e endotelina-1 pelos fibroblastos, macrofagos e pelo endotélio,
aumentando a sintese de colageno dos tipos | e Il através da estimulacédo do TGF-f3
(Pedram et al.,, 2010). Em vista ao exposto, podemos observar que no modelo
animal utilizado no presente estudo, séo diversas as vias que levam a producéo e
liberacdo de Ang-ll local e sistemicamente, assim como, a estimulagdo do AT-1R,
que € o subtipo de receptor ligante da Ang-ll predominante no sistema

cardiovascular (Dostal et al., 1997).

Em conformidade com essas observacdes, tem sido demonstrado na literatura, que
o bloqueio farmacolégico do AT-1R, resulta na reducédo da deposicédo de colageno,
da fibrose miocardica e inibicdo da hipertrofia do miécito (Ju et al., 1997; Patten et
al., 2003). Em outro estudo, Thai et al., (1999) relatam que o tratamento com
losartan previniu o desenvolvimento da fibrose intersticial e da rigidez miocardica em
ratos com IM, em conjunto com a prevencdo do aumento da PDFVE, demonstrando
assim, uma relagao importante entre o AT-1R, com o desenvolvimento da fibrose e o
aumento da PDFVE. Gonzélez et al., 2016, utilizando coelhos, verificaram que o
tratamento prévio ao IM com enalapril previniu o remodelamento ventricular na area

remota, e, consequentemente, a disfuncao diastolica.
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Estudos prévios tém demonstrado claramente que o exercicio fisico € um importante
e potente modulador do SRA no sistema cardiovascular. Dessa forma, em ratas
OVX, foi demonstrado que 8 semanas de treinamento de natacdo melhorou a
reatividade vascular do leito coronariano a Ang-Il (Endlich et al., 2013), assim como,
modulou a reatividade vascular em anéis de aorta a Ang-ll e a Ang-1-7, de maneira

independente da terapia estrogénica (Endlich et al, 2017).

Além disso, tanto em humanos quanto em ratos infartados, condicdo que aumenta a
regulacdo dos componentes do SRA, também existem varios relatos na literatura de
que o exercicio consegue normalizar o SRA. Nesse sentido, em estudo clinico
conduzido por Braith et al., 1999, os autores analisaram os efeitos do treinamento
aerébio de intensidade leve a moderada, pelo tempo de 16 semanas em pacientes
infartados, e verificaram que os pacientes treinados tiveram uma reducao de 26% na
concentragdo da Ang-ll e 32% na concentragdo da aldosterona. Em estudos
experimentais, Xu et al., 2008, demonstraram que 8 semanas de treinamento de
esteira iniciados 7 dias apds o IM reduz a expressdo da ECA e do receptor AT-1R,
em conjunto com a reducdo do remodelamento. Resultados similares foram
observados por Almeida et al., 2014, em ratas OVX que iniciaram o treinamento 15
dias apo6s o IM, onde a expressdo do AT-1R reduziu significativamente nas ratas
treinadas quando comparadas as infartadas sedentarias. Em outro estudo, Jain et
al., 2000, avaliaram os efeitos do exercicio fisico iniciados 2 semanas ap6s o IM,
associados ao bloqueio do AT-1R, demonstrando que o0 exercicio reduziu a
dilatagcdo, mas ndo previniu o adelgacamento da parede ventricular, o que foi
atingido somente quando combinado com o bloqueio do receptor. Em conjunto, 0s
resultados desses estudos indicam que, de maneira geral, independentemente do

tempo de inicio do treinamento, do genéro e do status hormonal, a préatica do
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treinamento fisico consegue contrabalancear os efeitos deletérios da Ang-ll que se
encontra elevado apés o IM, promovendo efeitos benéficos sobre o processo de
remodelamento, a medida que consegue reduzir a expressdo de proteinas e
moléculas responséveis pela fibrose e hipertrofia do miocardio. Por outro lado, como
explicar o aumento do receptor AT-1R no miocardio dos animais do grupo IM3+EF?
Essa questdo € melhor respondida levando-se em consideragdo que esses animais
encontram-se no inicio do processo de reparo cardiaco, momento em que ainda esta
ocorrendo, em menor extensdo, a expansdo do infarto, a apoptose de midcitos e
dando-se inicio a sinalizacdo para a degradacdo e sintese de colageno. Dessa
forma, a sobrecarga mecanica extra imposta ao coracao determinada pelo exercicio
fisico de maneira cronica, aumenta a sinalizacao local para a maior liberacdo de
Ang-Il, assim como, para a maior estimulagéo do receptor AT-1R (Sadoshima et al.,

1992; Zou et al., 2004).

Outro importante fator que influencia de forma direta nesse processo, que também
estd envolvido com a ativacdo do AT-1R pela Ang-ll € o aumento na formacgéo das
EROS (Lu et al.,, 2004; Griendling et al., 2000), mecanismo que desencadeia a
condicdo de estresse oxidativo no coracdo dos animais infartados. O IM, por sua
vez, € um agravo que engloba as condi¢cdes necessarias para o desequilibrio entre
as vias geradoras de EROS, que definem o termo estresse oxidativo, conforme

proposto por Haliwell, 2006.

De acordo com o0s nossos resultados, foi observado um aumento significativo do
estresse oxidativo no coragéo dos animais submetidos ao IM. No entanto, ndo houve
alteracdes desse parametro nos animais que iniciaram o treinamento precocemente,
contrario ao observado no grupo que iniciou o treinamento com 15 dias, o qual foi

observado uma normalizacdo da fluorescéncia ao DHE, assim como, dos produtos
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avancados de oxidacdo proteica (AOPP). Nesse sentido, sdo varias as vias
formadoras de EROS no sistema cardiovascular, destacando-se entre elas o sistema
da NADPH oxidase, que € estabelecida como a principal fonte de superéxido no
coracao (Xu et al., 2010), e que est4 envolvida com o aumento do estresse oxidativo
em diversas doencas cardiovasculares, incluindo o IM e a insuficiéncia cardiaca
(Griendling et al., 2000). A Nox-2 é detentora de duas subunidades de membrana
(gp91phox e p22phox), além de véarias subunidades citosélicas (p40phox, p47phox,
p67phox e Rac-1), que se associam na membrana formando um heterodimero,
tornando a enzima ativa (Lambeth, 2004), sendo investigada, no presente estudo, a

expresséo da subunidade de membrana, gp91phox.

Sobre o papel da Nox-2, estudos realizados em animais transgénicos demonstraram
haver uma grande relacdo entre o estresse oxidativo mediado por esse complexo
multienzimético e o remodelamento patolégico induzido pelo IM. Looi et al., 2008,
encontraram uma reducdo da hipertrofia, da apoptose, da fibrose intersticial e da
expressdo de fatores relacionados a deposicdo de colageno em camundongos
infartados com delecéo para o gene da Nox-2 (Nox-27). Resultados similares foram
encontrados por Dorries et al.,, 2007, em camundongos infartados com delecédo da
subunidade citosolica p47phox (p47°P"°-), Em contraste, Zhao et al., 2009, n&o
detectaram diferencas entre camundongos infartados do tipo selvagem e o
camundongo infartado knockout para gp9lphox nos parametros de estresse
oxidativo, hipertrofia, apoptose e fatores inflamatérios/fibrinogénicos, indicando que,
na deficiéncia da gp91lphox, a producdo de anion superdoxido no coragéo infartado

pode ser compensado por outras vias.

Em nosso estudo, observamos que houve um aumento na expressao da gp91lphox

no grupo IM. No entanto, ambos os grupos que realizaram o treinamento fisico
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reduziram a expressao dessa proteina quando comparados ao grupo IM. Por outro
lado, quando analisamos a expressao das enzimas antioxidantes, verificamos que
houve uma redugéo na expressao da SOD-2 e na atividade da SOD e da catalase
no grupo IM3+EF, enquanto que, no grupo que iniciou o treinamento com 15 dias
pés-IM, foi observado um aumento tanto na expressdo quanto na atividade da

catalase.

No entanto, de acordo com esses resultados, podemos explicar, pelo menos de
forma parcial, que o estresse oxidativo observado no grupo que iniciou o treinamento
com 3 dias é resultado da reducdo global do sistema antioxidante. Além disso, &
importante ressaltar que nao avaliamos nesse estudo a ativacdo enzimatica da
NADPH oxidase, uma vez que a Ang-ll, mediante a ligacdo com o receptor AT-1R, é
um potente estimulador da atividade dessa enzima. Adicionalmente, também néo
podemos descartar a hipotese de que outras vias geradoras de EROS, tais como a

da xantina oxidase e a via mitocondrial possam estar aumentadas nessas

condicles, hipbétese essa, que necessita de maiores esclarecimentos.

Ja esta bem estabelecido que uma importante adaptacdo induzida pelo exercicio
fisico praticado de forma regular é a melhora do sistema antioxidante, reduzindo as
concentracfes de EROS e, consequentemente, o estresse oxidativo. Nesse sentido,
Campbell et al., 2010, avaliaram os efeitos de um programa de treinamento aerébio
de um ano em 173 mulheres sedentarias com sobrepeso e obesidade, no periodo
pés-menopausa; e verificaram uma reducdo de um biomarcador de peroxidacao
lipidica (F2-isoprostanos), associados a ganhos marcantes na capacidade fisica
aerébica, mesmo com mudancas minimas sobre a composi¢cdo corporal. Neste
ambito, Claudio et al., (2013), em um estudos experimental, demonstraram um

aumento na expressdo das enzimas antioxidantes SOD-1 e CAT em artérias
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coronarias de ratas ovariectomizadas submetidas a 8 semanas de treinamento de

natacgao.

Em animais infartados, Xu et al. (2010), observaram que o inicio do treinamento em
esteira, 1 semana ap0s o IM, aumentou a expressdo génica da gp91lphox, assim
como, a expressao e atividade da CAT com o exercicio, comparados ao grupo
sedentério. Esse resultado foi associado a uma menor deposicdo de colageno
intersticial, reducdo da PDFVE, porém, sem alteracdes sobre a peroxidacao lipidica.
Por outro lado, estudos realizados com inicio de treinamento mais tardio, Pinho et
al., (2012), verificaram em ratos machos infartados que o exercicio fisico continuo,
de intensidade moderada, praticado em esteira durante 8 semanas, e iniciado 30
dias ap6s o IM, reduz a concentracdo de superoxido, associado a aumento da
expressédo e da atividade das enzimas antioxidantes CAT e GPx. Ranjbar et al.,
(2015), em ratos infartados, observaram que o treinamento fisico em esteira,
iniciados 4 semanas apos o IM, reduz a peroxidacdo lipidica, avaliados pela
concentracdo de malondialdeido, em conjunto com um aumento da atividade da GPx
e da melhora da funcéo cardiaca. De forma semelhante ao presente estudo, Almeida
et al., (2014), demonstraram no mesmo modelo animal do presente estudo, que o
exercicio fisico iniciado 15 dias apds o IM, reduz a expressdo da gp9lphox e
aumenta a expressao da CAT quando comparadas aos animais IM sedentarios,

associados a melhora do remodelamento e da funcao ventricular.

Dessa forma, e de acordo com os dados desses estudos, podemos verificar que a
pratica crénica do exercicio fisico consegue modulares os componentes celulares
responsaveis pela manutencdo do equilibrio redox celular. No entanto, no miocardio
infartado, os efeitos do exercicio fisico crénico sobre a reducdo estresse oxidativo

parecem ter beneficios superiores quando iniciados em uma fase mais tardia pos-IM.
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Em sintese, os resultados do presente estudo nos animais que iniciaram o
treinamento 3 dias apdés o IM, estdo relacionados diretamente ao aumento da
expressdo do AT-1R e do estresse oxidativo no tecido cardiaco, exacerbando a
expanséo do infarto, o remodelamento ventricular e, consequentemente, mantendo a
disfuncdo diastdlica induzida pelo IM. Diante disso, esses resultados sdo uma
consequéncia do aumento do estresse de parede ventricular imposta pelo exercicio
fisico sobre o coracédo infartado no momento do processo do remodelamento em que
ainda ndo ha uma estabilizacdo das forcas distensiveis impostas pelo aumento da

sobrecarga hemodinamica.
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6- CONCLUSOES

Contréario a hipotese apresentada no presente estudo, concluimos que o treinamento
fisico iniciado 3 dias ap6s o IM em ratas ovariectomizadas néo foi eficiente em
previnir as alteracdes relacionadas a deterioracdo da funcéo cardiaca e a prevencao
do remodelamento adverso do ventriculo esquerdo. Esses resultados estdo
associados ao aumento da expressdo do receptor AT-1R da Ang-ll e do estresse
oxidativo cardiaco, que, reconhecidamente, influenciam de maneira negativa sobre
esses parametros. Portanto, o tempo de inicio do treinamento fisico apds o IM em
ratas ovariectomizadas é um fator de grande importancia relacionado as alteracées
induzidas pelo IM sobre a funcdo cardiaca e o remodelamento do VE, e que deve
ser levado em consideracdo para a prescricdo de exercicios fisicos apés o IM em

condicBes de deficiéncia estrogénica.

15 dias apods o IM

ta a expressdo do AT-1R

3 dias apds o IM

~{ Previne o estresse oxidativo

Previne o aumento de coldgeno e

'.o exacerbacdo da hipertrofia

Aumento de colageno e hip

Reducdo a expressdo da SOD-2 e de (
atividade da SOD e Catalase

Aumenta expressdo e normaliza a
atividade da catalase

Figura 22: Resumo dos principais achados do estudo. Legenda: IM, Infarto do
Miocardio; PDFVE, Pressdo Diastélica Final do Ventriculo Esquerdo; AT-1R,
Receptor do Tipo 1 da Angiotensina IlI; SOD, Superdxido Dismutase.
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