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RESUMO

O periodo pdés-menopausa € caracterizado pela queda abrupta do estrogénio
circulante, isto causa mudancas fisiologicas que determinam aumento na incidéncia
de eventos cardiovasculares como o infarto agudo do miocéardio (IM). Para reverter
as alteracfes cardiovasculares ocasionadas pela menopausa, a terapia de reposicéo
hormonal (TRH) vém sendo estudado como uma opcao terapéutica para tratamento
e reducado da incidéncia de doencas cardiovasculares, entretanto, o uso da TRH
ainda é controverso. Além da TRH, o Exercicio fisico tém sido utilizado na prevencéo
e tratamento de algumas doencas. Sendo assim, 0 objetivo do presente estudo foi
avaliar os efeitos da terapia de reposicdo estrogénica (E2) de forma isolada e
associada ao exercicio fisico (EF) sobre o processo de remodelamento cardiaco em
ratas ovariectomizadas (OVX) e infartadas. Ratas Wistarforam ovariectomizadas
(OVX), seguido da inducdo do IM, sendo separadas em 5 grupos: SHAM (cirurgia
ficticia de IM); IM (Infarto do Miocardio); IM+EF (infarto do miocardio + exercicio
fisico); IM+E2 (infarto do miocardio + terapia estrogénica) e IM+EF+E2 (infarto do
miocardio + exercicio fisico + terapia estrogénica). Quinze dias apés o IM, ou cirurgia
ficticia, foram iniciados os protocolos de treinamento fisico em esteira com
intensidade leve a moderada (5x/sem.) e/ou de terapia estrogénica, com inje¢des s.c
de 17-REstradiol-3-benzoato (E2), 3 vezes por semana, durante 8 semanas. Apos 0
periodo de tratamento e/ou treinamento, os animais foram submetidos a avaliacao
hemodindmica cardiaca mediante a cateterizacdo do ventriculo esquerdo (VE),
sendo avaliadas a pressao sistolica e diastolica final do VE (PSVE e PDFVE,
respectivamente), derivadas maxima de contracdo e relaxamento do VE (dP/dt+ e
dP/dt-) e o tempo de relaxamento isovolumétrico (Tau). Além disso, foram realizadas
as analises histologicas do coracdo (colageno e area seccional transversa), do
estresse oxidativo cardiaco (AOPP), da expressao de proteinas pro e antioxidantes
por western blotting e a atividade das enzimas antioxidantes cardiacas. O IM reduziu
a PSVE, dP/dt+ e dP/dt- e aumentou a PDFVE e o Tau. O E2 nao preveniu as
alteracdes induzidas pelo IM sobre a funcéo cardiaca, mesmo quando associado ao
EF. Foi observado um aumento na dP/dt+ no grupo E2 comparado ao IM. N&o
houve mudancas na deposicdo de colageno e na area seccional transversa dos

midcitos pelos tratamentos. O aumento na AOPP, na expressao da Gp9lphox e do



receptor AT-1 promovidos pelo IM nao foram reduzidos pelo E2. N&o houve
alteracbes na expressao das enzimas antioxidantes pelo IM e nem pelos
tratamentos, enquanto que, houve uma reducdo na atividade das enzimas SOD e
catalase pés-IM. A reducdo da atividade da SOD foi prevenida somente pelo EF.
Portanto, concluimos que a E2 ndo previne as altera¢gfes induzidas pelo IM sobre a
funcdo e piora os parametros relacionados ao remodelamento cardiaco. Além disso,

0 E2 reverte os efeitos preventivos do EF quando é feito de maneira associada.

Palavras chave: Ovariectomia; Terapia estrogénica; Funcao cardiaca,
Remodelamento; Estresse oxidativo.



ABSTRACT

There is an increase in the incidence of cardiovascular events such as myocardial
infarction (MI) after menopause. However, the use of estrogen therapy (E2) remains
controversial. The aim of this study was to evaluate the effects of E2, alone and
combined with exercise training (ET), on cardiac function and remodeling in
ovariectomized (OVX) rats after MI. Wistar female rats underwent ovariectomy,
followed by MI induction were separated into five groups: S; MI; MI+ET; MI+E2; and
MI+ET+E2. Fifteen days after Ml or sham surgery, treadmill ET and/or estrogen
therapy [17-B estradiol-3-benzoate (E2), s.c. three times/week] were initiated and
maintained for 8 weeks. After the treatment and/or training period, the animals
underwent cardiac hemodynamic evaluation through catheterization of the left
ventricle (LV); the LV systolic and diastolic pressures (LVSP and LVEDP,
respectively), maximum LV contraction and relaxation derivatives (dP/dt+ and
dP/dt-), and isovolumic relaxation time (Tau) were assessed. Moreover, histological
analyses of the heart (collagen and hypertrophy), cardiac oxidative stress [advanced
oxidation protein products (AOPPs)], pro- and antioxidant protein expression by
Western blotting and antioxidant enzyme activity in the heart were evaluated. The Ml
reduced the LVSP, dP/dt+anddP/dt-but increased the LVEDP and Tau. E2 did not
prevent the MI-induced changes in cardiac function, even when combined with ET.
An increase in the dP/dt+ was observed in the E2 group compared with the MI group.
There were no changes in collagen deposition and myocyte hypertrophy caused by
the treatments. The increases in AOPP, gp9l1-phox, and angiotensin Il type 1
receptor expression induced by MI were not reduced by E2. There were no changes
in the expression of catalase caused by MI or by the treatments, although, a
reduction in superoxide dismutase (SOD) expression occurred in the groups
subjected to E2 treatment. Whereas there were post-MI reductions in activities of
SOD and catalase enzymes, only that of SOD was prevented by ET. Therefore, we
conclude that E2 therapy does not prevent the Mi-induced changes in cardiac
function and worsens parameters related to cardiac remodeling. Moreover, E2
reverses the positive effects of ET when used in combination, in OVX infarcted
female rats.

Keywords: ovariectomy, estrogen therapy, cardiac function, remodeling, oxidative
stress
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1. Introducao

Dados recentes, demonstram que as doencgas cardiovasculares (DCV) ainda
permanece entre as principais causas de morte no mundo moderno (Benjamim
et al., 2018). Estima-se que esse numero aumente para mais de 23,6 milhdes
no ano de 2030. Dentre as DCVs, o infarto do miocardio (IM) se destaca, pois é
considerado uma doenca de alta prevaléncia no mundo ocidental
(Mozaffarianet al., 2016), sendo resultado da interrup¢do do fluxo sanguineo
nas artérias coronarias, o que causa hipodxia e lesdo cardiaca (Sukumalchantra

et al. 1970).

Em 2010, o nimero de mortalidade hospitalar dos pacientes internados por IM
se manteve persistentemente elevado, com média de 15,3% do total das
internacdes registradas em todo pais Timerman et al. 2006). No Espirito Santo,

no ano 2016, morreram 815 mulheres em decorréncia do IM (Datasus, 2011).

Além disso, existe uma diferenca na prevaléncia dessa doenca entre homens e
mulheres. A prevaléncia de IM em mulheres é inferior em comparagdo com 0s
homens na mesma faixa etéria (Mendiset al., 2011), entretanto, os valores se
igualam e até mesmo se invertem em mulheres acima dos 60 anos (Kannel,
2002). Nessa idade ocorre a interrup¢ao na producdo dos hormonios sexuais
femininos, periodo conhecido como menopausa (Puzianowska-Kuznicka,
2012). Diversos estudos indicam que h& uma relacdo entre a queda na
producado de estrogénio (E2) pelas gbnadas e o desenvolvimento de IM (Piro et

al. 2010; Terrellet al. 2008; Van Eickelset al. 2003; Santos et al. 2014),
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sugerindo efeito protetor do E2 contra o IM em mulheres. Esses efeitos

benéficos do estrogénio sdo mais amplos, de forma geral os hormonios
ovarianos contribuem de forma benéfica sobre o perfil aterogénico, inflamacéo,
producdo endotelial de oOxido nitrico, além de efeitos antioxidantes. Em
conjunto, esses efeitos levam a uma cardioprotecao para o desenvolvimento de

IM em mulheres (Resanovicet al., 2013).

Estudo clinico demonstra que mulheres que sdo submetidas a cirurgia de
histerectomia ou ooforiectomia bilateral antes da menopausa, apresentam
maior risco de acometimento pelo IM (Falkebornet al., 2000). Em modelo
experimental de menopausa, a deficiéncia estrogénica esta associada a
reducdo da forca contratil apds estimulacdo com calcio e com um agonista 3-
adrenérgico (isoproterenol), sendo esses efeitos dependentes da ativacdo do
receptor AT-1 (AT-1R) da Angiotensina Il (Ang-Il), aumento na producdo das
espécies reativas de oxigénio (EROSs) e alteracdes na expressao das proteinas
responsaveis pelo manejo de calcio (Ribeiro Jr. et al., 2012; Ribeiro Jr. et al.,
2013). Nessa mesma linha, cardiomiocitos isolados de camundongos com
deficiéncia estrogénica, apresentam reducdo na velocidade de encurtamento e

relaxamento das células cardiacas (Turdiet al., 2015).

Diante dos dados apresentados na literatura, observa-se que a deficiéncia
estrogénica promove alteragBes cardiacas deletérias, o que explica, pelo
menos em parte, o aumento do risco de DCVs, especialmente do IM, em

mulheres que apresentam auséncia dos hormdnios ovarianos.

O IM é caracterizado pela reducdo no aporte de oxigénio e nutrientes no tecido
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cardiaco, promovendo lesdo e morte tecidual (Sukumalchantra et al. 1970).

Esse processo leva a um conjunto de alteracdes estruturais, bioguimicas e
eletrofisiolégicas que envolve tanto zonas infartadas quanto nao infartadas.
Esse conjunto de alteracbes sdo denominadas de remodelamento ventricular e
essas modificacdes deletérias influenciam na funcéo do ventriculo esquerdo e
de acordo com essas modificagBes havera pior progndstico pos IM (Mill et al.,

2011).

Na literatura, o processo de remodelamento apresenta-se dividido em
diferentes fases apds a obstrucdo da coronéria, sendo elas, a fase aguda
(até 72 horas apOs a obstrucdo coronariana total) e a fase crbnica que

acontece apos esse periodo (Figura 1).
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{-—.__\_W __
Fase aguda do Fase crém’ca do
remodelamento remodelamento

Fase de Reparo

Neutrdfilo Macrofago Colageno Fibroblasto MMP Neocangiogénese
Figura 1. Diferentes fases do remodelamento ventricular apés o infarto do miocéardio
(Adaptado de Vanhoutte et al., 2006). Observa-se fagocitose no tecido necrosado e
deposicao de colageno no tecido remanescente.

A fase inicial é caracterizada pelo acionamento da primeira linha de defesa,
que corresponde a ativacdo de uma cascata de respostas mediadas pela
imunidade inata e caracterizada pela participacdo de citocinas, moléculas de
adesdo e espécies reativas derivadas do oxigénio, a maioria produzida
diretamente ou indiretamente pelas células do sistema imune. (Ericksonet al.,
2008; Horiet al., 2009). As citocinas préinflamatorias liberadas, tais como,
interleucinas (IL)-6, IL-1B e o fator de necrose tumoral (TNF-a, sigla referente
ao inglés “tumor necrosisfactor”), estdo envolvidas em diversas etapas durante
0 processo de remodelamento, promovendo a inducdo da apoptose, alteracdes

na matriz extracellular (MEC) e outras modificacdes morfométricas (Segura et



al., 2014; Frangogianniset al., 2006; Stefanon, et al., 2013). ”
Ainda na fase aguda, ocorre a liberacdo de moléculas quimiotaxicas e
consequente recrutamento de células inflamatorias no local da leséo, induzindo
o processo de fagocitose do tecido necrosado. Simultaneamente, ha a
desintegracdo do colageno interfibrilar pela ativacdo de enzimas dependentes
de zinco, as metaloproteinases de matriz (MMPs) que regulam a cascata de
reparo da lesédo cardiaca pela clivagem de substratos da MEC (Vanhoutte et
al.,, 2006). Atualmente, das 11 isoformas de MMP, a isoforma MMP-9
apresenta-se elevada durante a primeira semana pos-IM (lyeret al., 2016).
Esse fato ocasiona alteracbes importantes como a perda do tecido de
sustentacao, afilamento da regiéo e dilatagdo do segmento infartado (Horiet al.,

2009; Frangogianniset al., 2006; Mill et al., 2011).

As modificagbes produzidas pela resposta exacerbada e persistente, produzem
modificacdes na matriz extracelular que irdo contribuir para as alteragfes
estruturais e funcionais cardiaca. (Stefanon, et al., 2013). As maiores
modificacdes consistem na sintese dos colagenos do tipo | e Ill e aumento do

tamanho dos cardiomidcitos, processo denominado de hipertrofia ventricular.

As modificacdes ocorridas na sintese de colageno sdo preferencialmente
mediadas por miofibroblastos, em resposta a diferentes estimulos. Estes
incluem o estresse mecanico, fatores vasoativos, tal como a Ang Il e fatores de
crescimento, tal como fator transformador de crescimento 8 (TGF-B) (Segura et

al., 2014).



24
A Ang Il € o principal efetor do Sistema Renina Angiotensina Aldosterona

(SRAA) (Sparks et al., 2014). Na via classica do SRAA, a renina circulante cliva
0 angiotensinogénio, sintetizado pelo figado, em um decapeptideo inativo, a
Angiotensina | que, por sua vez, é clivada pela enzima conversora de
angiotensina (ECA), formando um octapeptideo, a Ang Il (Huber et al., 2017).
Em condices fisioldgicas, o receptor de Ang Il tipo 1 (AT1) medeia os efeitos
classicos da Ang I, como a manutencdo da pressdo arterial e liquidos
corporais (Sparks et al., 2014). Contudo, o aumento nos niveis de Ang Il, ou
aumento na expressao do receptor AT1, pode resultar no aumento da atividade
simpatica, vasoconstricdo do musculo liso vascular, estimulacdo da liberacéo
de catecolaminas, estimulacdo da producdo de aldosterona e crescimento

celular (Husainet al., 2015; Paul et al., 2006; Santos et al., 2008).

No coracéo, a ativacao transitoria do SRAA durante a fase aguda do IM, esta
associada ao remodelamento cardiaco adverso porque induz apoptose
(Cigolaet al., 1997), hipertrofia ventricular (Liu et al., 1998; Lijnen&Petron,
1999) e aumento na producdo de colageno (Mill et al., 2003; Silvestre et al.,
1999), contribuindo assim para o comprometimento hemodinamico e para a

progressao da disfuncao cardiaca.
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Além da acdo direta da Ang Il sobre algumas vias envolvidas no

remodelamento cardiaco, Hafstad e colaboradores (2003) evidenciaram uma
outra via, em que a acao da Ang Il via receptor AT1 estimula a formacao de
anion superoxido (Oy), pela ativacdo da subunidade ( NOX2) da nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH oxidase ) e consequente
hipertrofia dos cardiomidcitos, deposicao de colageno e sinalizacdo intracelular
de calcio

no
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cardiomidcito (Figura 2).
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Figura 2. Os diferentes estimulos para a formacdo de EROs. No Box algumas respostas
ocorridas no cardiomiécito pela sinalizacdo de EROs na Insuficiéncia cardiaca. (Adaptado de
Hafstadet al., 2013).

A perda do tecido contratii desencadeia como processo adaptativo o
crescimento celular da regido proxima ao infarto, ou seja, hipertrofia dos
cardiomidcitos. A hipertrofia leva a um rearranjo estrutural de componentes da
parede ventricular, com aumento da rigidez e comprometimento da funcao
sistélica e diastélica. Estimulos tais como tensdo mecanica, ativagcdo neuro-
hormonal, citocinas e formacdo de EROs tém sido reconhecidos como
importantes para a promoc¢do da hipertrofia de miécitos (Zhaoet al., 2009;

Zornoffet al., 2009).

As EROs sdo moléculas que se formam naturalmente no nosso organismo,
provenientes do metabolismo oxidativo. Em baixas concentracdes regulam uma
grande variedade de vias de sinalizacao fisioldgicas (Sart et al., 2015). As
EROs sao divididas em 2 grupos de acordo com o seu grau de reatividade. O
primeiro grupo € composto por espécies radicalares, que sao espécies
altamente instaveis e reativas, como o Oz, radical hidroxil (OH"), radicais
lipidicos (ROO") e o 6xido nitrico (NO®) que possuem tempo de meia vida muito
curto, devido a sua alta reatividade (Halliwell, 2006). O outro grupo de EROS é
composto por espécies ndo radicalares, como o peréxido de hidrogénio (H202),
peroxinitrito (ONOO") e o acido hipocloroso (HOCL), estas possuem um tempo

de meia-vida maior que as espécies radicalares (Elahiet al., 2009; Paravicini e
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Touyz,2008). O O2" pode ser formado por diversas vias, como a NADPH

oxidase (NOX), cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, as enzimas
xantina oxidase, Oxido nitrico sintase desacoplada, ciclooxigenase e
lipoxigenase, citocromo p450, mieloperoxidase e hemoproteinas (Figura 3) (Cai

e Harrison, 2000; Elahi, 2009; Frey et al., 2009).
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Figura 3. Principais vias de formacéo das espécies reativas de oxigénio (EROS) no miocardio
isquémico (Fonte: Claudio, E. R. G., 2017).

Dentre essas, sabe-se que no miocardio isquémico a NADPH oxidase, via sua

subunidade NOX-2 (também conhecida como gp91phox), € a principal fonte

formadora de O2° (Virdiset al.,2011).

As EROs séo neutralizadas no organismo por um sistema antioxidante, o qual
inclui enzimas, como a superéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a
glutationa peroxidase (GPx) (Paravicini e Touyz, 2008), além do sistema
enzimatico, outras moléculas produzidas endogenamente, como a bilirrubina,
ceruloplasmina, horménios sexuais, melatonina, coenzima Q, &cido Urico
também auxiliam na retirada dessas substancias (Schneider e Oliveira,2004)
(Figura 4). O predominio das vias geradoras de EROs (pré-oxidante) sobre o

sistema antioxidante, leva a condi¢cdo conhecida como estresse oxidativo (EO)
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(Halliwell, 2006). A citotoxicidade causada pela formacdo excessiva de EROs

estd envolvida em uma séria de alteracbes danosas as células (Lambeth,

2004).

B— BB s

Figura 4. Conversao do anion superoxido em H20 e O2 via acdo das enzimas antioxidante.
(Fonte: Claudio, E. R. G., 2017). Legenda: 02, Oxigénio Molecular; O,", Anion Superoxido;
H20, Agua; H202, Peroxido de Hidrogénio; SOD, Superéxido Dismutase; CAT, Catalase; GPXx,
Glutationa Peroxidase; GSR, Glutationa Redutase; GSH, Glutationa Reduzida;, GSSG,
Glutationa Oxidada

A literatura demonstra que no tecido pés-infarto ha aumento na expressdo da
NOX-2, o que auxilia no aumento do estresse oxidativo cardiaco (Almeida et
al., 2014) e consequente inducdo da hipertrofia cardiaca e fibrose intersticial
induzida por Ang-ll. Esses efeitos foram evidenciados em camundongos com
delecdo génica para essa enzima (NOX-27), nesses animais tanto a hipertrofia
guanto a fibrose foram inibidos quando os animais foram submetidos a infuséo
com Ang-ll (Bendallet al., 2002). Esses resultados sugerem que 0 estresse
oxidativo mediado por esse complexo enzimético tem papel fundamental na

inducéo da disfuncdo cardiaca e do remodelamento adversopds-IM.

De fato, séo vérios os fatores e mecanismos de acdo envolvidos no processo

de remodelamento e progressao da insuficiéncia cardiaca apds o IM. Buscas
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por opcOes terapéuticas farmacologicas e ndo farmacologicas tém sido

estudadas na tentativa de novas descobertas para reduzir os agravos do
remodelamento. Em mulheres, devido a perda da cardioprotecdo durante a
menopausa, periodo caracterizado pela reducdo nos niveis de estrogénio, a

utilizacao da terapia estrogénica vem sendo amplamente estudada.

O uso da TRH, entretanto, permanece controverso na literatura (Shlipaket al.
2001; Gambaccianiet al., 2015). Estudos clinicos tém observado relagéo entre
a TRH e a reducéo de mortalidade em mulheres ap6s a menopausa (Folsom et
al., 1995; England et al, 1997;Shlipak et al, 2001). Contudo,
osefeitosbenéficospromovidos pela TRH parecemestarrelacionados com a
hipétese do tempo de inicio da terapia (Nudyet al., 2019). Um estudo conduzido
por Hodis e colaboradores (2014), discute a reducéo dos riscos para as DCV e
mortalidade em mulheres que iniciam a TRH antes da menopausa. Atualmente,
outro grupo de pesquisa demonstrou que mulheres que iniciaram a TRH com
idade menor que 60 anos apresentaram reducdo na incidéncia de mortalidade
quando comparadas com as de idade acima dos 60 anos. Porém, a reducéo da
mortalidade foi acompanhada do aumento no risco de embolia sistémica e

acidente vascular cerebral (Nudyet al., 2019).

Os mecanismos envolvidos nas acdes cardiovasculares utilizando a terapia
estrogénica (E2) ainda permanecem pouco esclarecidos. Evidéncias
demonstram efeitos antioxidantes dos hormdnios, o que promove aumento da
biodisponibilidade de oOxido nitrico endotelial (NO), gerando vasodilatacdo e

consequente reducado na resisténcia vascular periférica (Strehlow et al., 2003).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gambacciani%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25677950
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Este efeito vasoprotetor tem sido atribuido ao aumento na expressdo da

enzima Superoxido Dismutase (SOD), que é responsavel pela degradacdo do
anion superdéxido (Camposet al.,2014; Borraset al., 2010), principal radical livre
produzido nos vasos, e responsavel pela deplecdo de NO, importante agente
vasodilatador (Judkinset al., 2010). Além disso, o E2 influencia vias humorais
de controle cardiovascular, como o Sistema Renina Angiotensina Aldosterona
(SRAA) (Shenoyet al., 2009). Nickenig e colaboradores (2000), demonstraram
que O estrogénio é capaz de promover reducdo na expressado génica do
receptor AT1 em células de musculo liso vascular, sugerindo que o E2 é capaz
de modular a expressédo do AT1, e dessa forma, regular a pressao arterial e

crescimento celular.

No coracdo, estudo experimental realizado em ratas ovariectomizadas
avaliando a influéncia do 17-B estradiol na fase aguda e cronica ap6s o IM,
demonstrou que o uso da terapia E2 na fase aguda do infarto pode ser
prejudicial, resultando no aumento do tamanho do infarto (Smith et al., 2000).
Nessa mesma linha, Van Eickels e colaboradores (2003), observaram aumento
da mortalidade e do remodelamento cardiaco em camundongos fémeas
ovariectomizadas e submetidas ao MI. Por outro lado, camundongos machos
submetidos ao IM e tratados com 17-B estradiol, apresentaram reducao na
atividade da MMP-9 e aumento na expressao génica da via de sinalizacao anti-

apoptotica, Akt-Bcl-2 (Caoet al., 2011).

Além da terapia estrogénica, a préatica de exercicios fisicos (EF) regulares tem

sido sugerida como de grande importancia na prevencao e tratamento de DCV,
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inclusive para mulheres no periodo pds-menopausa (Moilanenet al. 2012;

Oliveira et al., 2013). Os beneficios do EF no periodo pés-menopausa,
descritos em estudos clinicos e em modelos experimentais de ovariectomia séo
amplos (Grindlerand Santoro 2015; Mazureket al., 2017; Endlichet al., 2013;
Moilanenet al., 2012). Em uma revisao sistematica, Grindler e Santoro (2015),
demonstraram que o EF promove melhora significativa nas varias
comorbidades cardiovasculares, como hipertensdo, doenca coronariana,
infarto, entre outros, além de fatores metabolicos como dislipidemia, diabetes e

obesidade.

Estudos experimentais em modelo de deficiéncia estrogénica, demonstraram
que o EF de natacdo melhora a vasoconstricdo induzida pela Ang Il (Endlichet
al., 2013) e a vasodilatacdo dependente do endotélio (Claudio et al., 2013) no
leito coronariano, além de prevenir o aumento na deposicdo de gordura
corporal (Claudio et al., 2013; Endlichet al.,
2013).Alémdisso,emmodelodehipertensdopds-menopausa,Endliche

colaboradores (2017) verificaram significativa reducdo na pressao arterial,
associado a melhora na reatividade vascular a Ang Il e a Ang 1-7 em anéis de
aorta. No coracao, ratas ovariectomizadas submetidas ao IM, que realizaram
oito semanas de EF de corrida apresentaram melhora da funcdo cardiaca,
associada a atenuacdo de parametros envolvidos no processo de

remodelamento (Almeida et al., 2014).

Foi demonstrado na literatura que o EF é capaz de modular diversas vias de

sinalizacdo, promovendo melhora em varios fatores regulatérios da funcao
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cardiaca ap6s o IM (Almeida et al., 2014; Adams et al., 2005; Barbosa et al.,

2012). Na terapia estrogénica, embora alguns trabalhos demonstrem efeitos
cardioprotetores do E2 (Caoet al., 2011; Paigelet al., 2011), pouco se sabe
sobre os efeitos da reposicdo com E2 na funcdo cardiaca, assim como, se a

associacado com o exercicio fisico poderia promover efeitos aditivos apés o IM.

Nesse sentido, a hipotese do presente estudo € que o tratamento com E2
associado ao EF em ratas ovariectomizadas submetidas ao IM atenua os

efeitos do remodelamento adverso.
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2 - OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo foi avaliar os efeitos da terapia de reposicdao hormonal e sua
associacdo com o EF sobre o processo de remodelacdo cardiaca em ratas

ovariectomizadas submetidas ao infarto do miocardio.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos do tratamento com E2 e sua associacdo com o EF
em ratas ovariectomizadas submetidas ao infarto do miocardio,

sobre:

e Extenséo do infarto domiocardio;

» A funcéo ventricular esquerda;

e O processo de remodelamento ventricular esquerdo;

e O estresse oxidativo cardiaco;

e Expressao de proteinas pro e antioxidantes no tecidocardiaco;

e Atividade das enzimas antioxidantes cardiacas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais Experimentais

Foram utilizadas ratas Wistar (RattusNovergicusAlbinus), com oito semanas de
idade, pesando entre 250-300 gramas. Os animais foram fornecidos pelo
Biotério do Centro de Ciéncias da Saudeda Universidade Federal do Espirito
Santo (UFES), acomodados em gaiolas coletivas(n= 5 por gaiola), com livre
acesso a agua e racao (Purina Labina, SP, Brasil). A temperatura do ambiente
(22 e 24°C) e o ciclo claro/escuro (12-12h) foram controlados. O estudo foi
aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa com Animais do Centro de
Ciéncias da Saude da UFES (CEUA-UFES; protocolo n° 059/2012), e todos os
procedimentos experimentais foram conduzidos conforme o CONSELHO
NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTA(;AO ANIMAL -
CONCEA(2016) e “Guide for theCareand Use ofLaboratoryAnimals” (2011) do

Nationallnstitutesof Health (NIH).”

3.2 Ovariectomia

A ovariectomia foi realizada em todos 0s grupos experimentais, conforme
descrito previamente (Almeida et al. 2014). Os animais foram anestesiados
com uma mistura de Cetamina e Xilazina (50 mg/kg e 10 mg/kg,i.p.,
respectivamente). Apds a anestesia, foi realizada uma incisdo na pele, entre o
altimo rebordo costal e a coxa a um centimetro da linha mediana, seguida de

uma incisdo na camada muscular e exposicdo da cavidade peritoneal para a
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remocao dos ovarios (ovariectomia) e ligadura da tuba uterina em ambos os

lados.

ApoOs o0 procedimento, a musculatura e a pele foram suturados e limpos e os
animais receberam uma injecéo de antibidtico (Enrofloxacina — 2,5% - 0,1 mL —
intramuscular - i.m.). Para comprovacdo do sucesso da cirurgia, ap0s o

sacrificio, o utero foi retirado e pesado umido.

3.3 Inducéo do Infarto do Miocardio

Sete dias ap6s a ovariectomia, 0s animais foram novamente anestesiados com
Cetamina e Xilazina (50 mg/kg e 10 mg/kg,i.p., respectivamente). Alcancado o
plano anestésico desejavel (confirmado pela auséncia do reflexo da cornea), os
animais tiveram seus membros fixados na mesa cirdrgica em posi¢cao supina.
Apéds a assepsia do local, foi realizado uma incisdo na pele para exposicao e
dissecacdo dos musculos intercostais. Uma sutura em forma de bolsa foi
preparada previamente para o rapido fechamento da incisédo cirlrgica. Uma
incisdo lateral no nivel do quarto espaco intercostal foi realizada para
exposicdo do coracdo. O coracdo foi exteriorizado e a artéria coronaria
descendente anterior esquerda permanentemente ocluida por um fio de
mononylon 6.0 montado em agulha n&o traumatica (figura 5). Apds a ocluséo, o
torax foi imediatamente fechado.A confirmacdo de lesGes decorrentes da
oclusdo foi monitorada através do eletrocardiograma, e somente 0s animais
que apresentaram sinais claros de alteragcdes no segmente ST (intervalo entre o
fim da despolarizacdo e o inicio da repolarizacdo ventricular), foram utilizados no

estudo. Para os animais que sinais de ventilagdo pulmonar (frequéncia
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respiratoria), foi realizada uma ventilagdo mecanica com uma mascara de

borracha aplicada diretamente sobre os orificios nasais.

O grupo SHAM (S) foi submetido ao procedimento de cirurgia ficticia, que
consistiu na aplicacdo de todos os passos descritos anteriormente, exceto
a oclusdo da artéria coronaria. Apos o procedimento cirlrgico os animais
receberam uma injecdo de antibiético (enrofloxacino - 10 mg/kg, i.m.) e 0
manejo da dor pés-IM foi realizada durante 2 dias mediante a injecéo de

analgésico (dipirona monossoédica — 100 mg/kg, s.c).

Figura 5. Induc¢do do infarto do miocardio com a oclusdo do ramo descendente anterior da artéria
coronadria esquerda com um fio mononylon 6.0.

3.4 Grupos Experimentais
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Duas semanas apo0s a inducao do infarto do miocéardio ou cirurgia ficticia, os

animais foram separados aleatdériamente nos seguintes grupos (n = 10 cada):
Grupo Sham (S), grupo infartado sedentario (IM), grupo infartado submetido ao
treinamento fisico (IM+EF), grupo infartado submetido a terapia de reposicao
estrogénica (IM+E2) e grupo infartado submetido ao treinamento fisico e a

terapia estrogénica (IM+EF+E2) (Figura 6).

IM+EF
—&X
IM+E2

el

OVX IM+EF+E2
AN s S
SHAM l
\ -l

Figura 6.Representacdo esquemadtica da distribuicdo dos grupos. OVX, Ovariectomia; IM, Infarto do
Miocdrdio; EF, Exercicio Fisico; E2, Terapia Estrogénica.

3.5 Protocolo de Treinamento de Corrida em Esteira

O treinamento de corrida foi realizado em uma esteira elétrica (EP 131, Insight,
Brazil), iniciandoduas semanas ap6s a inducdo do infarto do miocérdio,

conforme descrito previamente (Almeida et al. 2014).
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O treinamento foi dividido em duas fases. A primeira foi dedicada a um periodo

de adaptacdo por uma semana (10 min/dia a 0,3 km/h) com aumento
progressivo do tempo até o quinto dia, atingindo o tempo maximo de 60
minutos. A partir da segunda semana, a duracdo do exercicio foi mantida
constante (60 min/dia) e a intensidade do exercicio foi gradualmente
aumentada a partir de 0,3 km/h, durante periodo de treinamento até atingir a
velocidade de 1,2 km/h. O exercicio fisico foi realizado 5x por semana durante

o periodo de oito semanas, com intensidade de leve a moderada (Figura 7).

3.6 Terapia de Reposicdo Estrogénica

Duas semanas apo0s a inducao do IM, a terapia estrogénica (E2) foi iniciada
com injecdes subcutaneas de estradiol-3-benzoato (5 pg; Sigma Chemical, St.
Louis, MO, EUA), diluido em 0,1 mL de 6leo de milho (utilizado como veiculo),
trés vezes por semana, pelo periodo de oito semanas (Saengsirisuwanet al.
2009). Os grupos que nao foram submetidos a terapia receberam o mesmo
volume contendo somente o veiculo (6leo de milho). Antes do inicio do EF e

terapia com E2, os animais foram pesados para avaliacdo do peso corporal

InicioE2 |

24

7 dias 15 dias 8 semanas S

| I L
| I | [

Infarto Inicio do Final do

ovX do miocérdio treinamento treinamento Sacrificio

inicial (PCI)

Figura 7. Representacdo de todo protocolo experimental. Legenda: OVX, Ovariectomia;
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3.7 Avaliacdo da Funcao Cardiaca

Vinte e quatro horas apds o ultimo dia de treinamento de corrida e tratamento
E2, os animais foram pesados para avaliacdo do peso corporal final (PCF).
Apds isso, os animais foram anestesiados com Cetamina e Xilazina (50 mg/kg
e 10 mg/kg i.p., respectivamente). Apoés atingir a ponto anestésico, 0s animais
foram fixados em uma mesa cirdrgica na posi¢do supina para o procedimento
de cateterizagdo ventricular esquerda, conforme descrito por Resendee

colaboradores (2007).

A avaliacdo da funcédo do ventriculo esquerdo (VE) foi realizada atravées da
introducdo de um cateter de polietileno (PE50) preenchido com solucéao salina
heparinizada (50 U/mL — Ariston Heparina Soédica, S&o Paulo, SP, Brazil) na
artéria cardtida esquerda, e, em seguida conectado a um transdutor de presséo
(FE221 Bridge Amp, ADInstruments, Australia) acoplado a um sistema de
aquisicdo de dados (Powerlab 4/35). O cateter foi conduzido cuidadosamente
ao VE, onde foram obtidas as pressoes sistélicas (PSVE) e diastodlica final
(PDFVE), a derivada méxima de contracdo e relaxamento (dP/dt+ e dP/dt-,
respectivamente), além do Tempo de Relaxamento Isovolumétrico (TAU)
(Figura 8). Ap6s a avaliacdo da funcdo ventricular o cateter foi recuado

novamente para a artéria carotida para verificar a integridade da valva aértica.
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PSVE

dP/dt +

dP/dt -

PDFVE

Figura 8. Figura representativa de uma onda de pressdo ventricular, delimitando os pontos de onde
foram obtidas as variaveis. PDFVE, Pressdo Diastdlica Final do Ventriculo Esquerdo; dP/dt+, Derivada

Positiva do Desenvolvimento de Pressdo; Dp/dt-, Derivada Negativa do Desenvolvimento de Pressio;
PSVE; Pressao Sistodlica do VentriculoEsquerdo.

3.8 Coleta de tecidos

ApoOs a avaliagdo hemodinamica, os animais foram eutanasiados por overdose
anestésica (100 mg/kg e 20 mg/kg i.p., respectivamente). O coragdo foi
rapidamente removido, lavado em solucédo salina, os atrios e os ventriculos
foram separados. O ventriculo esquerdo foi armazenado em tampéao formalina
a 10%para as analises histoldgicas ou em freezer a -80° Celsius (C) para as
avaliacbes de expressado proteica e estresse oxidativo. Os pulmdes foram
retirados, limpos, secados e pesados. Em seguida foram levados a estufa, a
uma temperatura de 98° C, por um periodo de 24 horas, para a determinacéo
do percentual de agua (Lutz, 2008).0 utero foi retirado e pesado para verificar

a eficiéncia da terapia estrogénica.A pesagemdos tecidos foi realizada em uma
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balanca analitica digital com precisdo de 0,0001g (Shimadzu, Sao Paulo,

Brasil).

3.9 Determinacdo da expressdo proteica pela técnica de

Western Blotting

A técnica de Western Blotting foi utilizada para analise da expressao de

proteinas do sistema pré-oxidante e do sistema antioxidante no VE.

As amostras do VE foram homogeneizadas em tampéo de lise contendo: NaCl
(150 mM), Tris-HCI (50 mM), EDTA.2Na (5mM), MgCl, (ImM) e inibidor de
protease (Sigma Fast, Sigma Aldrich, EUA).A concentracdo de proteina foi
determinada pelo método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando a albumina

de soro bovina (BSA) como padréo.

3.10 Eletroforese e Transferéncia das amostras

Quantidades iguais de proteina (50 ug) foram submetidas a eletroforese em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE) 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). Apds a
preparacao dos geéis, 0s 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. Em seguida,

as amostras foram submetidas a uma corrente constante de 80V por
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aproximadamente 2 horas e 30 minutos para a separacao das proteinas pelo

peso molecular (PowerPac™ HC, BioRad, CA, EUA). Apds a eletroforese, as
proteinas foram transferidas para membranas de fluoreto de polivinilideno
(PVDF) durante periodo de 2:30 h a 60 V em um sistema de blotting umido.
Para isso, o gel, a membrana e o papel filtro foram montados em um sistema
de sanduiche banhados por uma solucdo de tampéo de transferéncia que foi
mantida em aproximadamente 4° C durante todo processo de transferéncia

(Tris 25mM, glicina 190mM, e Metanol 20%).

3.11 Incubacao com os Anticorpos

Apés a transferéncia, foi realizado o bloqueio da membrana com TBS-T + leite
desnatado (5%) (Tris HCI 10 mM, NaCl 100mM e Tween 20 a 0,1%, pH 7,6)
por 2:30 horas, para evitar ligacdes inespecificas de outras proteinas. Depois,
as membranas foram lavadas e incubadas por 4 horas com anticorpos
monoclonais de camundongo para a catalase (CAT; 1:2000; Sigma, EUA),
anticorpospoliclonais de coelho para superdoxido dismutase (SOD-2; 1:500;
Sigma, USA), GP91phox (1:1000; BD, New Jersey, USA) e AT-1 (1:500; Santa
Cruz Biotechnology, CA, USA).Apos, as membranas foram lavadas trés vezes,
sob agitacdo, com solugdo TBS-T para remocdo do excesso de anticorpo
primério e possivel ligagdo inespecifica. A solu¢cdo 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-mouselgG (Diluigao 1:3000, Abcam, Cambridge,

MA, EUA), ou um anticorpo anti-rabbitlgG (Diluicao 1:7000, Santa Cruz
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Biotechnology, CA,EUA), de acordo com as especificagdes dos fabricantes dos

anticorpos.

3.12 Deteccéo das Bandas de Proteinas

As bandas foram visualizadas usando um sistema de nitro-
bluetetrazoliumchloride/ 5-bromo-4-chloro-3'-indolyphosphate p-toluidine
(NBT/BCIP) (Invitrogen Corporation, CA, EUA) e quantificada utilizando o
software ImageJ (Nationallnstituteof Health, NIH). As mesmas membranas
foram usadas para determinar a expressdo B-actina utilizando anticorpo
monoclonal de camundongo para B-actina (1:5000; Sigma, EUA), e os
resultados foram calculados utilizando a relagdo entre a densidade das
proteinas de interesse corrigidas pela intensidade da proteina utilizada como

controle (B-actina).

3.13 Determinacdo dos produtos avancados de oxidagcédo de

proteinas

Os produtos avancados de oxidacdo proteinas (AOPP) foram determinados no
tecido cardiaco por espectrofotometria. O tecido cardiaco foi homogeneizado e
diluido (1:5) em tampao fosfato (PBS; pH 7,4). Em seguida, 200 uL da amostra
foi adicionada a uma placa de 96 pocos, juntamente com 10 pyL de iodeto de
potassio (1,16 M) e 20 pyL de acido acético glacial. A leitura foi feita
imediatamente em 340 nm em leitor de Elisa (Filter Max F5 Multi-
ModeMicroplateReaders, Molecular Devices, California, EUA). O branco foi

preparado substituindo a amostra por PBS e posteriormente os valores das
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amostras foram subtraidas pelo branco. As concentracdes de AOPP foram

expressas como UM de Cloramina-T/ug de proteina (Valente et al. 2013).

3.14 Atividade das Enzimas Antioxidantes

A avaliacdo da atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT foi realizada
por meio da técnica de espectrofotometria. Para a determinacdo da SOD foi
utilizada a técnica descrita por MisraandFridovich(1972), que se baseia na
auto-oxidacdo da epinefrina. Para tanto as amostras do tecido cardiaco,
previamente homogeneizadas, foram misturadas ao meio reacional contendo
tampdao carbonato (0,2 M; pH 10.2) e KCI (0,015 M). A reacéo foi iniciada ao
adicionar solucédo de epinefrina (0,025 M), a leitura foi realizada a 480 nm em
intervalos de 15 segundos por 1 minuto em espectrofotometro (T80+ UV/VIS
Spectrometer, PginstrumentsLtd, UK). O resultado foi expresso como
USOD/mg proteina, sendo que uma unidade de SOD foi considerada a

quantidade capaz de reduzir em 50% a auto-oxidacdo da epinefrina.

Para a avaliacido da atividade da Catalase, foi utilizado o método descrito por
Aebi(1984). Brevemente, 40 uL de peroxido de hidrogénio (0,066 M) foi
adicionado ao meio reacional contendo 3 mL de tampé&o fosfato (0,050 M; pH
7,4). Posteriormente, 60 yL da amostra foi misturado e a leitura foi realizada
em 240 nm e registradas a cada 15 segundos durante o tempo de um minuto
(T80+ UVIVIS Spectrometer, PginstrumentsLtd, UK). Os resultados foram
expressos como coeficiente de extingdo do peroxido por minuto (AE.min/mg

proteina).
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3.15 Avaliacéao histolégica

As analises histolégicas foram realizadas no Laboratorio de Endocrinologia e
Toxicologia Celular do Departamento de Morfologia da UFES. Apos avaliacéo
da funcdo cardiaca, os ventriculos esquerdos foram fixados em formol

tamponado a 10% para analises histolégicas posteriores.

3.16 Hipertrofia Cardiaca e Deposicéo de Colageno

O tecido foi mantido em tampao formalina e em seguida foram processados e
incluidos em parafina. Cortes transversais foram feitos (4 um) e corados com
hematoxilina e eosina (H/E) e PicrosiriusRed para a avaliacdo da hipertrofia
cardiaca e da area ocupada por colageno, respectivamente. A porcentagem de
coloragdo vermelho do Picrosirius indicou o valor percentual ocupada por
coldgeno. Nove areas de cada corte foram analisadas na camada
subendocardica e subepicardica. As imagens foram obtidas com uma camera
digital (Evolution, Media Cybernetics, Inc., Bethesda, MD, EUA) acoplado a um
microscoépio optico (Eclipse 400, Nikon) no aumento de 400 vezes. A area de
seccdo transversa do miocito, 40 a 60 midcitos posicionados
perpendicularmente ao plano da secc¢éo e tendo tanto um nucleo visivel e uma
membrana de células claramente definida e ininterrupta foram selecionados em
cada animal. Imagens celulares vistas com uma céamera de video foram
projetadas em um monitor e rastreadas. Imagens para a quantificacdo da
deposicdo de colageno e avaliacdo da area de secc¢do transversa do midcito

foram processadas com o software ImageJ (NIH, EUA).
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3.17 Avaliacdo da Area de Extens&o do Infarto

Para analise da extensdo do infarto do miocardio, o ventriculo esquerdo foi
dividido em seccbes transversais e corados com Picrosirius. Apés este
procedimento, as secc¢des da imagem foram digitalizadas (Laserjet Pro M1132,
HP, EUA) e analisadas com o software ImageJ (NIH, EUA). O perimetro do
epicardio relacionado a éarea infartada foi delimitado pela coloragdo com
Picrosirius Red. Todos os procedimentos foram repetidos para o endocardio. A
extensdo do infarto foi apresentada como o valor percentual médio do

perimetro infartado do ventriculo esquerdo (Fraccarolloet al., 2008).

3.18 Analise Estatistica

Os dados sdo apresentados como meédia + erro padrdo da média (EPM). A
distribuicdo dos dados foi avaliada pelo teste de D Agostino e Pearson. As
meédias dos pesos de Orgaos, da expressdo proteica e dos parametros
hemodinamicos foram avaliadas por analise de variancia de uma via (ANOVA),
seguido pelo teste post-hoc de Fisher. As analises histologicas foram avaliadas
pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, seguidos pelo teste post-hoc de
Dunn’s. A extensdo do infarto foi avaliada pelo teste de Mann-Whitney. Os
valores de alfa menores do que 5% foram considerados como estatisticamente

significativos.
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RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliacao dos dados ponderais e hemodinamica

ApOs as oitos semanas do protocolo experimental, as primeiras analises foram
realizadas. Conforme apresentado na Tabela 1, a massa corporal dos
animaisestava igual no inicio do protocolo. Ao final do protocolo experimental
nao houve diferencas significativa na massa corporal nos animais do grupo IM
quando comparado ao S, entretanto, os animais que receberam E2 isolada ou
em associacdo com o EF, apresentaram reducdo na massa corporal final
(p<0.05 vs. IM e S). Nao foram observadas diferencas significativas no PCF
entre 0s grupos que realizaram o EF comparado aos grupos S e IM.
Comparando o efeitos dos tratamentos sobre o PCF, foi observado que os
animais tratados com E2 apresentaram reducdo do PCF quando comparado
aos animais que IM+EF e, quando associado EF e E2 pds IM, observa-se uma

significativa reducdo quando comparado aos grupos IM e Sham.

Para avaliar a congestdo pulmonar em decorréncia do IM, foi realizado o peso
umido e seco do pulmdo. Como esperado, pode-se observar que houve
aumento no conteddo de agua nos pulmdes no grupo IM, esse aumento foi
mantido quando houve a associacao entre E2 e EF (p<0.05 vs. S) (Tabela 1).

Contudo, quando avaliados os tratamentos de forma isolada, tanto do grupo



51
que realizou o EF quanto a terapia com E2, nao foi observado o acumulo de

agua nos pulmades.

O peso do utero foi utilizado para avaliar a eficacia da terapia estrogénica. Foi
observado que os grupos que realizaram a terapia estrogénica (IM+E2 e
IM+EF+E2) apresentaram aumento no peso umido do utero comparado aos

grupos S, IM e IM+EF (p<0.05). Esses dados confirmam a eficacia tanto da

Tabela 1: Efeitos do EF e E2 sobre os parametros ponderais das ratas OVX e IM.

s ] IM+EF IM+E2 IM+EF+E2
N=10 N=10 N=10 N=10 N=10

PC Inicial (g) 2354+ 151 2157+ 8,5 2114+ 4,8 211,7+ 11,9 2223+ 88
PC Final{g) 336,6+ 5,9 332+ 84 3306+ 11,4 2871+ 76 %% 2566+ 6,8 *418
PU 0,1212 + 0,008 0,0922 + 0,004 0,0927+ 0,004 04894+ 0,038*#t 04025+ 0,024 * #7135
Pulm3o (g) 1,70+ 0,05  2,02+0,2325 2,42+0,32 2,51+025* 267+0A7*
Pulmao/PC (mg/g) 495+023 10,73+128* 683+0,77% 10,8+ 1,39 * 1 11,54+ 1,84 * 1
% Agua no Pulmio 80,08+ 0,45 82+ 0,66* 81,81+ 0,49 81,49+ 0,56 82,26+ 0,72 *

ovariectomia quanto da terapia de reposicdo com E2.

Dados sdo expressos como média + EPM. Avaliado pela ANOVA de uma via e pds-teste de Fisher para multiplas
comparacgdes. PC, peso corporal; PU, peso do utero. * p<0.05 vs. S; # p<0.05 vs. IM; § p<0.05 vs. IM+E2; T p<0.05
vs. IM+EF.

Os parametros hemodinamicos oito semanas ap0s o exercicio fisico e terapia
estrogénica estdo mostrados na tabela 2.Na avaliacdo das pressdes arteriais
diastolica (PAD), sistélica (PAS), da pressdo arterial média (PAM) e da
frequéncia cardiaca, ndo foram detectadas diferencas significativas entre os

grupos.
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Tabela 2.Parametros Hemodinamicos oito semanas apos exercicio fisico e terapia estrogénica.

S M IM+EF IM+E2 IM+EF+E2
N=10 N=10 N=10 N=10 N=10

FC (bpm) 200+ 30 139+ 28 154 + 21 1707 193+ 12
PAS (mmHg) 124 £ 11 108 £ 15 1189 1M3+3 120+ 3
PAD {(mmHg) 94 £10 81+12 94+8 87 11 96 +2
PAM (mmHg) 108 + 10 92 +13 1049 99 +2 106+ 3

Os dados sdo expressos como média + EPM. Avaliado pela ANOVA de uma via e pds-teste de Fisher para multiplas
comparagdes. Legenda: IM, Infarto do Miocdrdio; EF, Exercicio Fisico, E2, terapia Estrogénica; FC, Frequéncia
Cardiaca; bpm, Batimentos por Minuto; PAS, Pressdo Arterial Sistolica; PAD, Pressdo Arterial Diastdlica; PAM,
Pressao Arterial Média; mmHg, Milimetros de Mercurio.

4.2 Area de infarto.

Foi observado um aumento significativo do percentual da area infartada nos
grupos que realizaram a terapia estrogénica, associada ou nédo ao EF (p<0.05
IM) (Figura 9). Avaliando os efeitos do EF isolado, foi observado que o EF foi
capaz de prevenir o aumento da extensdo da area de infarto, apresentando
valores similares ao grupo IM (p> 0.05). Contudo, quando associado a terapia

estrogénica, o efeito preventivo do EF foi abolido (p< 0.05 vs. E2).

O efeito da terapia estrogénica, mostra que o tratamento com E2 aumenta a
extensdo da area infartada e quando associadoao EF pode intensificar essa
resposta quando comparado aos demais grupos (p<0.05 vs. IM, IM+EF e

IM+E2).
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Figura 9. Anadlise histolégica da drea de extensdo do IM. As imagens representativas sdo demonstradas
de A-D, os resultados do percentual de extensdo no grafico E. Os dados sdo expressos como média *
EPM. Avaliado pela ANOVA de uma via e pds-teste de Fisher. #p < 0.05 vs. IM; Tp < 0.05 vs. EF; § p <
0.05 vs. E2. Legenda: IM, infarto do miocardio; EF, exercicio fisico; E2, terapia estrogénica.
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4.3 Funcéao cardiaca

A Figura 10 demonstra os resultados dos parametros funcionais cardiacos
avaliados através da cateterizagdo ventricular esquerda. Oinfarto promoveu
reducdo da PSVE no grupo IM (p< 0.05 vs. S), sendo que essa mesma
resposta ndo fora observada nos grupos que realizaram o EF e E2, assim

como, a associacao.

Quando avaliado a PDFVE, utilizado como parametro de disfuncdo diastélica,
como esperado, o grupo IM apresentou um aumento quando comparado ao
grupo Sham (p<0.05 vs. S). Avaliando o efeito do EF na prevencdo da
disfuncdo diastolica, os resultados mostram que o EF de forma isolada foi
capaz de prevenir o aumento da PDFVE apds o IM. No grupo tratado com E2,
foi observado que a terapia estrogénica de forma isolada ou associada
causaram um aumento da PDFVE quando comparado aos grupo IM+EF
(p<0.05), demonstrando que o tratamento com E2 interfere de forma negativa
na PDFVE e nao previne a disfun¢éo diastolica do VE apés o IM (Figura 10B).
Ainda, em adicdo os efeitos negativos encontrados no aumento da &rea de
extensdo do infarto nos grupos tratados com E2, corroboram os efeitos

funcionais.

Outro parametro de funcéo diastdlica avaliado foi o tempo de relaxamento
isovolumétrico (Tau). Dessa forma, o IM promoveu aumento do Tau quando
comparado ao grupo S (p< 0.05). Nos grupos que realizaram o EF de forma

isolada, os valores foram mantidos similares ao grupo S (FiguralOC).
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A anadlise da +dP/dt, mostra que os animais tratados com a terapia E2

apresentaram aumento dessa variavel quando comparado aos demais grupos

infartados. Nenhum tratamento foi capaz de alterar a -dP/dt(Figura 10E).
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Figura 10. Parametros Funcionais do Ventriculo Esquerdo. (A) Pressdo Sistolica do Ventriculo Esquerdo (PSVE); (B)
Pressdo Diastdlica Final do Ventriculo Esquerdo (PDFVE); (C) Tempo de Relaxamento Isovolumétrico (Tau);
(D)Derivada Positiva do Desenvolvimento de Pressdo (+dP/dt); (E) Derivada Negativa do Desenvolvimento de Pressdo
(-dP/dt). Dados sdo expresso como Média + EPM. ANOVA de uma via e pds-teste de Fisher para multiplas
comparacgoes. *p < 0.05 vs. S; #p < 0.05 vs. IM; tp < 0.05 vs. IM+EF; § p < 0.05 vs. IM+E2; a p < 0.05 vs. IM+EF+E2.

Legenda: IM, infarto do miocardio; EF, exercicio fisico; E2, terapia estrogénica.

4.4 Avaliacdes histologicas

Os resultados mostrados anteriormente demonstram, que o0 aumento na area
de infarto nos grupos tratados com E2 isolado, assim como em associacao ao

EF, foram acompanhados das alteracfes funcionais cardiacas.
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A analise de hipertrofia cardiaca, avaliada pela area de seccéo transversa do

cardiomidcito, ndo demonstrou diferencas significativas no grupo submetido ao
IM quando comparado ao grupo S. Contudo, os animais que foram tratados
com E2 isolado e em associacdo com EF, apresentaram um aumento da area
de seccao transversa do cardiomidcito, quando comparados ao grupo IM+EF
(p<0.05) (Figura 11). O mesmo nao foi observado nos animais submetidos ao

EF, apresentando resultado similar ao grupo S (p<0.05).
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Figura 11. Avaliacdo da area de seccdo transversa dos midcitos cardiacos. Os dados foram expressos
como média £ EPM. Imagens representativas A-E e grafico com analise da drea de secgdo transversa do
midcito. Avaliado pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pds-teste de Dunn’s para multiplas
comparagodes. *p < 0.05 vs. S; #p < 0.05 vs. IM; Tp < 0.05 vs. EF. Aumento: 400x. Barra: 50 um. Legenda:
IM, infarto do miocardio; EF, exercicio fisico; E2, terapia estrogénica.
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Nas andlises da deposicdo de colageno intersticial, o IM induziu aumento na

deposicdo de colageno cardiaco (p<0.05 vs. S). O EF foi capaz de prevenir
esse aumento (Figura 12), no entanto, quando associado a terapia com E2
essa resposta foi abolida (p<0.05). A terapia com E2 de forma isolada ou
associada nédo foi capaz de prevenir a fibrose cardiaca, uma vez que ocorreu
aumentou da area de deposicdo de colageno quando comparado ao grupo IM

(p<0.05).

A y g . ,
f 3 , p
DT e
R e
‘ i
8-
=
I G4
o
g *
E 4- h— — #
< T
[
& 24
[T
S
O
0 T T
° & &

Figura 12. Avaliagdo do colageno intersticial no tecido cardiaco. Os dados sdo expressos como média +
EPM. Imagens representativas dos grupos A-E e grafico (F) com analise do percentual de colageno
intersticial. Avaliado pelo teste de Kruskal- Wallis, seguido pelo pds-teste de Dunn’s para mdultiplas
comparacgoes.*p < 0.05 vs. to S; #p < 0.05 vs. IM; tp < 0.05 vs. EF. Aumento: 400x. Barra: 200 um.
Legenda: IM, infarto do miocardio; EF, exercicio fisico; E2, terapia estrogénica.
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4.5 Produtos Avancados de Oxidacao Proteica (AOPP)

A Figura 13 mostra que o infarto do miocardio promoveu aumento na formacéo
dos produtos avancados de oxidacao proteica no VE. Quando avaliado o efeito
do exercicio fisico, houve reducdo da formacdo do AOPP apds o IM,
entretanto, essa mesma reposta ndo ocorreu nos animais tratados com E2,
uma vez que néo apresentaram diferenga quando comparado ao grupo IM O
grupo IM+E2 apresentou aumento na formacao da AOPP quando comparados
ao grupolM+EF (p<0.05). A associacdo dos tratamentos n&do apresentou

diferencas significativas dos demais grupos.
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Figura 13. Analise dos Produtos Avancados de Oxidagdo Proteica (AOPP). Dados sdo expresso como
Média £ EPM. Avaliado pela ANOVA de uma via e pds-teste de Fisher para multiplas comparagdes. *p <
0.05 vs. S; #p < 0.05 vs. IM; tp < 0.05 vs. IM+EF. Legenda: IM, infarto do miocdrdio; EF, exercicio fisico;
E2, terapia estrogénica.
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4.6 Expressao proteica

A Figura 14, observa — se que oito semanas apés EF e terapia estrogénica ha
reducdo na expressédo da SOD nos grupos tratados com E2 de forma isolada,
assim como, em associacdo com o EF (p<0.05). O grupo IM apresentou
resultado similar ao S, e o EF manteve esse parametro. Quando analisada a
expressdo da Catalase, ndo foram encontradas diferencas entre 0os grupos

(Figura 14A e 14B).

Na expressdo da GP91-phox, importante fonte formadora das EROS no
coracdo, o EF promoveu reducdo na expressdo dessa proteina quando
comparado ao grupo S e IM (p<0.05). Analisando o efeito da terapia
estrogénica, o grupo tratado com E2 de forma isolada apresentou valores
similares ao IM, porém, ocorreu um aumento significativo quando comparado
ao grupo IM+EF (p<0.05). Analisando a associagao, observamos que os efeitos
providos pelo EF na expressdo da gp9lphox foram atenuados quando

associado ao E2, apresentando valores similares ao grupo IM (Figura 15A).
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Figura 14. Avaliacdo da expressdo proteica das enzimas antioxidante no tecido cardiaco. (A) SOD-2 e (B)
Catalase. Dados sdo expresso como Média + EPM. Avaliado pela ANOVA de uma via e pds-teste de
Fisher para multiplas comparagdes. *p < 0.05 vs. S; #p < 0.05 vs. IM. Legenda: IM, infarto do miocdrdio;
EF, exercicio fisico; E2, terapia estrogénica; SOD, SuperdxidoDismutase.
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Na Figura 15B, os resultados mostram que o IM induziu aumento na expressao

do receptor AT-1 quando comparado ao grupo Sham (p<0.05). O EF foi capaz
de prevenir o aumento da expressao proteica do receptor AT-1 em comparacao
ao grupo IM (p<0.05). Entretanto, a terapia estrogénica aumentou a expressao
do receptor AT-1 (p<0.05 vs. IM+EF), e quando associado ao exercicio, nao foi

observada mudanca neste parametro.
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Figura 15. Avaliacdo da expressdo proteica do receptor AT-1R (A), e da enzima pré- oxidante gp91phox (B) no
tecido cardiaco. Dados sdo expresso como Média + EPM. Avaliado pela ANOVA de uma via e pds-teste de Fisher
para multiplas comparagdes. *p < 0.05 vs. S; #p < 0.05 vs. IM; Tp < 0.05 vs. EF. Legenda: IM, infarto do miocérdio;
EF, exercicio fisico; E2, terapia estrogénica; AT-1R, Receptor do Tipo | da Angiotensinall.
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4.7 Atividade das enzimas antioxidantes

Além da expressdo das enzimas antioxidantes, foi avaliada a atividade da SOD
e da Catalase oito semanas apO0s o protocolo experimental. Conforme
demonstrado nas figuras 16A e 16B, o IM induziu a reducdo na atividade de
ambas as enzimas (p<0.05 vs. S). Nenhum tratamento foi capaz de reverter a
reducdo na atividade da CAT. Por outro lado, o EF preveniu a reducado da SOD
nos grupos IM+EF e IM+EF+E2. Avaliando os efeitos da terapia com E2 sobre
a atividade da Catalase, os resultados mostram que os valores obtidos nos
animais que realizaram a terapia estrogénica foram significativamente menores

quando comparados ao grupo IM (p<0.05).
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Figura 16. Atividade das enzimas antioxidante SOD (A) e Catalase (B) no tecido cardiaco. Dados sdo expresso
como Média £ EPM. Avaliado pela ANOVA de uma via e pds- teste de Fisher para multiplas comparagdes. *p <
0.05vs. S. #p < 0.05 vs. IM. Tp < 0.05 vs. EF.
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DISCUSSAO
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5. Discussao

J& estd bem estabelecido na literatura que o E2 e o EF modulam importantes
vias de sinalizacBes envolvidas nos danos causados pelo IM. Diante disso, o
presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da associacao entre a
terapia estrogénica e o exercicio fisico sobre a funcdo cardiaca de ratas

ovariectomizadas submetidas ao infarto do miocardio.

Os principais achados do presente estudo foram que: i) o tratamento com E2
ndo previne a disfuncdo diastédlica cardiaca nas ratas ovariectomizadas
submetidas ao IM;ii) altera de forma negativa os parametros envolvidos no
remodelamento cardiacoiii) quando associado ao EF, os resultados sugerem

que o E2 reverte os efeitos benéficos do EF sobre a fungéo cardiaca.

Analisando inicialmente o peso corporal dos animais, observa-se resultados
semelhantes entre os grupos, entretanto, ao final das 8 semanas da reposicao
estrogénica e exercicio fisico, os animais tratados com E2 apresentaram
reducdo do peso corporal. Esse resultado justifica-se pela capacidade de agéo
central do E2, via receptores do tipo ERa e ER[B, em diferentes regides do
cérebro (hipotdlamo, ndcleo arqueado, area pré-Optica e ndcleo do trato
solitario)no controle do peso corporal (Saito et al., 2015).De fato, o receptor de
E2a no nucleo ventromedial do hipotalamo desempenha um papel essencial no

controle do balango energético e peso corporal (Musatov et al., 2007)
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Na extensdo da area de infarto no VE, observa-se que os resultados obtidos no

tratamento com E2 sobre o peso corporal foi acompanhado do aumento da
extensdo de area infartada. Em concordancia com a literatura, o tratamento
durante 11 semanas com E2, € capaz de aumentar a area de infarto, associado
ao aumento de mortalidade(Smith et al., 2000). O EF néo alterou o peso
corporal, assim como, a extensao da area de infarto. Na associacao, a area de
extensdo de infarto manteve-se aumentada apresentando valores similares aos

animais tratados com E2.

Em revisdo, autores discutem a expansao da area de infarto como sendo um
desbalanco entre as respostas inflamatérias e anti-inflamatérias, que levam a
ativacdo de mediadores de crescimento da matriz extracelular, dentre eles, as
MMPs (MacKennaet al., 2000). Conforme citado na introducdo, as MMPs estao
presentes no coragcdo e sao responsaveis pela regulacdo entre a producao e

degradacdo de colageno pos infarto (Creemerset al., 2001).

Em um estudo recente, Szabd e colaboradores (2018) demonstraram a
participacdo das MMPs nas alteracfes cardiacas na condi¢cdo de privagdo dos
hormoénios ovarianos, em que ratas ovariectomizadas apresentaram aumento
na deposicdo de coldgeno via aumento na atividade de metaloproteinases de
matriz tipo 2 (MMP-2). Quando inibidas, as MMPsatenuam o remodelamento
cardiaco apos IM, por meio da reducdo na dilatacdo do ventriculo esquerdo
(Rohdeet al., 1999). Esses resultados enfatizam a participacdo do colageno no
agravamento do remodelamento adverso, tanto na auséncia dos hormonios

ovarianos quanto pos IM.
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Investigando a participacdo da terapia estrogénica, estudos evidenciam que o

tratamento com 17B-estradiol previne a fibrose cardiaca, via reducdo na
deposicao de colageno do tipo | e Il (Pedramet al., 2010; Caoet al., 2011). Em
nosso estudo, os resultados encontrados no tratamento com E2 foram
contrarios aos descritos na literatura, em que 0os animais dos grupos E2 e
E2+EF apresentaram resultados similares ao grupo IM, no percentual da
deposicao de colageno no VE, demonstrando resultados benéficos somente no

grupo que realizou o EF.

As controvérsias relacionadas ao tratamento com E2 pode se justificar
pelautilizacdo de diferentes doses utilizadas nos estudos. Apesar de existir
diferentes doses (Caoet al.,, 2011; Paigelet al., 2011) na literatura, a dose
utilizada neste estudo (5 pg - 3 vezes por semana) é uma dose que restaura as
concentracdes fisiologicas das ratas (Claudio et al., 2013; Endlichet al., 2017),
justificando que a concentracdo estrogénica dessas ratas esta proxima das

ratas sham.

Diante dos resultados obtidos nos grupos tratados com EZ2, buscou-se
investigar possiveis vias de sinaliza¢des envolvidas na deposi¢do de colageno.
Sabe-se que o aumento na deposicao de coldgeno envolve a ativacdo de uma
cascata de vias de sinalizagbes neuro-humorais, dentre eles, 0 SRAA (Mehta e

Griendling., 2007).

O SRAA é uma das vias ativadas durante o processo de remodelamento
cardiaco apds o IM, e esta associada na patogénese da insuficiéncia cardiaca

(Mehta e Griendling, 2007). No coracéo, o aumento da Ang Il ocorre 10 minutos
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a partir do estiramento do cardiomiocito (Sadoshimaet al., 1992). Uma vez

ativado nas células cardiacas, o receptor AT1 provoca aumento na deposicéo

de colageno através de multiplas vias de sinalizacéo (Tziakaset al., 2003).

A ativacdo do SRAA, via receptor AT1, acontece pés-IM e ovariectomia(Sun,
2009; Ribeiro-Jr et al., 2012).Em ambas situacdes, os efeitos promovidos pela
ativacdo exacerbada do SRAA, levam ao aumento da area de infarto (Jalowyet

al., 1998) e deposicéo de colageno (Sun et al., 2000).

Um estudo conduzido porJalowy e colaboradores (1998) evidencia que a
inibicdo do receptor AT1 é capaz de reduzir o tamanho da area de infarto no
coragcdo de porcos. Dados previamente publicados por nosso grupo de
pesquisa (Almeida et al., 2014)demonstram aumento na expresséo do receptor
AT-1, associado ao aumento na deposicao de coldgeno e aumento da area de
expansao do infarto em ratas ovariectomizadas submetidas ao IM, sugerindo o
aumento na expressdo do ATl como uma das vias envolvidas no

remodelamento cardiaco nesse modelo experimental.

Investigando as respostas do tratamento com E2 na expressédo do receptor
AT1, observa-se que os animais quando tratados com E2 ndo apresentaram
mudancas na expressao desde receptor comparado ao grupo IM. Com o EF a
expressao do receptor AT1 foi reduzida apés o IM e quando associado ao E2,
parece prevenir os efeitos do tratamento com E2 de forma isolada sobre a
expressdo do receptor AT1. Um estudo prévio demonstrou que a terapia com
E2 é capaz de regular ou mesmo reduzir a expressao do receptor AT1 em ratas

ovariectomizadas (Dean et al., 2004). Em cultura de fibroblastos cardiacos
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incubados com Ang Il e E2, € foi observada a prevencdo no aumento de

colageno tipo | e lll, assim como, do TGFB1. Baseado nos resultados
encontrados na literatura, observam-se respostas contrarias ao encontrado
neste estudo.Contudo, € importante ressaltar que nenhum dos estudos foram
realizados em modelos de privacdo dos horménios ovarianos submetidos ao
IM, sendo que, a reducdo do E2, € um fator adicional no remodelamento

cardiaco pos-IM, via ativacdo do receptor AT1 (Ribeiro-Jr et al., 2012)

Nas analises histolégicas do presente estudo, além de néo alterar a deposicao
de colageno poés IM, foi também observado que os animais que foram tratados
com E2 desenvolveram hipertrofia cardiaca, demonstrada pelo aumento da
area de seccdao transversa do miécito. A area de seccao transversa do miécito
é utilizada como parametro de hipertrofia cardiaca por muitos estudos (Clark e

Rodnick., 1998; Almeida et al., 2014; Ju et al., 1997).

De fato, a hipertrofia cardiaca é uma das respostas adaptativas do coragéo,
que pode ocorrer por diferentes estimulos, tal como, aumento de carga
pressorica e de volume, condi¢cdo observada em resposta ao IM, denominada

de hipertrofia patolégica (Mill et al., 2011).

A hipertrofia do midcito € iniciada pela ativagdo neuro-hormonal, dentre eles, o
SRAA (Lindpaintneret al., 1993). Conforme citado anteriormente, a ativacao do
SRAA estad envolvida na patogénese da insuficiéncia cardiaca apdés IM e
envolve aumento circulante de Ang Il, e ativagdo do receptor AT1

(Sadoshimaet al., 1992; Paul et al; 2006; Sun, 2009). Ju e colaboradores
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(1997) demonstraram que o blogueio do receptor AT1, com Losartan, é capaz

de reduzir a hipertrofia cardiaca, assim como a disfuncado cardiaca pos-IM.

Adicionalmente, a reducao dos horménios ovarianos aumenta a densidade do
receptor AT1 no ventriculo esquerdo de ratas ovariectomizadas, sendo essa
resposta revertida quando tratados com E2 (Dean et al.,, 2004), contudo, os
resultados encontrados na literatura ainda s&o controversos. Um estudo
desenvolvido por Wang e colaboradores (2013) demonstrou que ratas tratadas
por quatro semanas com E2, ndo apresentaram diferencas na expressado do
receptor AT1 quando comparadasShamvs OVX, assim como, OVX vs

OVX+EZ2.

Sobre os efeitos do EF na hipertrofia do cardiomiécito, estudos reforcam que a
pratica do EF € capaz de modular a expressao do receptor AT1 (Xuet al., 2008)
e prevenir o processo de hipertrofia do cardiomiocito apds o IM (Wislgffet al.,
2002). Corroborando aos nossos resultados, outro estudo conduzido por nosso
grupo de pesquisa, também observou efeitos benéficos do exercicio fisico na
reducdo da deposicao coladgeno, hipertrofia dos cardiomidcitos e reducdo na
expressao do receptor AT1l, em ratas ovariectomizadas submetidas ao IM

(Almeida et al., 2014).

Diante dos resultados encontrados na literatura e citados acima, existem fortes
evidéncias de que o aumento na expressdo do AT1 € uma das vias envolvidas
no remodelamento cardiaco adverso apés o IM. Entretanto, ao analisar os
resultados obtidos com a associacdo dos tratamentos, € possivel notar que a

expressdao do receptor ATl n&o foi modificada. Sugerindo assim, a
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possibilidade do envolvimento de outras vias de sinalizacbes nas alteracdes

morfométricas encontradas neste estudo, quando associado a terapia de

reposicao estrogénica e exercicio fisico.

Outro dado importante obtido em nosso estudo foram as mudancas ocorridas
na expressao das proteinas pré e antioxidante. Na literatura, estudos
demonstramque o aumento na formacédo de ang Il, via receptor Atl, induza
formacdo de O,- e supressdo do sistema antioxidante (Lu et al., 2004,

Hafstadet al., 2013).

Estudos evidenciam o envolvimento do estresse oxidativo, mediado pela
formacao excessiva das espécies reativas de oxigénio (EROS) na patogénese
do remodelamento cardiaco pés-IM (Hill et al., 1996; Looiet al., 2008; Hafstadet

al., 2013).

As EROS séao formadas naturalmente no nosso organismo e sdo conhecidas
como importantes sinalizadores intracelulares (Finkel, 1999). Entretanto, o
desequilibrio entre as fontes geradores de EROS e o sistema antioxidante pode
gerar toxidade causando uma série de alteracbes danosas a célula, condicao
denominada de estresse oxidativo (Griendlinget al.,, 2002). A toxidade
associada a producdo excessiva das EROS é combatida pelo sistema de
defesa antioxidante, que incluem as enzimas, como a superoxido dismutase

(SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) (Halliwell., 2006).

A literatura tem destacado que o IM estimula a formacdo de EROS, (Hill et al.,

1996) acompanhado da reducédo na expressao das enzimas antioxidantes (Hill
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et al., 1996; Barbosa et al., 2012). No coracdo submetido ao IM, as principais

fontes formadoras das EROS séo a mitocondria e as enzimas xantina oxidase
e nicotinamida adenina nucleotideo fosfato oxidase (NADPH oxidase — NOX)
(Hori e Nishida, 2009). A NADPH oxidase € uma enzima com multiplas
subunidades, dentre elas, a gp9lphox (denominado também de NOX-2)
(Griendlinget al., 2000). Sobre os efeitos da gp91phox no coracgéo, estudos in
vitro utilizando cardiomiocitos de ratos demonstraram que a ativacdo da
gp91phox, via Ang IlI, € um mediador central na inducdo dahipertrofia do
cardiomiécito (Hingtgenet al., 2006). No Infarto, um estudo conduzido por Looi
e colaboradores (2008), apresentam que a delecdo do gene da gp91lphox em
camundongos infartados reduz a hipertrofia cardiaca, apoptose, fibrose

intersticial, assim como, outros fatores relacionados a deposicao de colageno.

Em nosso estudo, ao contrario dos resultados demonstrados na literatura (Hill
et al., 1996; Hori e Nishida., 2009), observou-se que o IM né&o alterou a
expressdo da gp9lphox. Contudo, os efeitos do EF corroboram aos
apresentados na literatura (Almeida et al., 2014). Neste estudo, a terapia com
E2 de forma isolada ou associado ao EF n&do apresentaramdiferencas na
expressdo da gp9lphox quando comparado ao grupo IM. E importante
ressaltar que a resposta encontrada na expressao da gp91phox com a terapia
E2 de forma isolada, foi similar a formacao de AOPP, fato esse que demonstra

aumento do estresse oxidativo no coracao desses animais.

Ja estd bem estabelecido na literatura que o EF praticado de forma regular é

capaz de reduzir a formacado das EROS, via expresséo da gp91phox (Pinho et
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al., 2012; Almeida et al., 2014) e promover adaptacdes no sistema antioxidante,

via aumento na expressao da SOD, Catalase e GPx em coragcdo submetido ao

IM (Barbosa et al., 2012).

Avaliando os efeitos da terapia estrogénica, um estudo conduzido por Xu e
colaboradores (2004), utilizando modelo experimental de isquemia/reperfusao,
demonstrou reducdo na expressdo da gp9lphox quando tratados com E2.
Nessa mesma linha, Kim e colaboradores (2006), evidenciaram a reducéao na
formacdo de EROS em animais tratados com E2. Entretanto, grande parte dos
estudos encontrados na literatura ndo foram realizados em animais submetidos

ao IM.

Na literatura, alguns estudos correlacionam a ativagdo do SRAA ao aumento
das EROS (Yunget al., 2011; Hingtgenet al., 2006). Em conformidade com essa
observacéo, ja foi demonstrado um sistema conjunto de ativacdo de vias
oxidativas, especialmente relacionado a enzima GP91Phox, indicando que o
SRAA, via ativacao do receptor AT-1, estimula o estresse oxidativo por meio da
NADPH oxidase (Yunget al., 2011). No coracéo, a ativacado do receptor AT-1
promove hipertrofia dos cardiomidcitos, por uma agéo conjunta da via Akt, Rac-
1 e GP91Phox (Hingtgenet al., 2006). Esses resultados sugerem que o
aumento na formacédo de AOPP, via ativagdo da gp91phox, pode ser regulado

pela expressao do receptor ATL1.

Sobre a expressdao das enzimas antioxidantes, foi demonstrado que o
tratamento com E2 reduziu a expressdo da SOD, associado a reducdo na

atividade da SOD e Catalase.
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Em estudo, Zhao e colaboradores (2014), discutem que a reducdo do

estrogénio no coracdo potencializa o remodelamento cardiaco e disfuncéo
diastolica, via aumento na formacao de EROS, por meio do desacoplamento da
BH4 (tetraidrobiopterina), sendo esses efeitos revertidos com E2. Nessa
mesma linha, outro estudo utilizando células do musculo liso vascular,
demonstraram que o tratamento com 17B-estradiol aumentou a expresséao e
atividade da MnSOD e ecSOD (Strehlowet al., 2003). Diante da escassez de
estudos que demonstram os efeitos da terapia de reposicdo hormonal no
coracao de ratas ovariectomizadas submetidas ao IM, os resultados obtidos
nesse estudo apontam que o tratamento com E2 reduz a capacidade
antioxidante e nao previne a formacdo das EROS no modelo no modelo

experimental de IM.

Diante dos resultados obtidos nas analises morfométricos e moleculares do
presente estudo, buscou-se avaliar quais as respostas funcionais cardiacas
nos animais tratados com E2 e, associado ao EF. Dentre as analises
funcionais, a PDFVE apresentou-se como um importante resultado, tendo em
vista, ser um importante parametro a ser alterado apdés o IM, além de ser

utilizado como parametro de disfuncao diastélica cardiaca (Mericet al., 2014)

Sabe-se que ap6s o IM a elevada rigidez da parede ventricular e consequente
prejuizo no enchimento promove o declinio da funcdo cardiaca (Meng et al.,
2016). Adicionalmente, a reducdo dos hormoénios ovarianos altera a
contratilidade cardiaca, por meio do prolongamento no tempo de contracdo e

relaxamento no coragao de ratas submetidas ao IM (Giubertiet al., 2006).
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Observa-se em nosso estudo que os efeitos adversos do IM nao foram

prevenidos com E2. As alteracbes encontradas nos parametros morfométricos
e moleculares, foram similares as PDFVE e Tau. A PDFVE apresenta-se como
parametro importante na avaliacdo da funcao ventricular e seu aumento, em
geral, esta associado a disfuncdo diastdlica e insuficiéncia cardiaca (Pfefferet
al., 1984; Mericet al., 2014; Kanget al., 2012). A disfuncao diastodlica refere-se a
anormalidades mecanicas e funcionais durante o relaxamento e enchimento do
ventriculo esquerdo (Zhaoet al., 2014). O Tau é definido como o tempo
constante de relaxamento isovolumétrico e o seu aumento também esta
associado a reducgdo da funcdo diastolica do ventriculo esquerdo (Baiet al.,

2008; Davis et al., 1999; Thomas et al., 1992).

Deste modo, os resultados obtidos neste estudo demonstram que o E2 isolado
ou associado ao EFnéo altera os efeitos adversos do IM sobre a PDFVE e o
Tau. Sugerindo assim, disfuncdo diastélica ventricular esquerda nos animais
que receberam o tratamento com E2 independente da associacdo com o

exercicio.

Analisando as alteragbes encontradas com o EF, nota-se a eficacia das 8
semanas de exercicio fisico na prevencdo do remodelamento adverso e
disfuncdo cardiaca pos-IM. Do mesmo modo, animais que realizaram o
treinamento de corrida apresentaram atenuacdo da hipertrofia celular e
ventricular, associados a uma restauracdo da funcdo contrétil, do manejo e da
sensibilidade ao célcio intracelular e melhorando o controle do célcio diastolico

dos cardiomiécitos (Wislgffet al., 2002;Kemietal.,2012). Além disso, outro
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estudo desenvolvido por nosso grupo de pesquisa, verificou-se normalizacéo

da area de seccao transversa do midcito e da deposicdo de colageno, em
conjunto com uma reducdo da PDFVE em ratas com deficiéncia estrogénica

que realizou treinamento de esteira (Almeida et al., 2014).

Sobre a terapia estrogénica, evidéncias na literatura relatam efeitos
cardioprotetores, em que camundongos fémeas submetidas ao IM
apresentaram maior fracdo de ejecdo ventricular quando comparadas aos
machos (Cavasinet al., 2004). Além disso, Paigel e colaboradores (2011)
relatam que o tratamento com E2 durante 60 dias previne a reducado da forca
de contracdo em ratas ovariectomizadas. Em nosso estudo, além das
alteracOes deletérias encontradas nas analises morfométricos e funcionais no
ventriculo esquerdo dos animais tratados com E2, observou-se também, que
os resultados benéficos obtidos com o EF foram abolidos quando associado a

terapia estrogénica.

Em sintese, nosso trabalho demonstrou que o tratamento com E2 ndo é capaz
de prevenir os efeitos do remodelamento cardiaco adverso apés o IM, e ainda,
guando associado reverte os efeitos benéficos do EF. Esses resultados tém
relevancia, uma vez que foram demonstradas alteracbes morfomeétricas
importantes associadas as alteragBes funcionais do ventriculo esquerdo.
Entretanto, nossos resultados nao elucidam completamente as vias de
sinalizagbes envolvidas nas alteracbes morfométricas e funcionais quando
utilizado o tratamento com E2, assim como, quando associado ao EF,

sugerindo a necessidade de estudos adicionais.
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CONCLUSAO
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que 8 semanas de terapia estrogénica nao
foram capazes de reverter os efeitos adversos do remodelamento cardiaco pés
IM. Além disso, quando associado ao exercicio fisico, piorou o processo de
remodelamento cardiaco induzido pelo IM, como o aumento na extensédo da
area infartada, ndo preveniu deposicdo de colageno e hipertrofia dos
cardiomiocitos, ndo alterou a formacdo de EROS, via AOPP e,
consequentemente, manteve a disfuncao diastélica do ventriculo esquerdo pos

IM.

Dessa forma, podemos concluir que o uso da terapia com E2 ndo é capaz de
prevenir as alteracfes cardiacas induzidas pelo IM na disfungéo diastélica do
VE assim como, nao reverteros parametros relacionados ao remodelamento
cardiaco. Além disso, quando combinado com EF, o E2 prejudica as mudancgas
positivas promovidas por EF em ratas fémeas ovariectomizadas submetidas ao

IM.
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