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RESUMO

O Cor pulmonale induzido pela administragdo intraperitoneal de monocrotalina
€ um dos modelos mais utilizados para estudar os efeitos dessa sindrome sobre o
sistema cardiovascular. Essa sindrome € caracterizada por um desequilibrio no
estado redox celular e uma consequente alteracdo no imunocontetdo de proteinas
sinalizadoras para a hipertrofia e insuficiéncia cardiaca. Normalmente, o peroxido de
hidrogénio caracteriza-se como a espécie reativa do oxigénio mais estavel, e por
isso, a molécula mais envolvida com a modulacdo dessa sinalizacdo. O exercicio
fisico aerdbio tem sido extensamente estudado devido ao fato de ser uma pratica
que altera o estado redox celular e, consequentemente, a sinalizacdo nos
cardiomidcitos. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi testar a hipotese de que o
exercicio fisico poderia modular o estado redox no ventriculo direito em animais
tratados com monocrotalina e, ao mesmo tempo, provocar alteracdes na sinalizagao
celular, estrutura e fungdo cardiaca. Ratos Wistar machos com aproximadamente
180 gramas de massa corporal foram treinados por quatro semanas apos a injecao
de monocrotalina ou solugéo salina. Os grupos experimentais (n=6-9 animais/grupo)
foram: controle sedentario (CS) — ratos sedentarios que receberam uma dose Unica
de solucdo salina (i.p), monocrotalina sedentario (MS) — ratos sedentarios que
receberam uma dose Unica de monocrotalina (i.p), controle treinado (CT) - ratos
treinados que receberam uma dose Unica de solugdo salina (i.p) e monocrotalina
treinado (MT) - ratos treinados que receberam uma dose Unica de monocrotalina
(i.p). As medidas hemodinamicas foram realizadas apds 24 horas da ultima sesséo

de exercicio fisico aerébio. Os dados de presséao diastolica final do ventriculo direito



(PDFVD), presséo sistdlica do ventriculo direito (PSVD), derivada presséo/tempo
méaxima (dP/dtynax) e derivada pressao/tempo minima (dP/dty,) foram analisados.
Apoés a analise hemodinamica, os ratos foram mortos por deslocamento cervical e
seus Orgaos (coracao, pulmdo e figado) foram coletados para analises
morfométricas, bioquimicas e moleculares. As concentracdes de peréxido de
hidrogénio e a relacdo GSH/GSSG foram medidas obtidas com o objetivo de
verificar o estado redox nos diferentes grupos experimentais. A massa dos 0rgaos
foi utilizada para analisar a hipertrofia cardiaca, congestdo pulmonar e hepatica. A
massa ventricular direita foi utlizada em cortes histoldégicos e para a analise de
proteinas relacionadas com o remodelamento cardiaco pela técnica de Western Blot.
A administracdo de monocrotalina provocou hipertrofia do ventriculo direito,
congestdo pulmonar, aumento da PDFVD, da PSVD, da dP/dth.x € da dP/dtmi, nos
animais MS e MT. Além disso, nos animais MS e CT, notamos uma reducdo nas
concentracdes de perdxido de hidrogénio, sugerindo uma modificagdo do sistema de
defesa antioxidante provocada pela monocrotalina e pelo exercicio fisico. Ja quanto
ao volume de vasos, no grupo MS tivemos uma diminuicdo dessa variavel em
relacdo ao seu controle (CS), sendo que, o exercicio fisico preveniu este efeito nos
animais MT em relacdo ao grupo MS. O exercicio fisico aerébio promoveu uma
reducdo no volume intersticial e na espessura da tanica média da artéria pulmonar
nos animais MT. A monocrotalina provocou uma reducéo na relacédo p-GSK-3B/GSK-
3B no grupo MT, sendo que que o exercicio fisico foi capaz de provocar um aumento
nessa relacdo. Dessa forma, acreditamos que o exercicio fisico aerdbio possa
alterar a funcdo de proteinas redox-sensiveis e, dessa forma, modular a hipertrofia

cardiaca nos animais que receberam a monocrotalina.
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hipertrofia cardiaca.



ABSTRACT

The Cor pulmonale induced by monocrotaline intraperitoneal administration is
one of the most widel used models to study the effects of this syndrome on the
cardiovascular system. This syndrome is characterized by an imbalance in cellular
redox state and a consequent change in immunocontent of signaling proteins for
hypertrophy and heart failure. Mostly, hydrogen peroxide is characterized as the
most stable reactive oxygen species, and therefore the most involved molecule in the
modulation of these signaling pathways. The aerobic exercise has been extensively
studied due to the fact that it is a practice that alters the cellular redox state and thus
signaling in cardiomyocytes. Thus, the aim of this study was to test the hypothesis
that exercise could modulate the redox state of the right ventricle in animals treated
with monocrotaline and, at the same time, cause changes in cell signaling, structure
and cardiac function. Male Wistar rats approximately 180 grams of body mass were
trained for four weeks after injection of monocrotaline or saline. The experimental
groups (n = 6-9 animals / group) were: sedentary control (SC) - sedentary rats that
received a single dose of saline (ip), sedentary monocrotaline (SM) - sedentary rats
that received a single dose of monocrotaline (ip), trained control (TC) - trained rats
that received a single dose of saline (ip) and trained monocrotaline (TM) - trained rats
that received a single dose of monocrotaline (ip). Hemodynamic measurements were
performed 24 hours after the last session of aerobic exercise. Data for end-diastolic
pressure of the right ventricle (EDPRV), right ventricular systolic pressure (RVSP),
maximum derived from pressure/time (dP/ dtmax) and minimum derived pressure/time

(dP/dtmin) were analyzed. After hemodynamic analysis, mice were killed by cervical



dislocation and their organs (heart, lung and liver) were colected. The hydrogen
peroxide concentrations and GSH/GSSG are measurements with the aim of verifying
the redox state in different experimental groups. The organ weights was used to
analyze cardiac hypertrophy, pulmonary and hepatic congestion. A portion of the
right ventricular mass was utilized for histological examination and other part fot
analyze proteins related to cardiac remodeling, by Western blot. Morphometric
analysis were performed after the removal of organs. Administration of monocrotaline
caused right ventricular hypertrophy, pulmonary congestion, increased EDPRYV,
RVSP, dP/dtnax and dP/dtmi, in SM and TM animals. Furthermore, in animals and SM
and TC, we visualized a reduction in the concentrations of hydrogen peroxide,
suggesting a change in the antioxidant defense system caused by monocrotaline and
by exercise. Already for the volume of vessels in the SM group, we note a decrease
of this variable in relation to its control (SC). At the same time, TM animals had an
increase in the volume of vessels in relation to the SM group, showing that exercise
promotes an increase in this item. The aerobic exercise promoted a decrease in
interstitial volume and thickness of the muscle layer of the pulmonary artery in
animals TM. The monocrotaline caused a decrease in the p-GSK-33/GSK-38 in the
TM group, showed that exercise was able to cause an increase in this ratio. Thus, we
believe that aerobic exercise can alter the function of signaling proteins and thereby

modulate cardiac hypertrophy in animals that received monocrotaline.

Keywords: exercise, monocrotaline, Cor pulmonale, redox signaling, heart

hypertrophy.
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1. INTRODUCAO

1.1 Hipertenséo Arterial Pulmonar e Cor pulmonale

A insuficiéncia cardiaca (IC) é uma sindrome caracterizada pela diminuicdo
da capacidade de bombeamento de sangue pelo coracdo. A causa geralmente
estd associada a reducédo da capacidade contratil do musculo cardiaco, lesdes
valvares, aumento na pressao externa em torno do coracao, aumento de pré e/ou
pos-carga imposta ao ventriculo, hipertensdo pulmonar ou por qualquer
anormalidade que torne o coracdo uma bomba disfuncional (Mann and Bristow
2005).

Essa sindrome é caracterizada pela sua complexidade, etiologia diversificada,
elevada prevaléncia e alto impacto econbmico. Por essas razbes, a IC tem
recebido grande atencéo, e a descoberta de novos tratamentos tornou-se o foco
da maioria desses estudos.

A hipertensédo arterial pulmonar (HAP) é uma doenca rara ou um grupo de
doencas com etiologia obscura, geralmente progressiva e fatal e que pode levar
a insuficiéncia cardiaca direita. A doenca esta associada ao aumento na pressao
média na artéria pulmonar (>25 mmHg), em repouso, ou ao aumento na pressao
média na artéria pulmonar durante o exercicio (>30 mmHg) (Lehrman, Romano
et al. 2002). A injuria vascular pulmonar pode ocorrer de uma forma idiopatica,
em associagao a outras doencas e estar associada a susceptibilidade genética.

A doenca € caracterizada por ser comum em adultos jovens, com sua maior

incidéncia entre mulheres na terceira década e em homens na quarta década de
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vida, mesmo assim a HAP também tem sido relatada em criancas e idosos acima
dos 60 anos. Estima-se que apés o diagnéstico da HAP, o tempo de sobrevida
meédio gira em torno de 2,8 anos, com uma mortalidade de 40% do total de
diagnosticos até esse periodo (Lehrman, Romano et al. 2002; Bogaard, Abe et al.
2009). A maioria dos pacientes com a sindrome completa um ano apds o
diagnoéstico (68%), 48% sobrevivem por trés anos e 34% chegam a uma
sobrevida de cinco anos. Em um levantamento sobre as dez maiores causas de
morte no mundo, publicado pela Organizacdo Mundial da Saude em 2008, a
doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) aparece em quarto lugar, sendo
responsavel por 5,1% do total de mortes, somando mais de trés milhdes de
mortes no ano de 2004.

Devido aos diferentes fatores que podem levar ao surgimento da HAP, a
doenca tém sido classificada com base nas similaridades patofisiolégicas e com
relagdo as respostas individuais ao tratamento. Assim, em 2003, cinco categorias

principais de HAP foram reconhecidas (Chin and Rubin 2008) (Tabela 1).
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Tabela 1. Classificacdo da Hipertensdo Pulmonar Baseada no Simpdsio Mundial

de 2003 (Pulmonary Arterial Hypertension).

Classificacao da Hipertensdo Pulmonar Baseada no Simposio Mundial de 2003
Grupo 1: Hipertensao Arterial Pulmonar (HAP)

Idiopatica

Familiar

Associada com:

Doenca de Colageno Vascular

Hipertenséo Portal

HIV

Drogas e Toxinas

Outros: Desordens da tiredide, deficiéncia no armazenamento de glicogénio,
doenca de Gaucher, telangiectasia hemorragica hereditaria, hemoglobinopatias,
doencas mieloproliferativas, esplenectomia.

Associada com envolvimento venoso ou capilar significante

Doencga pulmonar veno-oclusiva

Hemangiomatose capilar pulmonar

Hipertensao pulmonar persistente do recém-nascido

Grupo 2: Hipertens&o pulmonar com doenca cardiovascular esquerda
Doenca ventricular ou atrial esquerda
Doenca Valvar esquerda

Grupo 3: Hipertens&o pulmonar associada com doenca pulmonar e/ou hipoxemia
Doencga pulmonar cronica obstrutiva

Doenca pulmonar intersticial

Distarbios respiratorios do sono

Disturbios da hipoventilacao alveolar

Exposigéo crbnica a altitude

Anomalias do desenvolvimento

Grupo 4: Hipertenséo pulmonar devido a trombose cronica ou embolismo
Obstrucdo tromboembdlica das artérias pulmonares proximais
Obstrucao tromboembdlica das artérias pulmonares distais

Grupo 5: Diversas
Sarcoidose, histiocitose X, limfangiomiomatose, compressdo dos vasos pulmonares
(adenopatia, tumor, fibrose do mediastino)
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O grupo 1 é composto por doencas em que a anormalidade primaria é
localizada nas arteriolas pulmonares. Isso inclui a forma idiopatica da HAP, e
formas associadas a outras condi¢cdes restritivas como doencas do tecido
conjuntivo e deformacdes congénitas. As alteracbes patoldgicas das pequenas
artérias pulmonares se estendem por todas as camadas do vaso (tunica intima,
média e adventicia). Essas mudancas vao desde a injuria endotelial e o
consequente desequilibrio entre substancias vasodilatadoras (6xido nitrico,
prostaciclinas) e vasoconstitoras (endotelina-1, tromboxana A, e serotonina),
liberadas pelo endotélio vascular, até o aumento da espessura das camadas dos
vasos, principalmente a camada muscular lisa (tinica média). Ambas alteracfes
levam a um aumento na resisténcia vascular pulmonar e definem a HAP como
uma doenca vasoproliferativa invocada por estimulos mitogénicos (Lehrman,
Romano et al. 2002; Bogaard, Abe et al. 2009; Yildiz 2009).

Essas alteracdes vasculares caracteristicas da doenca podem levar a uma
sobrecarga de pressao imposta ao ventriculo direito (VD) e ao aparecimento de
uma sindrome conhecida como Cor pulmonale. Essa sindrome & caracterizada
pela dilatacdo e, em seguida, pela disfuncdo do ventriculo direito devido a uma
doenca pulmonar (Lehrman, Romano et al. 2002). A Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) define o Cor pulmonale como uma alteragcdo na estrutura ou
funcdo do ventriculo direito resultante de doencas que afetam a estrutura e a
funcdo do pulméo (WHO, 1963; Lehrman, Romano et al. 2002).

Quando a HAP esta associada ao surgimento do Cor pulmonale, o
progndstico piora acentuadamente. A insuficiéncia cardiaca de origem pulmonar,

gerada pelo aumento de pds-carga imposta ao VD, acomete cerca de 20% do
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total de casos de IC e de 7 a 10% de todos os casos de qualquer doenca
cardiovascular (Lehrman, Romano et al. 2002). O Cor pulmonale é responséavel
por 80 mil mortes por ano nos Estados Unidos, o que a torna uma doenca com
alta prevaléncia, pois é um dos desfechos comuns para o0s pacientes que
apresentam DPOCs.

A experiéncia com o uso de vasodilatadores tornou-se um dos grandes
investimentos atuais no tratamento para a HAP e para o Cor pulmonale. O uso
de Oxido nitrico (NO) e outros vasodilatadores, como 0s antagonistas das
endotelinas, as prostaciclinas e inibidores da fosfodiesterase do tipo 5
(Sildenafil), em pacientes que sado responsivos ao tratamento, pode retardar o
desenvolvimento ou diminuir a gravidade da doenca (Chaouat, Naeije et al.
2008). Em alguns casos, a terapia com vasodilatadores pode ser perigosa por
levar ao quadro de hipotensdo sistémica. Esse fato pode desencadear uma
isquemia ventricular direita, resultando em insuficiéncia cardiaca direita aguda e
acréscimo na pressao atrial direita, ambos os fatos acentuando a piora funcional
do ventriculo direito nesta doenca. Tradicionalmente, pacientes com HAP sao
aconselhados a restringir sua participacdo em programas de exercicios fisicos
devido ao risco de comprometimento cardiovascular fatal (Galie, Torbicki et al.
2004).

Existem muitas controvérsias sobre a eficacia e a real contribuicdo do
treinamento fisico como terapia para a HAP. E comum acreditar que em muitos
casos, principalmente naqueles mais graves, o exercicio fisico pode exercer um
impacto negativo, aumentando o0 risco de morte subita, o estresse de

cisalhamento e o remodelamento pulmonar ocasionado por esse aumento e
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podendo causar o agravamento da insuficiéncia cardiaca (Badesch, Abman et al.
2007). Entretanto, diversos estudos recentes mostram que, com a introducao de
novas perspectivas medicamentosas, 0 prognostico da doenca tem melhorado.
Além disso, essas pesquisas demonstram efeitos benéficos provocados pelo
treinamento fisico em pacientes com DPOC e insuficiéncia cardiaca congestiva
(ICC), tendo um papel importante até mesmo para aqueles pacientes mais
gravemente afetados (Handoko, de Man et al. 2009). O exercicio fisico mostrou
ser capaz de melhorar a funcédo endotelial, reduzir o estresse oxidativo vascular,
em parte pelo aumento da atividade da Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS),
respostas que podem levar a um efeito vascular benéfico (Kojda, Cheng et al.
2001; Mereles, Ehlken et al. 2006). Outro estudo de 2006 mostrou que pacientes
com HAP e insuficiéncia cardiaca direita que participaram de um programa de
exercicios fisicos que era constituido por atividades em bicicleta ergométrica (30
segundos com carga baixa e 90 segundos a uma intensidade de 60 a 80% da
encontrada durante o teste inicial de consumo maximo de oxigénio), sessenta
minutos de caminhadas leves em cinco dias da semana além de trinta minutos
de treinamento respiratério por dia, melhoraram significativamente a capacidade
funcional, mensurada através do teste de caminhada de seis minutos e o
consumo maximo de oxigénio. O treinamento fisico foi capaz de melhorar a
qualidade de vida desses pacientes. Em relacdo as medidas cardiorrespiratérias,
0S pacientes que participaram do protocolo tiveram uma melhora no consumo
maximo de oxigénio, uma eficacia das trocas gasosas e do metabolismo

muscular, uma melhor eficiéncia ventilatéria, atenuacdo da atrofia muscular e da
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disfuncdo endotelial e diminuicdo de mediadores inflamatorios, caracteristicas
presentes na fisiopatologia da doenca (Mereles, Ehlken et al. 2006).

Por esses motivos, 0s mecanismos envolvidos na progressdo da HAP e da
sindrome Cor pulmonale e as intervenc¢des ndo farmacoldgicas, como o exercicio
fisico, com o objetivo de melhorar a qualidade de vida, aumentar a capacidade
funcional e a sobrevida dos pacientes nessas doencas tém recebido grande
atencdo do mundo cientifico e ganham espagco como uma alternativa
extremamente viavel nessas doencas.

Para estudar o efeito de diferentes terapias que poderiam melhorar o
prognéstico e a qualidade de vida dos pacientes com HAP e que,
consequentemente, poderiam desenvolver a Cor pulmonale, diversos modelos
animais tém sido criados e se tornaram importantes ferramentas para o estudo
dos mecanismos patogénicos dessas duas doencgas.

Dois modelos estabelecidos para o estudo dessas doencas incluem a
exposicdo crénica a hipéxia e a administracdo de uma Unica dose intraperitoneal
ou subcutanea de monocrotalina (MCT), um alcal6ide pirrolizidina encontrado na
planta Crotalaria spectabilis, que desencadeia a forma mais agressiva de HAP
em qualquer modelo animal, reproduzindo os mesmos sintomas de pacientes
com HAP e insuficiéncia cardiaca direita (Farahmand, Hill et al. 2004;
Dumitrascu, Koebrich et al. 2008).

O alcaloide pirrolizidina € uma substancia quimica produzida e derivada de
determinadas plantas téxicas que, segundo descricdo de Mclean de 1970,
guando ingeridas pelos homens ou por animais tém sido responsaveis por uma

grande variedade de lesbGes hepaticas, incluindo a oclusdo de pequenas veias

26



hepaticas e necrose centrolobular (McLean 1970; Chesney, Allen et al. 1974). Os
efeitos da MCT sobre a vasculatura pulmonar foram primeiramente descritos por
Lalich e Merkow, em 1961. Eles relataram a presenca de vasculite em vasos
pequenos e medios, hemorragia pulmonar, aumento na permeabilidade capilar e
subsequentemente, o desenvolvimento de Cor pulmonale nos animais, fato que
foi atribuido as lesbes vasculares pulmonares e ao aumento de pdés-carga
imposta ao VD (Lalich and Merkow 1961).

A MCT é bioativada pelos microssomos hepaticos pelo citocromo P-450 a
metabdlitos pirrélicos (dehidromonocrotalina), composto causador da injuria nos
vasos pulmonares. Esses compostos pirrélicos sdo mais estaveis que seus
precursores e demonstram uma alta seletividade pelo endotélio vascular do
pulmdo, onde irdo promover rapidamente um acumulo de macrofagos,
mediadores inflamatdrios que podem ser responsaveis pela resposta hipertrofica
da tunica média dos vasos pulmonares (Figura 1) (Wilson, Segall et al. 1992;

Hessel, Steendijk et al. 2006).
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Figura 1. Fotos mostrando a hipertrofia da tinica média de animais apods 28 dias
da injecdo de MCT (L) em comparacdo a animais controle apos 28 dias que
receberam veiculo (K). Coloracao realizada com hematoxilina e eosina, barra de

escala = 50um (Dumitrascu, Koebrich et al. 2008)

A inducdo de HAP pela MCT é associada ao desenvolvimento de hipertrofia
de ventriculo direito que, dentro de algumas semanas, dependendo da dose e da
idade dos animais, pode progredir para a IC (Hessel, Steendijk et al. 2006). Um
estudo de Buermans et al mostrou que, dependendo da dose de MCT, baixa
(30mg/kg) ou alta (80mg/kg), o animal pode desenvolver HC compensada ou IC
em 4 semanas, respectivamente, apos a injecao Unica da droga. Assim, tem se
utilizado uma dose de 60mg/kg de massa corporal de MCT para a inducdo de
HAP e consequentemente promover o aparecimento de sintomas caracteristicos
da insuficiéncia cardiaca direita (Buermans, Redout et al. 2005; Jasmin,
Cernacek et al. 2003; Farahmand, Hill et al. 2004, Souza-Rabbo, Silva et al.

2008)
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1.2 Hipertrofia Cardiaca

O remodelamento cardiaco esta diretamente ligado a perda de performance
do coracdo e a uma diminuicdo na perspectiva de sobrevida para pacientes com
insuficiéncia cardiaca (Mann and Bristow 2005). Entretanto, muitos
pesquisadores definem a HC como uma resposta final do érgdo a uma exposicéo
cronica a estimulos que poderiam levar a essa adaptacéo; outros tém sugerido
gue o remodelamento pode contribuir independentemente para a progressao
para IC.

No contexto dessa discussdo, o termo hipertrofia cardiaca refere-se as
alteracbes geométricas e funcionais que sdo provenientes de modificacbes
intersticiais, celulares, moleculares e metabdlicas, que consequentemente podem
causar uma alteracdo na funcéo cardiaca apdés um evento agudo ou sobrecarga
cronica imposta aos ventriculos.

O coracgéo é composto por diferentes tipos celulares. Dentre esses, estdo as
células funcionais do coracéo, ou seja, os cardiomiécitos, que perfazem um total
de 70-80% da massa total do coracéo; fibroblastos, células endoteliais, células
musculares lisas vasculares e matriz extracelular. Quando os cardiomidcitos sao
expostas a uma condicdo de sobrecarga funcional, consequentemente ha um
estiramento da membrana plasmatica e a sensibilizacdo de proteinas integrais,
especialmente proteinas conhecidas como conexinas, e de canais i6nicos,
provocando a ativacdo de vias de sinalizacdo intracelulares, mudancas na
expressdo de genes, modificacdes na taxa de sintese proteica e na organizacao

das proteinas contrateis dos sarcomeros (lemitsu, Miyauchi et al. 2001)
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O coracao responde normalmente a uma elevacédo transitéria na carga de
trabalho imposta. Um importante indicador de demanda cardiaca é a forca de
estiramento, que pode ser modificada tanto por um aumento na pressao arterial
(PA) ou no volume diastdlico final (VDF). Quando a sobrecarga € de
caracteristica aguda, o coracdo responde rapidamente e consegue reverter um
estimulo que pode ser de origem nervosa (sistema neurovegetativo), ou de
origem circulatoria (humoral e hormonal). Além disso, 0 musculo cardiaco tem
uma propriedade intrinseca de resposta a esses aumentos transitorios de carga
funcional, através do mecanismo de Frank-Starling. Em oposicdo, o coracéo
responde modificando lentamente a sua estrutura a uma elevagdo crbnica na
demanda, processo que geralmente é irreversivel.

Dependendo das caracteristicas dessas alteracbes, a HC pode ser
denominada de hipertrofia fisiologica (HF) ou hipertrofia patolégica (HP). O
crescimento fisiolégico inclui o crescimento cardiaco pos-natal, o crescimento
cardiaco induzido pela gravidez e pelo exercicio fisico. Em oposicdo a esse
modelo, a hipertrofia patolégica ocorre em resposta a um aumento crénico na
sobrecarga de pressao ou de volume ocasionados por uma doenca (hipertensao
arterial, doenca valvar, infarto agudo do miocéardio (IAM) e hipertens@o pulmonar)
(lemitsu, Miyauchi et al. 2001).

Os dois tipos de hipertrofia (HF e HP) estdo relacionados ao aumento no
tamanho cardiaco, ou seja, no acréscimo de massa cardiaca. Entretanto, a HP
esta tipicamente associada com perda de cardiomidcitos e sua substituicdo por
fibroblastos, perda da capacidade contratii e um aumento no risco de morte

subita (Cohn 1997). Em oposi¢cdo a essas alteracdes, a HF ndo provoca uma
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alteracdo na estrutura cardiaca, mantendo uma funcéo cardiaca normal. Além
disso, a HF é caracterizada por ser uma hipertrofia reversivel (Fagard 1997).

O caminho para a HF ou para a HP depende exclusivamente dos
mecanismos de sinalizacao celular ou do estiramento do musculo cardiaco, que
parecem ter uma determinada especificidade para o tipo de estimulo que é
recebido pelo coracao (Wakatsuki, Schlessinger et al. 2004).

A HF e a HP, ainda podem ser subdivididas em dois tipos: excéntrica e
concéntrica. Essa classificacdo é baseada na forma geométrica que o0s
ventriculos assumem apds o remodelamento, fato extremamente ligado ao tipo
de estimulo inicial dado ao cardiomiécito. A hipertrofia concéntrica refere-se ao
aumento na espessura da parede ventricular e da massa cardiaca, com pequena
ou nenhuma reducéo no volume da camara. Além disso, a hipertrofia concéntrica
€ caracterizada por uma adicdo de sarcébmeros em paralelo, fato que causa o
aumento na largura dos cardiomiécitos. A hipertrofia excéntrica tem como padrao
um aumento na massa ventricular e no tamanho da cavidade. A espessura da
parede pode estar diminuida, normal ou aumentada. Na hipertrofia excéntrica a
deposicao dos sarcémeros € realizada em série, o que leva ao aumento no
comprimento dos sarcémeros (McMullen and Jennings 2007).

Um estimulo fisiolégico pode levar ao surgimento de ambos os subtipos de
hipertrofia: concéntrica ou excéntrica. O exercicio aerébio, também conhecido
como exercicio de endurance, isotbnico ou exercicio dindmico, causa um
aumento no retorno venoso, que consequentemente leva a uma sobrecarga de
volume e, se o estimulo for suficientemente satisfatorio para gerar alguma

adaptacao cardiaca, o subtipo de hipertrofia que sera detectada é a excéntrica.
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Essa hipertrofia excéntrica geralmente estd associada a um aumento na
cavidade com um aumento proporcional na espessura da parede. Ja o
treinamento de forca resulta em uma sobrecarga de pressdo imposta ao
ventriculo e consequentemente um aumento na espessura da parede ventricular,
uma manutencdo ou proporcional diminuicdo no diametro cavitario (Barry,
Davidson et al. 2008).

A longo prazo, o exercicio fisico de endurance esta associado a altera¢des na
funcdo e na morfologia cardiacas que sao conhecidas como HF ou coracédo de
atleta. Esse termo € utilizado pois a préatica continua de exercicio fisicos de
endurance promove uma série de alteracbes benéficas ao coragdo, como:
bradicardia em repouso, diminui¢cdo da frequéncia cardiaca maxima, maior tempo
de enchimento diastdlico, retorno venoso aumentado, aumento nas dimensodes
(diametro) da cavidade de ambos os ventriculos e aumento ou manutencdo da
parede ventricular e massa cardiaca (Cappelli, Toncelli et al.). Juntas, essas
adaptacGes podem auxiliar o coracdo a manter as necessidades metabdlicas
durante a pratica de exercicios fisicos, mantendo ou aumentando a capacidade
contratil do muasculo cardiaco. A melhora funcional que € ocasionada pelo
exercicio pode estar intimamente ligada ao aumento na sobrecarga mecéanica
causada pelo maior retorno venoso e também pela ligacdo de agonistas liberados
especificamente durante o exercicio (lemitsu, Miyauchi et al. 2001).

O estimulo patoldgico causado pela sobrecarga de pressao (estenose aértica,
hipertenséo arterial e HAP), produz um aumento no estresse de parede sistolico
e esse fator, consequentemente, resulta numa hipertrofia concéntrica. As

caracteristicas dessa hipertrofia sdo: diminuicdo do diametro cavitario e aumento
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da espessura da parede ventricular pela deposicdo de sarcémeros em paralelo.
Em contrapartida, um estimulo causado por sobrecarga de volume, pode levar ao
aparecimento de uma hipertrofia patolégica excéntrica, subtipo com um maior
risco a vida do que a hipertrofia concéntrica, com aumento da cavidade
ventricular e na maioria das vezes uma diminuicdo na espessura da parede
ventricular (Barry, Davidson et al. 2008).

O Cor pulmonale induzido por injecdo intraperitoneal de MCT se estabelece
como um modelo de aumento de pdés-carga ao VD. O VD tem uma estrutura
diferente do VE; sua parede € mais fina, pois precisa exercer sua funcdo de
bomba contra uma pressdo menor (pressdo na artéria pulmonar) e responde
melhor a alteracbes na pré-carga quando comparado ao VE. No entanto, o
aumento de pdés-carga ao VD produz alteracdos pronunciadas em relagéo ao VE,
demonstrando um aumento na sintese proteica, tamanho celular e deposicao de
sarcbmeros em paralelo, com o objetivo de manter a funcdo cardiaca (Bogaard,
Abe et al. 2009).

Como citado anteriormente, a HC gera uma séries de alteracdes metabdlicas,
estruturais, funcionais, bioquimicas e moleculares. A HP esta associada com a
morte celular (apoptose ou necrose), com a diminuicdo do numero de células
funcionais cardiacas (cardiomidcitos) e com a deposicao excessiva de colageno
na matriz extracelular (Figura 2B). O coldgeno esta disposto como uma rede
intrincada de fibras que conecta os cardiomidcitos. Essa deposi¢éo excessiva de
colageno entre os cardiomidcitos € a modificacado responsavel pelo enrijecimento
cardiaco, causador da diminuicdo no lusitropismo e inotropismo cardiacos. Isto

também pode ocasionar reducdo do acoplamento elétrico cardiaco, realizado
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pelas conexinas, pois 0 excesso de colageno aumenta a distancia entre os
cardiomidcitos pelo aumento na area total de matriz extracelular. Além disso, a
HP também esta relacionada a uma diminuicdo na densidade capilar, fato que,
juntamente com o0 aumento na area da matriz extracelular, aumenta
desproporcionalmente a distancia de difusdo do oxigénio, contribuindo para a
transicdo da HC para a IC (McMullen and Jennings 2007). Ja a HF ocasionada
pelo exercicio fisico é caracterizada pela manutencdo ou reducdo da
porcentagem total de area ocupada por colageno, aumento no numero de
cardiomiécitos e um acréscimo consideravel no nimero de vasos por area

(Figura 2C) (Bogaard, Abe et al. 2009).

0 - L A '14 :

HF (Exercicio)

Controle

Figura 2. Andlise histolégica de um corte transversal no musculo cardiaco
utilizando tricrbmico de Masson, uma técnica que cora o colageno em azul,
mostrando um aumento na fibrose somente no grupo HP (B) (McMullen and

Jennings 2007).
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1.3 Sinalizacao Intracelular para Hipertrofia Patoldgica e Fisiolégica

Desde o final dos anos 70 e inicio dos anos 80, com o0 avanco das técnicas e
aparelhagem para deteccdo de expressao e imunoconteudo proteico, tem sido
demonstrado que a HP e a HF estdo associadas com uma especificidade
molecular e bioquimica.

Muitas pesquisas tém destacado as alteracdes na expressao génica e sintese
proteica nesses dois modelos de HC. A HP esta relacionada a alteracdes
distintas na maquinaria contratil, tais como: diminuicAo na expressdo e
imunoconteudo de miosina de cadeia pesada a (MHC-a) e expressdo de
proteinas fundamentais para manutencédo da funcao cardiaca como a SERCA2a
e aumento na expressdao e imunoconteudo de miosina de cadeia pesada f3
(MHC-B) e de genes fetais (peptidio atrial natriurético (PAN), peptidio cerebral
natriurético (PCN), a-actinina esquelética) (McMullen and Jennings 2007). A
partir desses dados, diversos modelos experimentais com animais knockout tém
sido desenvolvidos com o objetivo de estudar exclusivamente o papel de
determinadas vias de sinaliza¢éo celular que podem levar a HP e a HF.

A cascata de sinalizacdo envolvida diretamente com a HF é a via do fator de
crescimento semelhante & insulina (IGF-1)-cinase do fosfoinositol 3 (PI3K)-
proteina cinase B(Akt/PKB). Essa via tem recebido muita atencdo e tem sido
caracterizada como principal no desenvolvimento da HF, demonstrando que sua
ativacdo e, consequentemente, a da Akt/PKB leva a fosforilagdo de uma
variedade enorme de outros substratos que promovem a regulacdo do

metabolismo, angiogénese, crescimento e sobrevivéncia celular (DeBosch,
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Treskov et al. 2006; Benito and Nattel 2009). Para corroborar esses dados,
muitos experimentos utilizando ratos knockout ou com uma expressao
aumentada para essas proteinas foram realizados, e com isso a funcéo
especifica destas foi melhor caracterizada. O IGF-1, em muitos estudos, tem sido
caracterizado como uma molécula com funcdes especificas para a sobrevivéncia
celular. O IGF-1 exerce seu papel de molécula sinalizadora sobre a PI3K, que a
partir da acdo do IGF-1, libera produtos lipidicos da membrana plasmatica,
fosforilando-os na posicdo D3, que por sua vez, agem como nhovas proteinas
sinalizadoras. Esses subprodutos liberados pela fosforilagcdo dos fosfolipidios da
membrana agem sobre a Akt/PKB, proteina sinalizadora critica e uma das mais
versateis, pois se acredita que ela possa atuar em mais de 100 substratos
intracelulares (Bernardo, Weeks et al.; DeBosch, Treskov et al. 2006; Manning
and Cantley 2007).

Alguns estudos relacionam a ativacado da Akt/PKB com a modulagéo de vias
de sinalizacdo para a HP. Isso pode ser devido as diferentes isoformas que essa
proteina apresenta e claramente ao estimulo inicial para que o processo de
sinalizacao inicie, jA que pode ser ativada tanto por agonistas que agem sobre
receptores de membrana relacionados a HP, quanto por agonistas que atuam
sobre receptores relacionados com a HF (McMullen and Jennings 2007).

Em um estudo de De Bosch et al, em 2006, foram utilizados ratos knockout
para Akt e observou-se que esses animais tiveram uma hipertrofia atenuada
qguando participaram de um programa de exercicios aerébios. Essa diminuicéo

~

nao foi observada nos animais submetidos a sobrecarga de pressao por
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coarctacdo aodrtica, caracterizando a Akt como uma proteina relacionada a
sinalizacao intracelular direcionadora para a HF (DeBosch, Treskov et al. 2006).

McMullen et al, em 2007, demonstraram que 0S animais com uma expressao
diminuida para a PI3K desenvolviam sinais de ICC apds um procedimento de
constricdo da aorta ascendente, que causaria uma sobrecarga de pressdo ao
coracdo. Esse estudo demonstrou que animais com uma expressao aumentada
da PI3K tiveram um impacto benéfico sobre a HP, prevenindo a dilatacéo
ventricular, o acréscimo de volume ventricular, o crescimento cardiaco excessivo,
o aparecimento de fibrose e a queda na expressdo génica da SERCA2a
(McMullen, Amirahmadi et al. 2007).

O conceito de que a via de sinalizacdo dependente da PI3K-Akt/PKB esta
intimamente relacionada ao aparecimento da HF e também a uma diminuicéo
das caracteristicas relacionadas a HP é confirmado pelos resultados citados
acima. Esse mecanismo de regulacéo negativa para a HP, causado pela ativagao
da via PI3K-Akt/PKB, ainda permanece obscuro; entretanto, diversos
pesquisadores tém demonstrado efeitos inibitérios dessa via sobre a sinalizacao
das MAPKs (p38, JNK), vias extremamente relacionadas ao surgimento da HP e
com a ativacao da via de sinalizagao para a sobrevivéncia dependente do NFkB
(Kim, Khursigara et al. 2001; DeBosch, Treskov et al. 2006; Manning and Cantley
2007).

Outro mecanismo de acao anti-apoptoético exercido pela Akt/PKB é devido a
fosforilacdo da Bad. A fosforilagdo dessa proteina, que faz parte da familia das

Bcl-2 (linfoma das células B 2), pode reduzir a apoptose celular pela inibicdo da
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atividade da Caspase-9. Essas respostas, em conjunto, fornecem grande parte
da acéo anti-apoptética da Akt/PKB (Zhang, Liu et al. 2007).

Uma das principais proteinas intracelulares que sofre acdo da via de
sinalizacao IGF-1-PI3K-Akt/PKB € a cinase da glicogénio sintase (GSK-3(). A
GSK-3B primeiramente foi identificada como uma serina/treonina cinase que
fosforila e inibe a enzima glicogénio sintase (Markou, Cullingford et al. 2008). Ela
€ uma cinase reguladora fundamental com um grande numero de alvos celulares,
incluindo proteinas do citoesqueleto e fatores de transcricdo, ou seja, se ativada
ela sofrerd translocacéo para o nucleo celular e ativara fatores de transcricdo que
poderdo modular a sintese de determinadas proteinas.

Atualmente, sabe-se que essa cinase tem acdo sobre muitos substratos
celulares que podem exercer um papel pré-apoptético. A GSK-3p encontra-se na
sua forma ativa (desfosforilada) e é fosforilada e inativada pela Akt/PKB. Assim,
quando a Akt age sobre essa cinase, a fosforilacdo do seu sitio N-terminal inativa
essa proteina, causando uma diminui¢cdo na modulacdo de proteinas responsivas
a GSK-3pB. Evidéncias recentes mostram que a GSK-33 € um regulador negativo
da HC. Um aumento na atividade da GSK-3[3, por uma expressdo aumentada
dessa enzima, inibe o processo hipertréfico, diminuindo a taxa de sintese
proteica e a expressao de genes hipertroficos. A estimulagdo B-adrenérgica
atuara sobre receptores acoplados a proteina G, e dessa forma, causara uma
inativacdo da GSK-3f, principalmente através da via de sinalizagao da PI3K-
Akt/PKB. Esse fato diminui a acao anti-hipertrofica dessa enzima e causara um

aumento nos processos que levardo a HC (Markou, Cullingford et al. 2008).

38



Um estudo realizado por Antos et al, em 2002, mostrou que ratos com uma
expressdo cardiaca aumentada de uma forma mutante de GSK-3p
permanentemente ativa, que sofreram coarctacdo da aorta e estimulo [-
adrenérgico com isoproterenol, tiveram uma prevencédo parcial da HC em relacéo
aos animais controle (Antos, McKinsey et al. 2002).

Assim, um aumento da fosforilacdo (inativacdo) da GSK-3B parece exercer
funcdo pro-apoptotica, sendo que o equilibrio entre os dois estados (ativa e
inativa) € fundamental para determinar o tipo de sinalizacdo e quais os alvos
intracelulares estdo sendo modulados, podendo exercer um papel fundamental
no manuseio dos distintos tipos de hipertrofia.

A Akt/PKB, como discutido anteriormente, tem diferentes alvos intracelulares.
Dentre esses alvos, destacam-se aqueles que estdo caracterizados como
sinalizadores para uma hipertrofia cardiaca compensada. Entretanto, a proteina
Akt/PKB ndo opera em via Unica, havendo redes de vias de sinalizagédo
totalmente integradas e complexas. Assim, uma das fun¢Bes da proteina
Akt/PKB para a modulacao da HP é exercer uma atividade cruzada, ou seja, ela
blogueia um estimulo pré-apoptético ocasionado pela ASK1(também conhecida
como MAPKKKS5), fosforilando o seu residuo s83. Essa proteina (ASK1) é uma
cinase que ativa tanto a JNK quanto a p38, proteinas associadas a hipertrofia
mal-adaptativa (Manning and Cantley 2007).

Apesar do conhecimento sobre os mecanismos especificos das vias de
sinalizacdo que vao promover a HP estarem ainda obscuros, uma das principais
vias relacionada ao desenvolvimento de hipertrofia em resposta a estimulos

gerados por receptores acoplados a proteina G (responsivos a angiotensina Il
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(Ang 1), endotelina-1 (ET-1), por estresse de parede, mais especificamente por
sobrecarga de presséo, é a via das proteinas cinases ativadas por mitdgenos
(MAPKs). As MAPKs foram identificadas como reguladores de vias de
sinalizacdo para o crescimento cardiaco, em meados dos anos 90. As MAPKs
fosforilam uma série de outras proteinas intracelulares como fatores de
transcricdo, que, assim, modificam a sua acdo. Elas estdo divididas em trés
subfamilias, baseadas na cinase terminal da via de sinalizacdo. Uma dessas
familias € a familia da p38-MAPK.

A p38-MAPK é uma importante mediadora de diversas funcdes biologicas,
dentre elas destacam-se: crescimento, proliferacdo e morte celular. Essa proteina
€ considerada um componente critico das vias de sinalizacdo mediadas pelo
estresse. No coracao, a p38-MAPK é conhecida por estar ativada em pacientes
com doenca cardiaca isquémica (Cook, Sugden et al. 1999).

Acredita-se que essa proteina esteja extremamente associada a perda de
funcdo contrétil do coragéo e o aparecimento de fibrose. Em muitos estudos que
utilizaram ratos transgénicos com uma inibicdo no gene responsavel pela sintese
da p38-MAPK, h& uma controvérsia sobre a real acdo dessa molécula
sinalizadora, ou seja, parece que sua funcdo pro-apoptética ou anti-apoptética
pode ser dependente de qual isoforma encontra-se mais ativa (McMullen and
Jennings 2007).

Em 2006, Tenhunen et al utilizaram um adenovirus que aumentou a
expressdo da p38-MAPKa. No terceiro dia apds a inser¢do do adenovirus, a
expressao génica de determinadas proteinas foi alterada, principalmente aquelas

gue regulam a progressao do ciclo celular e aquelas envolvidas com inflamacéao.
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No sétimo dia, os coracOes estavam notavelmente fibroticos e contendo muitas
células inflamatérias, apesar de nao existir demonstracado de HC (Figura 3E e F).
Isso demonstra a relevancia da p38-MAPKa na promogao dos processos
inflamatorios. A sintese e a liberacdo de proteinas relacionadas ao surgimento de
inflamacdo no coracdo (citocinas e outros mediadores inflamatorios) séo
responsaveis pelo surgimento da fibrose no musculo cardiaco. A inibicao seletiva
da p38-MAPK bloqueou a secrec¢éao tanto de interleucina-6 (IL-6) quanto do fator
de necrose tumoral a (TNFa), duas moléculas inflamatdrias, além de diminuir a
fibrose cardiaca (Kamaraju and Roberts 2005; Li, Georgakopoulos et al. 2005).
Em outro estudo, apds trés dias da injecdo do adenovirus, houve um aumento na
expressao de fatores de transcricdo especificos como o GATA4 e o NFAT (Clerk

and Sugden 2006).

Controle MKK3bE MKK6bE

Figura 3. Corte histologico transversal de coracdo. Coloracéo realizada com
tricromico de Masson para analizar presenca de colageno em trés grupos
distintos: controle, expressao aumentada de proteinas upstreams (MKK3bE e

MKKG6bE) para a p38-MAPK (Liao, Georgakopoulos et al. 2001).
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A proteina ASK1, que é ativada no coracdo por uma serie de estimulos
estressores como sobrecarga de pressdo e estimulacdo neuroendodcrina, é
conhecida por ser uma cinase que ativa a proteina p38-MAPK e parece exercer
um papel fundamental na sinalizacdo para a apoptose e para o remodelamento
cardiaco patologico. Em um estudo publicado em 2008, Taniike et al indicaram
que a via da ASK1/p38-MAPK regula negativamente a hipertrofa cardiaca
fisiolégica. A informacéao foi confirmada nesse mesmo estudo quando em cultura
celular, foi utilizado um inibidor para a p38-MAPK e observou-se um aumento na
hipertrofia dos cardiomiocitos dependente do IGF-1 (Taniike, Yamaguchi et al.
2008).

Embora o papel da p38-MAPK deva ser esclarecido, existem muitas
evidéncias de que a ativacdo da sua via de sinalizacdo, dependente da ASK1,
ativada por estimulos patologicos, pode levar ao remodelameno cardiaco mal-
adaptativo e a0 mesmo tempo pode exercer uma agao atenuante sobre a
sinalizacdo para a HF dependente da Akt/PKB. Assim, no estudo de Taniike et al,
0s animais knockouts para a ASK1, que fizeram exercicio fisico de natacdo (2
vezes/dia, 7 dias/semana, 90 minutos/sessédo por 8 semanas), mostraram um
aumento na fosforilagcdo da Akt em relacdo aos controles. Além disso, esses
ratos desenvolveram HC Fisiol6gica quando comparados aos animais controle,
fato que corrobora a informagé&o obtida em outros estudos.

Assim, uma relacdo entre as vias anti-apoptoticas PI3K-Akt/PKB e pro-
apoptoticas JNK/p38 pode ser estabelecida através dessa comunicacao entre as
duas vias de sinalizacdo e servir como uma boa relacdo moduladora do seu

envolvimento na modulacéo da HC (fisiologica ou patoldgica).
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1.4 O Papel Modulador do Estado Redox Celular na Hipertrofia Cardiaca

Com o passar dos anos, o estado redox celular passou a ser visto ndo sé
como uma série de reacbes metabodlicas, mas também como reacdes
importantes para outros sistemas, como a sinalizacdo celular e a defesa do
organismo contra xenobidticos (Hancock 2009).

Essa nova teoria determina que as alteracdes ocasionadas pelo estresse
oxidativo provocadas por oxidantes nado-radicalares sdo maiores que as
provocadas pelos radicais livres, pois 0 aumento na formacao dos radicais livres
€ balanceado pela sua alta taxa de degradacdo do sistema de defesa
antioxidante enzimético e ndo enzimatico. Ja as moléculas ndo radicalares como
o H,0O, hidroperoxidos lipidicos, aldeidos, quinonas e dissulfetos, apresentam
uma meia-vida maior e podem assim influenciar a oxidacao de outras proteinas
contendo grupamentos tidis que consequentemente participam da sinalizacédo
celular para a sintese de receptores de membrana, regulacdo da transcricao
génica, proliferacao celular, angiogénese e apoptose (Jones 2008).

A redefinicdo contemporanea prop8e que este fendbmeno ndo estd somente
associado aos danos macromoleculares a lipidios, proteinas e &cido nucleicos,
mediados pela acdo dos radicais livres, e ao desequilibrio em favor da geracéo
de ERO quando relacionado ao aumento das defesas antioxidantes. Estas
espécies quimicas tém sido reconhecidas como importantes segundos
mensageiros ceulares devido a sua acdo oxidante, principalmente sobre
proteinas intracelulares, amplamente reconhecidas como sensores moleculares.

Esse sinal desencadeado pela oxidagdo proteica leva a uma regulacdo de
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eventos redox-sensiveis, como a proliferacdo, adesao e sobrevivéncia celular
(Chiarugi 2009). Com isso, o quadro de estresse oxidativo, por uma visédo
contemporanea, diz respeito a uma perturbacdo no controle de vias de
sinalizacdo redox, promovida por essas espécies quimicas, provocado por um
aumento na concentracdo de ERO ou por uma diminuicdo na atividade de um ou
mais sistemas de defesa antioxidante (Droge 2002; Jones 2006).

Muitas evidéncias sugerem que 0s processos oxidativos metabolicos podem
contribuir para o desencadeamento de diversas doencas. Diversos estudos foram
realizados com o objetivo de determinar quais as possiveis intervencdes que
seriam eficientes para prevenir o estresse oxidativo. Apds isso, os dados
inconsistentes sobre a real importancia da utilizacdo de antioxidantes no
manuseio do estresse oxidativo mostram que o estado redox da GSH/GSSG e
cisteina/cistina, juntamente com a analise do balanco entre os agentes oxidantes
e antioxidantes, parecem ser ferramentas fundamentais para quantificar o
estresse oxidativo. A GSH € reconhecida como o mais importante tampao redox
intracelular, sendo assim um importante indicador sobre o ambiente redox
celular. Sua principal funcéo na prevencao do dano causado pelas ERO é formar
ligagcbes dissulfeto com os residuos de cisteinas e, dessa forma, bloquear os
grupamentos tidis desses aminoacidos, prevenindo e inibindo a formacdo dos
produtos derivados da oxidacdo dessas moléculas. Mesmo assim, em muitos
estudos com modelos caracterizados pelo aumento no estresse oxidativo néo foi
observado um acréscimo na oxidacdo da GSH e da cisteina a0 mesmpo tempo,

sugerindo que diversos outros mecanismos podem estar envolvidos no controle
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da sinalizacdo redox para o estabelecimento do quadro de estresse oxidativo
(Jones 2006).

Durante a sinalizacdo oxidativa, os oxidantes intracelulares produzidos por
diferentes fontes, dentre eles, o anion radical superédxido, sdo rapidamente
convertidos a peroxido de hidrogénio que, por sua vez, reagem com
grupamentos tiois de proteinas, moléculas que se comportam como verdadeiros
sensores quimicos. A mitocondria, uma fonte importante de ERO, aparece com
um papel oxidativo importante. Esses processos de oxidacdo exercidos pela
mitocondria sdo rigidamente controlados por sinais extracelulares e
intracelulares, e sdo fundamentais para a regulacao de diversos processos, como
a sobrevivéncia celular (Murphy 2009).

Como discutido anteriormente, a sinalizacdo celular influencia uma
diversidade enorme de processos celulares. Essa comunicacdo celular e
alteracdo do seu comportamento frente a uma alteracdo do meio onde esta
inserida € uma das principais funcdes celulares. Dessa forma, o principal
composto estudado como molécula envolvida na sinalizagéo redox € o H;0,.

As principais caracteristicas que fazem do peréxido de hidrogénio a principal
espécie reativa que exerce um papel de segundo mensageiro sdo: a sua
producdo e degradacdo enzimatica e a sua quimica interessante, que fornece
especificidade para a oxidacao de tidis.

Em organismos unicelulares, uma alteracdo importante frente aos altos niveis
de peroxido de hidrogénio € um aumento na producdo de antioxidantes,
provocado por um aumento na expressao génica desses compostos, e no reparo

de proteinas danificadas por essa espécie, acdes que permitem uma adaptacao
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as condi¢cbes oxidativas (An and Blackwell 2003). Entretanto, em organismos
pluricelulares, o H,O, pode ativar vias de sinalizacdo que estimulam a
proliferacdo, diferenciacdo, migracdo ou apoptose celular, além de vias

relacionadas a sobrevivéncia (Veal, Day et al. 2007).

Existem grandes diferencas quanto a concentracdo necessaria de peroxido
para iniciar um determinado estimulo, e essa diferenca € dependente da célula
gue estamos analisando. Em mamiferos, um estudo recente de Sablina et al, de
2005, mostrou que a sintese de antioxidantes foi aumentada em concentracdes
celulares baixas de H,0O,, protegendo contra o dano celular e permitindo a
sobrevivéncia da célula, enquanto em concentracfes altas houve um estimulo
para um aumento na expressao de agentes pro-oxidantes envolvidos na

apoptose celular (Sablina, Budanov et al. 2005).

Apesar do perdxido de hidrogénio ser uma molécula apolar, acredita-se que
seu poder de difusdo seja pequeno, conferindo um poder como sinalizadora a
essa molécula apenas no seu sitio de geracdo. Isso é devido ao alto poder
catalitico e a abundancia de enzimas como a catalase, a glutationa peroxidase e
a tiorredoxina peroxidase, que degradam o perdxido de hidrogénio no seu local
de producédo. Dessa forma, as diferentes concentracfes de antioxidantes, nos
diversos compartimentos celulares, também podem influenciar a sinalizacédo

redox exercida por essa molécula.

Certas caracteristicas de algumas proteinas as tornam suscetiveis a oxidacao
por perdéxido de hidrogénio. Por exemplo, qualquer proteina que tenha uma

cisteina desprotonada é suscetivel a essa oxidag&o reversivel. Os residuos
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cisteinas da maioria das proteinas intracelulares s&o protonados, portanto
incapazes de reagir com o peréxido de hidrogénio. Entre os aminoacidos, a
cisteina € a Unica que apresenta um grupamento tiol na sua cadeia lateral (-SH),
essa molécula parece exercer um efeito catalitico sobre ela, ou seja, a acdo do
H.O, sobre essas moléculas pode levar a oxidacdo dos grupamentos tidis de
residuos de cisteina e, com essa alteracdo, irdo sofrer uma modificacédo
conformacional, alterando amplamente suas fungbes celulares, exercendo um

papel como sinalizadoras.

A oxidacdo dos grupamentos ti6is da cisteina é um dos principais
mecanismos pelo qual as ERO agem sobre o estado redox celular. A oxidacao
de uma molécula de tiol de uma molécula de cisteina leva a formacédo de uma
ponte dissulfeto (-S-S-), que pode causar uma grande alteracdo na funcdo dessa
proteina. Quanto mais oxidadas essa moléculas, menor € a chance do sistema

enzimatico reduzir esses compostos, e assim terem suas funcdes normalizadas.

Essa oxidacdo leva a formacdo de &cido sulfénico, molécula que reage
rapidamente com os grupamentos tidis da glutationa, formando pontes dissulfeto
e, com isso, modificando a estrutura molecular desse composto. Essa alteracéo
na estrutura da glutationa, que pode ser revertida pelo sistema
glutationa/glutarredoxina, leva a inativacdo de uma série de enzimas
intracelulares. Assim, devido a sua acdo sobre a atividade enzimatica e a sua
caracteristica reversivel, a glutationa pode também ser considerada uma

molécula com func¢éo sinalizadora redox -sensivel.
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As proteinas fosfatases exercem um papel central no controle da sinalizacao
intracelular . Os residuos de cisteina oxidados exercem papel fundamental na
ativacdo de diversas fosfatases, agindo como moléculas sinalizadoras em
resposta a estimulos como fatores de crescimento e citocinas. Essas proteinas
agem desfosforilando uma série de moléculas intracelulares, como as MAPKs,
inativando-as. O uso de residuos de cisteina desprotonados, suscetiveis ao
H.O,, na desfosforilacdo catalitica de substratos celulares leva a inativacdo das
fosfatases pelo H,O,, ocasionando uma ativacdo nas MAPKs (Veal, Day et al.

2007).

Um importante mecanismo para a ativacdo das MAPKs pelo H,0, é exercido
pela enzima tiorredoxina. A enzima tiorredoxina € oxidada quando interage com o
H.O- e, assim, perde sua capacidade de se ligar a regido N-terminal da ASK-1,
ligacdo que inativaria essa proteina. Dessa forma, a falta da inibicdo da ASK-1
pela tiorredoxina provoca um aumento na ativacdo da p38-MAPK e da JNK

(Hayakawa, Matsuzawa et al. 2006; Veal, Day et al. 2007).

Um estudo realizado em 1998 por Zhang et al, mostrou que o H,O, exerce um
papel importante na ativacdo das MAPKs em cultura de células de tecido
muscular liso da artéria pulmonar. O H,O, foi capaz de ativar a p38-MAPK nesse
modelo, mostrando ser um sinalizador importante na modulagdo do crescimento
e proliferacao celular da artéria pulmonar na HAP (Zhang, Jin et al. 1998). Choi et
al, em 2005, demonstraram que a inibicdo da enzima peroxirredoxina aumenta as
concentracbes de H,O, e a ativacdo de proteinas sinalizadoras como a p38-

MAPK e a JNK (Choi, Lee et al. 2005).
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O estresse oxidativo e as possiveis alteracbes quanto a sinalizacédo redox,
desempenham um papel central na fisiologia e patofisiologia cardiacas. A
formacdo de ERO esta associada ao surgimento de diversas doencas como
aterosclerose e cardiomiopatia. Existem muitas evidéncias de que essas vias de
sinalizacdo influenciadas pelo estado redox celular desempenham um papel
importante no desenvolvimento de HC e da IC. Por outro lado, a exposicéo
cronica as ERO e um possivel desequilibrio redox, pode levar ao processo de
apoptose dos cardiomiécitos. Tem sido sugerido que as alteracbes no
metabolismo oxidativo que podem levar a apoptose celular, gerada pelo
desequilibrio na sinalizacéo redox, € o principal evento para o desfecho da IC.
Esse desequilibrio no estado redox dos cardiomidcitos pode estar envolvido na
inducdo ou ativacdo de muitas proteinas miocardicas que regulam a condicéo
estrutural da matriz extracelular, e dessa forma, a funcéo cardiaca (MacCarthy
and Shah 2003).

Sabemos que, diversas vias redox-sensiveis sao estimuladas por fatores
neuro-humorais ou por sobrecarga mecanica cronica imposta ao coragdo. Em
estudos utilizando células cardiacas em cultura, mostrou-se uma relacao positiva
entre a HC desenvolvida e o aumento de ERO quando essas células forma
estimuladas por Ang Il, ET-1, noradrenalina ou por estiramento mecanico
(Seddon, Looi et al. 2007).

Atualmente, existem muitos estudos demonstrando que, nos modelos animais
de IC, a alta producdo de ERO esta intimamente associada a ativacdo das
MAPKs. Em um estudo de 2002, Li et al, mostraram que, em um modelo

experimental de sobrecarga de pressdo, os aumentos na atividade da NADPH
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oxidase, importante fonte de ERO, aconteceram paralelamente aos aumentos na
formacdo de ERO e na ativacdo das MAPKs (Li, Gall et al. 2002). A apoptose
ocorre durante a HC e a isquemia miocardica, e possivelmente contribui para o
desenvolvimento e progressao da disfuncdo cardiaca e IC. Muitas evidéncias
experimentais sugerem que as ERO podem mediar a apoptose por uma série de
mecanismos, e esses mecanismos dependem das concentracfes dessas
espécies nos diferentes compartimentos subcelulares. Um trabalho associou as
baixas concentracdes de peroxido de hidrogénio a ativacdo da proteina cinase
regulada por sinal extracelular (ERK1/2), ja concentracbes aumentadas de
peréxido sinalizariam para a ativacdo da p38-MAPK e a JNK, vias relacionadas
com a apoptose celular. Portanto, concentracds baixas de ERO parecem estar
envolvidas com a promocdo ou supressdo da HC e altas concentracfes
envolvidas com a apoptose e/ou necrose celular (Sabri, Hughie et al. 2003).

Essa ativacdo da p38-MAPK através de um quadro que favoreca o
desequilibrio redox parece ser dependente de outra proteina, a ASK-1 que,
quando ativada, promoverd a HC. A deplecdo dessa proteina causa uma
atenuacado na ativacdo da p38-MAPK e da HC em resposta a infusdo de Ang II.
Animais com uma downregulation de genes que sao responsaveis por expressar
a ASK-1 mostram uma diminuicido na ativacdo de NFkB e da HC em resposta
aos aumentos na concentragcdo de ERO por estimulacdo de receptores ATII
(Giordano 2005). Em um estudo de Yamaguchi et al, em 2003, uma expresséo
aumentada de ASK-1, e consequentemente de p38-MAPK induziu apoptose dos
cardiomiécitos. Ja ratos knockout para o gene responsavel pela transcricdo

dessa proteina mostraram uma atenuacdo do remodelamento ventricular em
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resposta a sobrecarga de pressao, fato atribuido a reducédo da apoptose nesse
modelo (Yamaguchi, Higuchi et al. 2003).

Um dos mecanismos que estdo associados com a ativacdo das MAPKs pelas
ERO é a dissociagdo da subunidade a e B de uma proteina G; pelo H,0,. O
peréxido de hidrogénio ativa essa proteina G pela modificacdo de duas cisteinas
em sua estrutura. Essa modificacdo permite a dissociacdo das suas subunidades
e a ativacao de vias de sinalizacdo dependentes de enzimas intracelulares que
serdo ativadas. A Ang Il é outro agonista que € liberado em situacbes de
remodelamento cardiaco. A maioria das acdes da Ang Il esta envolvida com a
ativacdo de proteinas sinalizadoras intracelulares como as MAPKSs, a proteina
cinase C (PKC), ambas reguladas pela interacdo da Ang Il com um receptor
acoplado a proteina Gy. Um estudo de 1998 sugere que a maioria dos efeitos
hipertréficos da Ang Il é mediada pela producdo de ERO. Nakamura et al.
primeiramente demonstraram que a infusdo de Ang Il em meio de cultura
provoca um aumento na producéo de ERO e que o uso de antioxidantes levou a
uma diminuicdo da hipertrofia induzida pela Ang Il (Nakamura, Fushimi et al.
1998). Outras moléculas que séo capazes de aumentar a producdo de ERO,
quando administradas, sdo a endotelina-1 e as catecolaminas, liberadas pela
ativacado do sistema neurovegetativo (Laskowski, Woodman et al. 2006).

Outro papel importante das ERO no remodelamento cardiaco diz respeito a
sua capacidade de modificar a estrutura da matriz extracelular. As ERO parecem
estar envolvidas na proliferacdo de fibroblastos, na ativacdo de
metaloproteinases de matriz, ativacdo de NFkB, no aumento de infiltrado

inflamatorio e alteragbes fundamentais para o surgimento de fibrose. As
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metaloproteinases geralmente sdo secretadas na sua forma inativa. Apos a
reacdo das ERO com o aminoacido cisteina dessas proteinas, elas sédo ativadas.
O fator de transcricdo NFkB também estad presente na sua forma inativa no
citosol. A atuacdo das ERO promove a degradacdo do sitio inibitério dessa
molécula, podendo modular dessa forma os processos inflamatorios.

O remodelamento cardiaco causado pelas alteracdes estruturais provocadas
por um desequilibrio redox promove um aumento no consumo de oxigénio do
coracdo. O consumo de oxigénio cardiaco é proporcional a tensdo exercida
sobre a parede ventricular, e pela lei de La Place, a tensdo (ou estresse) de
parede ventricular € proporcional a P x r/2m (onde P = pressao, r = raio de
curvatura do ventriculo e ™ = espessura da parede ventricular). Assim, sobre
qualquer pressado e espessura de parede, um ventriculo dilatado consome mais
oxigénio por grama do que um coragdo com uma camara normal. Essa alteracao
na geometria cavitaria e no consumo de oxigénio, aumenta a producao de ERO e
leva a alteragGes na expresséo génica (Giordano 2005).

A HP, como descrito anteriormente, esta associada ao aumento da matriz
extracelular, e com o aumento dessa area notamos um aumento na sintese de
colageno, diminuicdo no numero de vasos e, dessa forma, uma diminuicdo do
aporte e difusdo tecidual de oxigénio. Essas caracteristicas ndo estdo presentes
na HF induzida pelo exercicio fisico (McMullen and Jennings 2007).

Ha muito, o envolvimento do treinamento fisico na modulacdo do estresse
oxidativo tem sido estudado. Os efeitos classicos do exercicio fisico agudo sobre
esse quadro sdo: aumento na producdo de ERO, devido ao aumento no

consumo de oxigénio durante a sessédo de exercicios aerobios. Ja a prética
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repetitiva, ou seja, a participagcdo em um programa de treinamento fisico provoca
uma adaptacdo antioxidante enzimatica, devido a sintese dessas proteinas,
ocasionada por uma sinalizacdo dependente das concentracdes das ERO.
Acredita-se que o papel modulador do exercicio fisico no estresse oxidativo
deve-se a uma elevacdo moderada na producdo de ERO, que ¢é
contrabalanceada pelo aumento na atividade de enzimas que catalisam as
reacoes de degradacdo dessas moléculas quimicas. Esse processo de
adaptacao provocado pelo exercicio fisico pode acabar modulando a transcricao
génica que é regulada pelo estado redox celular. Além disso, Traverse et al. em
2006, mostraram que a producédo de ERO no coracdo é bem menor em relacéo a
outros 6rgdos como, musculo esquelético e figado (Traverse, Nesmelov et al.
2006).

A simples analise das substancias pro-oxidantes e antioxidantes parece néo
demonstrar claramente se o0 exercicio é capaz de modular o estresse oxidativo. A
partir da nova concepc¢ado de estresse oxidativo proposta por Jones et al, em
2006, uma analise do estado redox celular e as possiveis influéncias da relacéo
GSH/GSSG e da tiorredoxina na modulagdo da sinalizacdo celular para o dano
celular deve ser descrita (Jones 2006).

Em um estudo de Elodka et al, de 2005, foi verificado que o exercicio agudo
leva a uma diminuicdo da razdo GSH/GSSG (Elokda, Shields et al. 2005). Ja
Somani et al, demonstraram que o treinamento fisico aerdbio foi capaz de
aumentar a quantidade de GSH e diminuir a de GSSG no coragéo, figado e rins
(Elokda and Nielsen 2007). Assim, evidéncias sugerem que o treinamento fisico

provoca uma adaptacdo desse sistema, protegendo o organismo de eventuais
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quadros de estresse oxidativo provocado por estimulos agudos. Mesmo assim,
poucos estudos analisam a relacdo entre a participacdo de um programa de
treinamento fisico, as alteracbes no estado redox nos cardiomiocitos e sua
possivel influéncia sobre a sinalizacdo celular para a hipertrofia cardiaca do

ventriculo direito.
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2. HIPOTESE

A cinase serina/treonina (Akt) esta envolvida como um mediador critico para o
tamanho celular, sobrevivéncia de varios tipos celulares e para a inibicdo de vérias
moléculas pro-apoptoéticas. Seu papel estd extremamente ligado as adaptactes
fisiologicas no tecido cardiaco. Esse papel pode ser determinado pelas
concentracdes e pela compartimentalizacdo dessa proteina, visto que sua atividade
esta relacionada com mais de cem proteinas intracelulares. Essa relagdo intracelular
€ o fator principal para as diferentes acdes da Akt. Em contrapartida, as proteinas
ativadas por mitégeno (MAPKSs), mais especificamente a proteina p38-MAPK, uma
das sub-familias das MAPKs esta relacionada com os processos de crescimento,
diferenciacdo, inflamacdo e apoptose celular em muitos tecidos, inclusive nos
cardiomiécitos. A alteracdo estrutural patolégica promovida por um aumento na
ativacdo da p38-MAPK pode estar relacionada também com um aumento na
atividade da NADPH oxidase, definindo a p38-MAPK como uma molécula-chave

para o remodelamento cardiaco mal-adaptado pos-evento cardiovascular.

O exercicio fisico crénico tem sido extremamente utilizado como terapia
cardiovascular. Essa utilizacdo deve-se aos efeitos benéficos promovidos tanto em
termos de remodelamento estrutural dos cardiomidcitos quanto das melhoras
hemodindmicas. Ao mesmo tempo que resultados significativos na melhora da
sobrevida em ratos tratados com monocrotalina, que participaram de um programa
de exercicios fisicos aerébios ja estdo bem descritos (Souza-Rabbo, Silva et al.
2008), as alteracdes moleculares atuantes no sistema cardiovascular precisam ser

melhor elucidadas.
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Assim, a hipotese desse trabalho foi verificar se o treinamento fisico aerébio &
capaz de melhorar as altera¢des funcionais, estruturais e morfométrcias produzidas
pela monocrototalina através da modulacdo redox-sensivel de proteinas envolvidas

com o remodelamento cardiaco.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Esse estudo teve como objetivo analisar os efeitos de um protocolo de exercicios
fisicos aerdbios sobre a funcdo, a morfometria e a estrutura cardiaca. Além desses
parametros, foram avaliadas as proteinas Akt e GSK-3B no corac¢do de ratos com

insuficiéncia cardiaca direita induzida por administracdo de monocrotalina.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o papel do treinamento fisico aerébio em esteira rolante na modulacéo
do estado redox e das alteracbes funcionais, morfométricas e estruturais

promovidas pela monocrotalina.

¢ Realizar andlise hemodinamica, através das medidas de pressao arterial sistélica
e diastdlica intraventricular direita, com o objetivo de verificar parametros

relacionados a funcéo cardiaca.

e Quantificar o grau de hipertrofia ventricular direita, esquerda e cardiaca.

e Analisar a congestao pulmonar e hepatica.

e Avaliar as alteragbes estruturais nos cardiomiocitos (hipertrofia, volume

intersticial e volume de vasos) através da analise histologica e estereoldgica.
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Avaliar a massa corporal dos animais submetidos ao protocolo.

Avaliar o papel do peroxido de hidrogénio assim como o estado redox atraves da
GSH/GSSG e suas particularidades quanto a ativacao de proteinas relacionadas

ao remodelamento cardiaco

Avaliar o imunoconteudo da p-Akt/Akt, da p-GSK-3B/GSK-3pB, tiorredoxina (Trx1),
peptideo atrial natriurético (ANP) e suas inter-relagcbes com as alteracbes

funcionais, morfométricas e estruturais dos cardiomiocitos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Protocolo Experimental

Foram utilizados 60 ratos machos Wistar, com peso médio de 139 + 15 gramas.
O tamanho da amostra foi calculado a priori. Para o calculo da amostra foi utilizado o
programa SigmaPlot 11.0, considerando-se um a=0,05 e poder estatistico de 80%
(8=0,20). Os animais provenientes do Biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude (ICBS) da UFRGS foram agrupados em caixas plasticas 270 x 260 x 310 mm,
e receberam agua e racao ad libitum, em ambiente com temperatura (20-25C°) e
umidade (70%) controlada e com ciclo claro escuro de 12 horas. Esses animais
foram separados, sendo colocados quatro em cada caixa. O namero total de ratos
utilizados para todos os experimentos foi de 60 animais, sendo 24 para as analises
histoldgicas e o restante para as demais técnicas desenvolvidas nesse estudo.

Os procedimentos experimentais realizados foram revisados e aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
projeto namero 2008030, obedecendo as normas estabelecidas pela prépria

instituicdo que foi criada em 1997 (Goldym & Raimundo, 1997).
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4.2 Consideracdes Eticas na Vivisseccdo dos Animais

O estudo desenvolvido seguiu a Lei 6638, de 08 de maio de 1979, que
estabelece normas para a Pratica Didatico-Cientifica da Vivissec¢cdo de animais; dos
Principios Eticos na Experimentacdo Animal, formulados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal; assim como aquelas contidas nos Principios Internacionais
Orientadores para a pesquisa Biomédica envolvendo Animais provenientes do

Council for International Organizations of Medical Science (CIOMS) (Goldim, 1997)

4.3 Manuseio de Reagentes e Animais

Apos a morte, os animais foram congelados em freezer —20°C e levados ao
biotério da Universidade e foram recolhidos pela empresa Aborgama. Os materiais
téxicos foram manuseados na capela e, ap0s sua utilizacdo, encaminhados para o
Centro de Gestdo e Tratamento de Residuos da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul para sua correta eliminacéo.

Todos os procedimentos com animais e reagentes foram realizados com o
uso de avental, luva cirdrgica e mascara, levando em consideracdo os devidos
cuidados necessarios para protecdo e seguranca dos animais e dos pesquisadores

envolvidos.
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4.5 Grupos Experimentais

Foram estabelecidos quatro grupos experimentais:

CONTROLE SEDENTARIO (CS) = que n&o recebeu monocrotalina e ndo participou
do protocolo de exercicios fisicos aerobios.

CONTROLE TREINADO (CT) - que nédo recebeu monocrotalina e participou do
protocolo de exercicios fisicos aerébios.

MONOCROTALINA SEDENTARIO (MS) - que recebeu monocrotalina e nao
participou do protocolo de exercicios fisicos aerobios.

MONOCROTALINA TREINADO (MT) - que recebeu monocrotalina e participou do

protocolo de exercicios fisicos aerébios.

4.6 Sequéncia Experimental

1) Os animais iniciaram o periodo de adaptacdo em esteira (2 semanas).

2) Apos o periodo de adaptacdo os animais receberam a injecdo intraperitoneal
Unica de monocrotalina (60mg/kg) ou 0 mesmo volume de solucéo salina.

3) Ap6s o periodo de adaptacdo e a injecdo de MCT ou salina, 0os animais
realizaram o teste de velocidade maxima e iniciaram o protocolo de exercicio fisico
aerobio (4 semanas).

4) ApoOs o término da segunda semana do protocolo de exercicio fisico, os animais
realizaram o teste de velocidade maxima com o objetivo de reajustar a carga de

trabalho imposta pelo treinamento.
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5) ApoOs seis semanas do inicio do protocolo de exercicio fisico aerébio, os animais
foram mortos por deslocamento da coluna cervical e tiveram seus 6rgédos retirados
(coracao, pulmao, figado, tibia e artéria pulmonar) para a realizacdo das analises

gue foram feitas posteriormente a morte dos animais.

4.4 Inducéo da Hipertensao Arterial Pulmonar

A inducao da HAP foi realizada ap0s os animais alcancarem a massa corporal
de 180 gramas e terminarem o protocolo de adaptacdo em esteira. Nesse periodo,
0S animais que participaram dos grupos monocrotalina sedentario e monocrotalina
treinado receberam uma Unica injecéo intraperitoneal de monocrotalina (60 mg/kg),
preparada de acordo com Singal (Singal, Khaper et al. 2000). Os ratos dos grupos
controle receberam dose Unica de solucdo salina na mesma concentracdo dos
grupos experimentais. Apés a inducdo da HAP, os animais foram pesados e
acompanhados semanalmente para identificarmos o0s sinais caracteristicos da
insuficiéncia cardiaca direita (cianose, letargia, reducdo no ganho de massa

corporal).
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4.7 Desenho Experimental
GRUPO CS

|1°Semana |2° Semana I

6" Semana

Inje¢do Salina

Morte dos Animais

Morte dos Animais

GRUPO CT
Adaptagdo em Esteira Treinamento em Esteira

I 1°Semana I 2°Semana I | 4° Semana I | 6° Semana |

I | | [ I l |
Injegdo Salina Teste Vmax.

Teste Vmax

GRUPO MS

I I 2°Semana I I | | 6°semana |

| | | | | I |
Injegdo MCT

Morte dos Animais

63



GRUPO MT

Adaptacdo em Esteira Treinamento em Esteira
I 1° Semana I 2° Semana I I 4° Semana I | 6° Semana I
Inje¢do MCT Teste Vmax. Morte
Teste Vmax

4.8 Protocolo de Exercicio Fisico Aerébio

Os animais dos grupos CT e MT foram submetidos ao protocolo de exercicios
aerébios que constava de cinco sessfes semanais, realizadas durante seis
semanas. As sessOes foram realizadas em esteira adaptada para ratos e
camundongos Imbramed TK-01. A duragéo da sesséo, bem como a intensidade,
aumentaram gradativamente até atingir a duracdo de 60 minutos e 60% do VO,
maéaximo, respectivamente. A intensidade de 60% do VO, maximo foi estabelecida
segundo Rodrigues et al, ap0s a realizacdo de um teste de velocidade maxima na
terceira e no inicio da quinta semana de treinamento (Tabela 2) (Rodrigues,
Figueroa et al. 2007). Os animais foram mortos individualmente por deslocamento

da cervical, 24 horas ap6és a Ultima sesséo de exercicio fisico em esteira.
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Tabela 2. Protocolo de treinamento fisico. Frequéncia: 5 x por semana

Periodo de Adaptagao Periodo de Treinamento

Semana -I;EATnp.)o Velcﬁ/lcélvc(iéde Tempo (Min.) Velocidade
Primeira 45 0,6 0 e e
Segunda 60 09 = e e
Terceira ~  smeeeeeeem e 60 60% VO,
Quarta e e 50 60% VO,
Quinta ~  seemeeeem e 50 60% VO,
Sexta 0000 s e 50 60% VO,

4.9 Registros Hemodinamicos

Para a avaliagdo dos parametros hemodindmicos, 0s animais foram
anestesiados com quetamina (90 mgkg) e xilasina (10 mgkg) administradas
intraperitonealmente. Os animais tiveram a veia jugular exposta e um cateter de
polietileno (PE-50) preenchido com solugéo salina (0,9% de NaCl) foi implantado e
introduzido até o atrio e ventriculo direito. A pressdo ventricular sistélica direita
(PVSD) e a pressao ventricular diastdlica final direita (PCDFD) e suas respectivas
derivadas foram monitoradas usando um transdutor de pressao (Strain-Gauge —
Narco Biosystem Miniature Pulse Transducer RP-155; Houston, Texas — EUA) ligado
a um amplificador de sinais (Pressure Amplifier HP 8805C). Os sinais analdgicos de
presséo intraventricular foram digitalizados (Windag-Data Acquisition System, PC)
com frequéncia de amostragem de 1000 Hz, expressos em mmHg. A partir da
derivacdo da onda de pressao ventricular direita e detec¢cdo de pontos maximos e
minimos a cada ciclo cardiaco, foram obtidos os valores da derivada de contracéo
(dP/dtnax) € da derivada de relaxamento (dP/dtmin), respectivamente, sendo estes

resultados expressos em mmHg/s.
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4.10) Andlise da Derivada de Contracédo e Relaxamento do Ventriculo

Direito

A analise foi realizada utilizando-se um programa comercial (Windaq)
associado ao sistema de aquisicdo. Esse programa permite a derivacdo da onda de
pressdo ventricular direita e deteccdo de pontos maximos e minimos a cada ciclo
cardiaco, fornecendo valores positivos da derivada de contracdo (dP/dtnax) €
negativos da derivada de relaxamento (dP/dtnn). Os resultados foram expressos em

mmHg/s.

4.11 Medidas Morfométricas e Preparacdo dos Homogeneizados

ApOs a anestesia com quetamina e xilasina, os animais sofreram a cirurgia para
registro hemodinamico e apds o procedimento, ainda anestesiados, foram mortos
por deslocamento da coluna cervical. O térax foi aberto, o coracdo foi rapidamente
retirado, os atrios foram separados e, apos isso, os ventriculos foram pesados. O
ventriculo direito foi separado do septo para avaliacdo da hipertrofia ventricular
direita. A hipertrofia cardiaca direita foi avaliada pelas relacdes: massa ventricular
direita/massa corporal (mg/g), massa ventricular direita/comprimento da tibia
(mg/mm), massa ventricular direita/massa ventricular esquerda (mg/mg). O figado e
o pulméo foram retirados imediatamente apés a morte dos animais, pesados e
acondicionados em estufa a uma temperatura de 65 graus Celsius. Esses 0rgaos
foram pesados diariamente até que obtivéssemos um peso constante. Esse método

€ descrito como peso umido/ peso seco e foi utilizado para analisar a congestao
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hepatica e pulmonar, de acordo com estudo realizado por Singal, em 2000 (Singal,
Khaper et al. 2000).

Os coracdes foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido e
homogeneizados antes de cada procedimento bioquimico. A homogeneizacao foi
realizada por trinta segundas em Ultra-Turrax, na presenca de KCl 1,15% (5 ml/g de
tecido) e de fluoreto de fenil metil sulfonil (PMSF), na concentracdo de 100 mmol/L.
O PMSF é um inbibor de proteases e foi utilizado para que nao ocorresse
degradacédo protéica. Em seguida, os homogeneizados foram centrifugados por 10
minutos a 10000 g em centrifuga refrigerada (Sorvall RC 5B-Rotos SM 24) e o
sobrenadante foi retirado e congelado em freezer -80 graus celsius para dosagens

posteriores.

4.12 Analise do Peréxido de Hidrogénio

O método foi baseado na oxidacdo do vermelho de fenol pelo peréxido de
hidrogénio mediado pela peroxidase de rabanete, resultando num produto que
absorve em 610 nm. Fatias do tecido cardiaco foram incubadas por 60 minutos em
tampao fosfato 10mM (NaCl 140 mmol/L e dextrose 5 mmol/L). O sobrenadante foi
coletado e adicionado na solucdo tampédo de vermelho de fenol 0,28 mmol/L e
peroxidase de rabanete 8,5 U/mL. ApGs o intervalo de 5 minutos, foi adicionado
NaOH 1mol/L e efetuada a leitura a 610 nm. O resultados foram expressos em

picomoles de H,O, por mg de proteina (Pick and Keisari 1980).
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4.13 Andlise da Relacdo entre a Glutationa Reduzida e Glutationa Oxidada

(GSHIGSSG)

Para determinar a glutationa total, um fragmento do tecido cardiaco foi retirado
do coracédo e desproteinizado com acido perclorico 2 mol/L e centrifugado por 10
minutos a 1000g. O sobrenadante foi neutralizado com hidréxido de potassio 2
mol/L. O meio de reacao foi contido com tampéao fosfato 100mmol/L (pH 7,2), &cido
nicotinamida dinucleotideo fosfato (NADPH) 2 mmol/L, glutationa redutase 0,2 U/mL,
acido ditionitrobenzdico 70 pmol/L. Na determinacdo da glutationa reduzida, o
sobrenadante neutralizado reagiu com &cido ditionitrobenzéico 70 pumol/L e foi lido

no espectrofotdmetro a 420nm (Akerboom and Sies 1989).

4.14 Analise por “Western Blot”

Apés o fim dos experimentos, as amostras de coracdo a serem analisadas
foram imersas imediatamente apds a extragdo em nitrogénio liquido e armazenado a
—80°C, enquanto a proteina foi isolada.

Para o isolamento das proteinas, as amostras de tecido foram descongeladas
em tampdo Tris-EDTA gelado (Tris HClI 100mM, EDTA 5mM, ph=7,4) e
homogeneizadas com a utilizacdo do homogeneizador Politron em dois pulsos de 15

segundos com intervalos de 10 segundos. Foram adicionados ao tampéo aprotinina
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(10-g/ml) e fluoreto de fenilmetilsulfonil (20uM), para prevenir degeneracéo protéica.
As concentracdes de proteina foram analisadas e utilizadas para normalizar a
quantidade de proteina carregada nos geis.

Foram expostas 40ug de proteina a eletroforese de gel monodimensional de
dodecil sulfato de sdédio-poliacrilamida (SDS-PAGE) em um sistema descontinuo
usando 15%(P/V) de gel separados e 5% (P/V) de gel fixador. As proteinas
separadas foram transferidas através de eletroforese para membrana usando
tampdo Towbin modificicado, contendo Tris 20mM, glicina 150mM, metanol 20%
(VIV), SDS 0,02% (P/V) (pH=8,3) em uma cuba de transferéncia resfriada. Apds, 0s
sitios de proteinas inespecificas foram bloqueados através de 1 hora de incubacéao
com solucédo bloqueadora (5% (P/V) de leite desnatado) em tampé&o Tris salina 0,1%
(P/V), tween-20. As membranas foram processadas por imunodetec¢do usando 0s
seguintes anticorpos primarios: anticorpo policlonal “anti-rabbit” IgG para Akt total, e
Anticorpo primario policlonal “anti-rabbit” IgG para Akt fosforilada. Foi utilizado o
anticorpo p38 MAP kinase para deteccéo dos niveis endogenos da proteina MAPK
p38 Alfa, Gama e Beta, e Phospho-p38 MAP Kinase (Thr180/Tyr182) (3D7) Rabbit
para detectar os niveis endégenos da proteina p38 MAPK fosforilada. Para analise
da GSKa3 total foi utilizado o anticorpo GSK-3p (27C10) Rabbit e Phospho-GSK-3[3
(Ser9) (5B3) Rabbit para analisar a expressdao da GSK-3@ fosforilada. O
imunconteudo da tiorredoxina foi realizada utilizando-se o anticorpo Trx (D4) mouse
monoclonal. Para a deteccédo do ANP foi utilizado o anticorpo primario (23/1) mouse
monoclonal (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA; Cell Signaling

Technology, Beverly, MA, USA).
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Os anticorpos primarios foram detectados usando 0s seguintes anticorpos
secundarios: “rabbit anti-sheep ou goat anti-rabbit horseradish peroxidase” e as
membranas foram reveladas por quimiluminescéncia. Os filmes autorradiograficos
foram quantitativamente analisados no densitbmetro de imagem (Imagemaster VDS
Cl, Amersham Biosciences, Europe, IT). Os pesos moleculares das bandas de
proteinas foram determinados em referéncia a um marcador de peso molecular
(RPN 800 rainbow full range Bio-Rad, CA, USA). Os resultados de cada membrana

receberam a normalizacao pelo método de Ponceau (KLEIN et al, 1995).

4.15 Histologia e Estereologia

As andlises histolégicas foram realizadas em parceria com o Laboratério de
Inflamacéo, Estresse Oxidativo e Céncer da Universidade Federal do Rio de Janeiro.
Apés a morte dos animais, os coracdes e as artérias pulmonares foram dissecados.
Os orgéos foram imersos em solucgédo fixadora de 10% formaldeido preparada com
por 48 horas em temperatura ambiente. ApOs este periodo, os 6rgaos foram
processados em concentracdes crescentes de alcoois e xilol e foram incluidos em in
Paraplast plus (Sigma-Aldrich, St Louis, MI, USA), seccionados em 5um de
espessura e corados em Hematoxilina e Eosina e Tricromicro de Masson. Cinquenta

campos aleatdrios e ndo-consecutivos foram analisados pro grupo.
Coracao

O miocardio foi analisado considerando-se ser composto de vasos
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intramiocardicos (ve) e cardiomiécitos (cmy) utilizando um sistema-teste composto

por 42 pontos-teste (Weibel, Kistler et al. 1966).

A éarea transversal média de cmy foi determinada por:

Alcmy]= Vv[cmw
2.QA[cmy ] (um?)

Onde QAJestrutura] ;= N[estrutum]/AT (I/mm?), N € o niumero de perfis vistos na

area-teste At , considerando as linhas proibidas. As densidades de volume das

Pp|[estructura]
b1 onde

estruturas analisadas seguiram a expressdo Vv[estructura] =
Pp é o numero de pontos que tocaram a estrutura analisada; Pt é o total de pontos

dentro do sistema-teste.

4.16 Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como média + desvio padrdo para
cada uma das medidas realizadas e para cada um dos grupos estudados, com o
tamanho amostral (n), de cada grupo, mostrado na legenda de cada um dos

gréficos.

Foi utilizado, para a realizacdo da andlise estatistica, o software SigmaPlot, versdo
11.0. Como os dados apresentaram distribuicdo normal, foi utilizada a analise de
variancia (ANOVA) de uma via complementado pelo teste de Student-Newnann-
Keuls. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando a

analise apresentou o nivel de significancia menor que 5% (P<0,05). O nivel de
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significAncia para cada analise estatistica esta representada na legenda das figuras

e tabelas.
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliagédo da Massa Corporal durante o Protocolo Experimental

A massa corporal total foi mensurada semanalmente, com o objetivo de verificar
as diferencas quanto as suas modificagdes, que por sua vez, sdo moduladas pela

insuficiéncia cardiaca direita.

A figura 4 mostra a massa corporal total dos animais de todos os grupos durante
o desenvolvimento do programa de exercicios fisicos. Os pontos sdo referentes as
meédias da massa corporal de cada grupo, desde a primeira até a ultima semana de

tratamento, término do protocolo experimental.

3000 - Massa Corporal Total
280,0 -
260,0 -
240,0 -
220,0 - ——MS
200,0 - —8—MT
180,0 - cs

160,0 - or

140,0 -
120,0 -

100,0 . . . |

Figura 4. Massa Corporal Total

A massa corporal final (apés 6 semanas do inicio do protocolo experimental)
mostrou-se alterada nos diferentes grupos. Os grupos MS e MT tiveram uma
reducdo no ganho de massa corporal, e isso foi evidenciado pela reducao na massa
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corporal final desses grupos quando comparados ao grupo CS. O aumento da
massa corporal no grupo CS foi de 103% e de 84% no grupo CT, quando
analisamos a massa corporal dos animais nesses grupos na primeira e sexta
semana. Ja nos grupos MS e MT, esse aumento foi de 86% e 82%,
respectivamente, quando comparamos a primeira e sexta semana de tratamento. A
figura 5 mostra que os animais que receberam a dose Unica de monocrotalina (MS e
MT) tiveram uma reducdo estatisticamente significativa na massa corporal total na

sexta semana de tratamento quando comparados ao grupo CS.
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Figura 5. Massa Corporal Final. Os dados sdo expressos como média + desvio
padrdo da média de 6-9 animais em cada grupo (n=6-9). CS = controle sedentério;
MS = monocrotalina sedentario; CT = controle treinado; MT = monocrotalina
treinado. * Grupo MS difere significativamente em relacdo do grupo CS (P<0,05), +

grupo MT difere significativamente em relacéo ao grupo CS (P<0,05).



5.2 Avaliagcdo Morfométrica e Hemodinamica

5.2.1 Avaliagdo Morfométrica — Hipertrofia Cardiaca

A hipertrofia cardiaca foi mensurada atraves de diferente indices:

e massa cardiaca total (mg) / massa corporal (g)

e massa do VD (mg) / massa corporal (g)

e massa do VD (mg) / comprimento da tibia (mm)

e massa do VD (mg) / massa do VE (mg)

e massa do VE (mg) / massa corporal (g)

e massa do VE (mg) / comprimento da tibia (mm)

Os grupos MS e MT demonstraram hipertrofia cardiaca. Essa hipertrofia ndo
foi constatada no VE, nos diferentes indices. Assim, como foi demonstrado pelos
pelos indices relacionados ao VD, nesse modelo, a hipertrofia cardiaca foi

exclusivamente nessa cdmara cardiaca (confirmada pelos trés indices no VD).

Quando analisamos o indice de hipertrofia do VD, massa do VD / massa
corporal total, apresentou um aumento significativo nos grupos monocrotalina em
relacdo aos seus respectivos grupos controle. Nesse parametro, notamos que ha um
aumento de 2,3 vezes no grupo MT quando comparado ao grupos CT. Ja nos

animais MS, esse aumento foi de 2 vezes, quando relacionados ao grupos CS.
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Para confirmar a alteracdo observada por esse indice, analisamos a
hipertrofia ventricular direira pela razdo da massa do VD em mg pelo comprimento
da tibia em mm, visto que no modelo de Cor pulmonale os animais mostraram uma
reducdo na massa corporal total e isso pode ter exercido influéncia sobre o
parametro anterior. Com relacdo a esse indice, observamos o mesmo padrdao de
hipertrofia j& comentado anteriormente. Ficou evidente uma hipertrofia no VD, visto
gue os animais MS e MT mostraram um aumento estatisticamente significativo
nesse indice. Os animais do grupo MS mostraram um aumento de 62% quando
relacionados ao seu respectivo controle. Ja os animais MT tiveram um aumento de
79% em relacdo ao grupos CT. Quando comparamos 0 grupo MS e MT ndao

notamos uma diferenca significativa quanto ao grau de hipertrofia ventricular direita.

Analisando os indices para deteccdo de hipertrofia cardiaca no ventriculo
esquerdo, nao notamos nenhuma alteracdo morfométrica significativa nessa camara
cardiaca. Essa relacdo foi mensurada através dos idices VE (mg)/comprimento da

tibia (mm) e VE (mg)/massa corporal (g).
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Tabela 3. Parametros morfométricos (indices de hipertrofia do coracdo) dos
diferentes grupos experimentais. Resultados medidos apos o final do protocolo

experimental.

Parametros Cs MS CT MT
Massa Corporal (g) 328+26,3 250,1+36,2 328+26,3 293+34,2
Coracéo(mg)/MC(g) 2,5+0,1 3,410,5 2,6+0,1 3,7£0,5

VD(mg)/MC(g) 0,6+0,1 1,2+0,4° 0,6+0,1 1,4+0,3"

VD(mg)/Tibia(mm) 0,6+0,1 1,2+0,4" 0,6+0,1 1,4+0,3"
VD(mg)/VE (mg) 0,31+0,04  0,58+0,2°  0,32+0,05 0,57+0,05"
VE(mg)/MC(g) 1,9+0,1 2,12#0,21  1,94+0,11  2,38+0,29
VE(mg)/Tibia(mm) 17,06+1,79 14,82+1,26  15,77+1,21 15,78+0,98

Valores expressos como média + desvio padrdao de 6-9 animais em cada
grupo (n=6-9), CS = controle sedentario; MS = monocrotalina sedentario; CT =
controle treinado; MT = monocrotalina treinado; MC = massa corporal; VD =
ventriculo direito; VE = ventriculo esquerdo. ~ Grupo MS difere significativamente em
relacdo do grupo CS (P<0,05), * grupo MT difere significativamente em rela¢do ao

grupo CS (P<0,05).

5.2.2 Avaliagdo Morfomeétrica do Pulm&o — Congestdo Pulmonar

Essa analise foi obtida através da razdo entre a massa do pulméao logo apds a
morte do animal (peso Uumido do pulméo) e a menor massa obtida por pesagens
consecutivas desse 6rgao (peso seco do pulmao). Esse indice nos indica o grau de
congestdo pulmonar, podendo ser considerado um fator associado ao

desenvolvimento da insufici€ncia cardiaca direita.
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Quando analisamos a congestdo pulmonar utilizando como referéncia a
relacdo entre o peso Umido do pulméo e a massa corporal total, notamos que ha um
aumento significativo nos animais que receberam a monocrotalina quando
comparados aos seus respectivos grupos controle. Os animais MS mostraram um
aumento de 14% nesse indice quando comparados com os animais CS. Nos
animais MT, esse aumento foi de 17% em relacdo ao grupo CT. Ja entre oS grupos
gue receberam a monocrotalina (MS e MT) néao foi verificada alteracdo na congestéo

pulmonar.

5.2.3 Avaliacdo Morfométrica do Figado — Congestao Hepatica

Esse indice foi obtido através da relacdo entre a massa do figado
imediatamente apds a morte do animal (peso umido) e a massa do figado apds a
sua estabilidade de acordo com pesagens diarias (peso seco). Nesse parametro ndo

foi identificado nenhuma alterac&o entre os diferentes grupos experimentais.
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Tabela 4. Parametros morfométricos (pulmdes e figado) dos diferentes grupos

experimentais. Resultados medidos apés o final do protocolo experimental.

Parametros CS MS CT MT
Pulmao - P iimido/seco (g) 1,4+0,3 1,8+0,7 1,2+0,1 1,7+0,9
Figado - P imido/seco (g) 8,6t1 6,7+2,4 7,7£1,1 5,8+3,1

Pulm&o - P Gmido/MC (mg/g)  26,1+1,8 29,7+1,7 26,419 30,8+2,9"

Valores expressos como média + desvio padrdo de 6-9 animais em cada
grupo (n=6-9), CS = controle sedentario; MS = monocrotalina sedentério; CT =
controle treinado; MT = monocrotalina treinado. ~ Grupo MS difere significativamente
em relacdo do grupo CS (P<0,05), * grupo MT difere significativamente em relacdo

ao grupo CS (P<0,05).

5.2.4 Avaliacéo da Presséao Diastélica Final do Ventriculo Direito (PDFVD)

A pressdo diastolica final do ventriculo direito mostrou um aumento
estatisticamente significativo nos animais MCT. Nos animais MS esse aumento foi
de 2,3 vezes em comparagcao aos animais do grupo CS. No grupo MT o aumento na
pressdo diastolica no ventriculo direito foi de 3,3 vezes em relagdo ao grupo CT. A
pressdo diastdlica final do ventriculo direito ndo mostrou diferenca estatisticamente

significativa nos grupos que receberam a injecdo de monocrotalina.
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5.2.5 Avaliacdo da Presséo Sistolica do Ventriculo Direito (PSVD)

Quando a quantificagcdo dos registros de pressdo ventricular direita foi
realizadas, notamos o mesmo perfil demonstrado na PDFVD: aumento significativo
desse parametro nos animais que receberam a monocrotalina. Os animais MS
tiveram um aumento de 2,7 vezes em comparacao aos CS. O grupo MT mostrou um
aumento de 2,6 quando relacionamos esse grupo ao CT. A comparacao entre os
grupos MS e MT foi realizada e ndo observamos nenhuma alteracéo

estatisticamente significativa.

5.2.6 Avaliacdo das Derivadas Méaxima e Minima do Ventriculo Direito (dP/dtmax,
dP/dtmm)

As derivadas, maxima e minima, estavam modificadas nos animais que
receberam a monocrotalina. No grupo MS, tivemos um aumento de 2,17 e 2,37
vezes em comparagdo aos animais CS, na dP/dtyax € dP/dtmi,, respectivamente. Da
mesma forma, os animais MT demonstraram um aumento de 2 e 2,25 vezes, quando
relacionados aos animais CT, na dP/dtn.x € dP/dtm, respectivamente. Essas
variaveis ndo demonstraram alteracdo significativa quando confrontamos os

resultados dos grupos MS e MT.
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Tabela 5. Parametros hemodinamicos dos diferentes grupos experimentais.

Resultados medidos apéds o final do protocolo experimental.

Parametros CS MS CT MT
PDFVD (mmHg) 1,93+1,11 7,22+2,62* 2,01+0,64 5,01+2,16"
PSVD (mmHg) 23,53+1,97 63,53+18,62* 25,18+2,4 65,13+13,14"
dP/dtax 1143+238 2491+778* 1257+803 2536+553"
dP/dtin 754+88 1790+608* 781+114 1760+193"
FC 263+31 244+13 257128 249461

Valores expressos como média + desvio padrdao de 6 animais em cada grupo
(n=6), CS = controle sedentario; MS = monocrotalina sedentario; CT = controle
treinado; MT = monocrotalina treinado, FC = freqiiéncia cardiaca. ‘Grupo MS difere

+

significativamente em relacdo do grupo CS (P<0,05), grupo MT difere

significativamente em relagdo ao grupo CS (P<0,05).

5.3 Medidas Bioquimicas — Estresse Oxidativo Cardiaco

5.3.1 Avaliacdo das Concentracdes de Perdxido de Hidrogénio no Tecido Cardiaco

(VD e VE)

As concentracdes de peroxido de hidrogénio em picomoles/miligrama de
tecido cardiaco do VD foram mensuradas através da técnica de Pick e Keisari, 1980.
Apds o protocolo experimental notamos que houve uma reducdo estatisticamente

significativa nessa medida quando comparamos 0s grupos MS (39%) e CT (31%) ao
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grupo CS. No VE, essa medida ndo apresentou diferenca significativa entre todos os

grupos experimentais.

5.3.2 Avaliacéo do Estado Redox Celular através da Relagéo entre a Glutationa
Reduzida e Glutationa Oxidada (GSH/GSSG — VD e VE)

Analisamos o estado redox celular através da relacdo entre a glutationa
reduzida e glutationa oxidada (GSH/GSSG). Nessa medida ndo notamos alteracéo
significativa nos diferentes grupos quando analisamos o tecido ventricular direito. Ja
no VE, verificamos uma diminuicdo estatisticamente significativa no grupo MS (26%)

guando comparado ao grupo CS.

Tabela 6. Medidas Bioquimicas — Estresse Oxidativo Cardiaco

Parametros Bioquimicos Cs MS CT MT
H,0, - VD (pmol/mg) 0,483+0,088 0,297+0,08" 0,337+0,111" 0,362+0,081
H,0, - VE (pmol/mg) 0,242+0,08 0,224+0,087 0,287+0,077 0,218+0,071

GSH/GSSG - VD 4,13+0,71 4,54+0,65 3,69+0,53 4,44+0,57
GSH/GSSG - VE 5,6+0,96 4,16+0,85 5,2840,9 4,69+0,61

Valores expressos como média + desvio padrao de 6-9animais em cada grupo
(n=6-9), CS = controle sedentario; MS = monocrotalina sedentario; CT = controle
treinado; MT = monocrotalina treinado, H,O, = peréxido de hidrogénio. ~ Grupo MS
difere significativamente em relacdo do grupo CS (P<0,05), T grupo CT difere

significativamente em relag&o ao grupo CS (P<0,05).
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5.4 Histologia e Estereologia

5.4.1 Histologia e Estereologia dos Cardiomidcitos

A estereologia dos cortes histologicos cardiacos mostrou diferenca
significativa nos parametros analisados utilizando-se o sistema teste M-42. Os dados
sdo apresentados como volume em mm?® ocupadas por vasos, cardiomidcitos e
intersticio de cortes transversais e longitudinais analisados e mostrados nas figuras
abaixo. Nos animais MS notamos uma reducédo de 45% no volume total de vasos,
corrigidos pela massa cardiaca total, quando comparados ao grupo CS. J4 os
animais do grupo monocrotalina treinado, demonstraram um aumento
estatisticamente significativo de 86% em relacdo ao grupo monocrotalina sedentario

(Figura 6).
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Figura 6. Volume de vasos no ventriculo direito. Os dados s&o expressos como
meédia * desvio padréo da média de 5 animais em cada grupo (n=5), CS = controle

sedentario, MS = monocrotalina sedentario; CT = controle treinado; MT =
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monocrotalina treinado. * Grupo MS difere significativamente em relacdo do grupo

CS (P<0,05), # grupo MT difere significativamente do grupo MS (P<0,05).

Quanto ao volume verificado em mm? do intersticio no ventriculo direito, foi
notado um aumento no grupo MS de 2 vezes o volume encontrado no seu respectivo
grupo controle (CS). Quando comparamos o grupo CT ao grupo CS, encontramos
uma reducdo de 60% nessa variavel. Em contrapartida, os animais do grupo MT
apresentaram um aumento de 2,10 vezes no volume do intersticio encontrado no
grupo CT. Os dois grupos que receberam a monocrotalina (MS e MT) também
apresentaram diferenca estatistica nessa andlise. O grupo treinado (MT) teve uma
reducdo de 63% no volume intersticial quando comparado ao grupo sedentario (MS)

(Figura 7).
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Figura 7. Volume do intersticio no ventriculo direito. Os dados s@o expressos como
meédia * desvio padréo da média de 5 animais em cada grupo (n=5), CS = controle
sedentario, MS = monocrotalina sedentario; CT = controle treinado; MT =
monocrotalina treinado. * Grupo MS difere significativamente em relagcdo do grupo

CS (P<0,05), + grupo MT difere significativamente em relacéo ao grupo CT (P<0,05),
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# grupo MT difere significativamente do grupo MS (P<0,05), + grupo CT difere

significativamente em relagao ao grupo CS (P<0,05).

Nenhuma alteracéo estatisticamente significativa quanto ao volume em mm?®

dos cardiomidcitos no ventriculo direito foi observada (Figura 8).
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Figura 8. Volume dos cardiomidcitos no ventriculo direito. Os dados sao expressos
como média + desvio padrdo da média de 5 animais em cada grupo (n=5), CS =
controle sedentério; MS = monocrotalina sedentario; CT = controle treinado; MT =

monocrotalina treinado.

A é&rea transversal média dos cardiomidcitos do ventriculo direito nos
diferentes grupos experimentais mostrou estar alterada significativamente nos
diferentes grupos experimentais. O grupo controle treinado (CT) mostrou uma
reducado significativa de 46% em relacdo ao grupo controle sedentario (CS) nesse

parametro. Entretanto, o grupo monocrotalina treinado (MT) teve a area transversal
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meédia dos cardiomiécitos no ventriculo direito aumentada em 96%, em comparacao

ao grupo controle treinado (CT) (Figura 9).
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Figura 9. Area transversal média dos cardiomiocitos no ventriculo direito. Os dados
sao expressos como média + desvio padrdo da média de 5 animais em cada grupo
(n=5), CS = controle sedentario; MS = monocrotalina sedentario; CT = controle
treinado; MT = monocrotalina treinado. + grupo MT difere significativamente em
relacdo ao grupo CT (P<0,05), 1t grupo CT difere significativamente em relacéo ao

grupo CS (P<0,05)
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Figura 10. Monocrotalina e exercicio fisico aerébio provocam alteracfes estruturais
nos cardiomiocitos de ratos Wistar. Cortes histoldégicos representativos
correspondentes a ratos Wistar que receberam uma injecao intraperitoneal de
solugdo salina (0,9%) (CS e CT) e uma dose intraperitoneal de monocrotalina
(60mg/kg) (MS e MT). As imagens foram acessadas apds 28 dias do inicio do

protocolo experimental. Coloracao realizada com Hematoxilina-Eosina.

5.4.2 Espessura da Tunica Média da Artéria Pulmonar

A espessura da tunica média da artéria pulmonar foi mensurada através da
analise de 50 campos utilizando-se o programa Image Pro-Plus (versdo 4.5). Estes

dados foram analisados e os resultados estdo expressos na figura 11.
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A espessura da tunica média da artéria pulmonar mostrou estar aumentada
nos animais que receberam a dose de 60 mg/kg de monocrotalina e nao
participaram do programa de exercicio fisico aerébio (MS). Esse aumento foi de 2,14
vezes quando comparamos esses animais ao grupo CS. Ja os animais que
receberam a mesma dose da droga e participaram do programa de exercicio fisico
aerobio (MT) mostraram um aumento de 1,54 vezes em comparagao ao grupo CT

mas nenhuma alteragéo foi verificada quando comparamos o grupo MT ao MS.
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Figura 11. Espessura da Tunica Média da Artéria Pulmonar. Os dados sé&o
expressos como média + desvio padrdao da média de 4 animais em cada grupo
(n=4).. CS = controle sedentério; MS = monocrotalina sedentario; CT = controle
treinado; MT = monocrotalina treinado. * Grupo MS difere significativamente em
relacdo do grupo CS (P<0,05), + grupo MT difere significativamente em relacédo ao

grupo CT (P<0,05).

88



5.5 Imunoconteudo de Proteinas Analisadas por Western Blot

Para examinar 0s possiveis mecanismos moleculares envolvidos na
hipertrofia de ventriculo direito causada pela monocrotalina e o papel do estado
redox sobre essa modulagdo, o imunoconteudo de diferentes proteinas foi
mensurado apods as 4 semanas de protocolo experimental, utilizando-se a técnica de

Western Blot.

A proteina Akt demonstra uma diminui¢do significativa (47,5%) nos animais
do grupo monocrotalina sedentario quando comparados ao seu grupo controle (CS).
Essa mesma proteina mostra uma reducéo de 27,5% nos animais CT em relacdo ao
grupo CS. J4& nos animais pertencentes ao grupo MT, notamos um aumento
significativo (93% e 40%) no imunocontetdo dessa proteina quando relacionamos

esse grupo aos grupos MS e CS, respectivamente (Figura 12)
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Figura 12. Analise da proteina Akt total no tecido ventricular direito pela técnica de
Western Blot . Os dados sao expressos como média + desvio padrao da média de 3-
4 animais em cada grupo (n=3-4), CS = controle sedentario; MS = monocrotalina

sedentario; CT = controle treinado; MT = monocrotalina treinado. * Grupo MS difere
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significativamente em relagdo do grupo CS (P<0,05), + grupo MT difere
significativamente em relagdo ao grupo CT (P<0,05), # grupo MT difere
significativamente do grupo MS (P<0,05), 1t grupo CT difere significativamente em

relacéo ao grupo CS (P<0,05).

A isoforma fosforilada da proteina Akt (p-Akt) mostrou uma reducdo (35%)
estatisticamente significativa no grupo CT quando comparado ao grupo CS. Ao
mesmo tempo, nos animais do grupo que receberam a monocrotalina e participaram
do programa de exercicio fisico aerébio, essa proteina esta aumentada (73%) em

relacdo ao seu grupo controle (CT) (Figura 13)
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Figura 13. Andlise da proteina p-Akt total no tecido ventricular direito pela técnica de
Western Blot . Os dados sédo expressos como média + desvio padrao da média de 3-
4 animais em cada grupo (n=3-4), CS = controle sedentario; MS = monocrotalina
sedentario; CT = controle treinado; MT = monocrotalina treinado. * Grupo MT difere
significativamente em relagdo ao grupo CT (P<0,05), T grupo CT difere

significativamente em relagdo ao grupo CS (P<0,05).
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Quando analisamos a relacdo entre essas duas proteinas (p-Akt/Akt-total),
verificamos que essa ndo demonstra alteracéao estatisticamente significativa entre os

diferentes grupos experimentais (Figura 14).
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Figura 14. Analise da relacdo p-Akt/Akt total no tecido ventricular direito pela técnica
de Western Blot . Os dados séo expressos como média + desvio padrdo da média

de 3-4 animais em cada grupo (n=3-4).

Nenhuma alteracéo estatisticamente significativa foi verificada na cinase da
glicogénio sintase (GSK-3[B) nos animais dos grupos CS, MS, CT e MT apés as

quatro semanas de protocolo experimental (Figura 15).
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Figura 15. Andlise da proteina GSK-3p total no tecido ventricular direito pela técnica
de Western Blot. Os dados sdo expressos como média + desvio padréo da média de

3-4 animais em cada grupo (n=3-4).

A isoforma fosforilada da GSK-38 também n&o apresentou nenhuma

alteracdo estatisticamente significativa entre os grupos nessa janela temporal

(Figura 16).
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Figura 16. Andlise da proteina p-GSK-3f no tecido ventricular direito pela técnica de
Western Blot. Os dados sédo expressos como média + desvio padrdo da média de 3-

4 animais em cada grupo (n=3-4).
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Ja a relacdo entre essas duas proteinas (p-GSK-3B/GSK-3B) esta modificada
entre os grupos. No grupo MS, esta relacdo estd aumentada 1,73 vezes 0 grupo
controle sedentario (CS). Nos animais pertencentes ao grupo monocrotalina
treinado, tivemos um aumento significativo nessa relacdo (52%) quando
comparamos esse grupo ao grupo CT, mas quando o relacionamos ao grupo MS,
notamos uma reducdo acentuada (25%) na relacdo indicada por essas duas

proteinas (Figura 17).
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Figura 17. Analise da relacdo p-GSK-3B/GSK-3f no tecido ventricular direito pela
técnica de Western Blot. Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo da
média de 3-4 animais em cada grupo (n=3-4), CS = controle sedentéario; MS =
monocrotalina sedentario; CT = controle treinado; MT = monocrotalina treinado. *
Grupo MS difere significativamente em relacdo do grupo CS (P<0,05), + grupo MT
difere significativamente em relacdo ao grupo CT (P<0,05), # grupo MT difere

significativamente do grupo MS (P<0,05).

93



No imunocontéudo das proteinas tiorredoxina (Trx) e do peptidio atrial

natriurético (ANP), nenhuma alteracdo estatisticamente significativa foi verificada

(Figura 18 e 19).
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Figura 18. Analise da proteina tiorredoxina (Trx) no tecido ventricular direito pela

técnica de Western Blot. Os dados sdo expressos como média + desvio padréo da

média de 3-4 animais em cada grupo (n=3-4).
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Figura 19. Andlise da proteina tiorredoxina (Trx) no tecido ventricular direito pela

técnica de Western Blot. Os dados sdo expressos como média + desvio padrao da

média de 3-4 animais em cada grupo (n=3-4).
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6. DISCUSSAO

De acordo com 0s nossos levantamentos, esse € um dos primeiros estudos
que relaciona o estado redox celular com a sinalizacdo provocada por proteinas

envolvidas em modificagOes estruturais e funcionais no VD.

A HAP é uma doenca caracterizada pela alta mortalidade, etiologia
diversificada e por uma alta prevaléncia. Uma série de alteracdes morfofuncionais
sdo observadas durante a progressdo da doenca, e essas modificacbes sao
fundamentais para confirmar que o modelo de insuficiéncia cardiaca direita gerado

por monocrotalina estd bem estabelecido.

Uma das caracteristicas desse modelo € uma diminuicdo significativa no
ganho de massa corporal nos animais que receberam a droga e desenvolveram o
modelo de Cor pulmonale. Segundo Hessel (2006), nos animais que receberam uma
dose de 80 mg/kg de monocrotalina houve uma reducdo significativa na massa
corporal final quando comparados aos animais controle e ao grupo que recebeu uma
dose de 30 mg/kg desse alcalbide (Hessel, Steendijk et al. 2006). Em outro estudo
publicado pelo nosso laboratorio, Lidke, em 2010, verificou uma reducdo na massa
corporal final dos animais que receberam, a droga (Ludke, Mosele et al.). Nos
nossos estudos, observamos que essa reducdo no ganho de massa corporal,
juntamente com o0 aparecimento de outros sintomas como: letargia, cianose,
dispnéia, alteracbes hemodindmicas e congestdo pulmonar, confirmam o

estabelecimento do modelo de Cor pulmonale.
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Juntamente com os dados ja descritos acima, observamos em nossas
analises que ap0s as quatro semanas da injecdo de monocrotalina, os animais dos
grupos MS e MT apresentaram hipertrofia ventricular direita e congestao pulmonar.
A hipertrofia dessa camara e a congestdo pulmonar ndo mostraram diminuicdo
guando comparamos o0 grupo MT ao MS, sugerindo que o exercicio fisico aerdbio
nao seja capaz de atenuar essas variaveis, nessa janela temporal. Em estudos
anteriores desenvolvidos pelo nosso laboratério, verificamos o mesmo padrdo de
hipertrofia e congestdo pulmonar, e ao mesmo tempo, auséncia de modificacbes
nesse parametro quando comparamos 0s animais desses mesmos grupos (Souza-
Rabbo, Silva et al. 2008). As alteracbes morfométricas analisadas nao foram
observadas na camara esquerda, fortalecendo a hipdtese de que estas alteracdes

nesse periodo de tempo sejam exclusivas no VD.

Além das alterac6es morfométricas, notamos outra modificacdo importante e
gue nos mostra o grau de comprometimento funcional do VD: o aumento na PDFVD,
na PSVD, na dP/dty.x € na dP/dtn, nos animais dos grupos MS e MT. Essas
alteragcbes hemodinamicas provocadas pela HAP, sdo mostradas na maioria dos
estudos que utilizam esse modelo experimental. Em 2009, Falcdo-Pires, mostraram
gue a monocrotalina (60mg/kg), provocou aumento da PSVD, dP/dtyax, dP/dtmine do
T (constante de tempo em contragéo isovolumétrica) (Falcao-Pires, Goncalves et al.
2009). Todas as alteracdes citadas anteriormente (morfométricas e hemodinamicas)
sdo uma resposta as alteracdes estruturais da vasculatura pulmonar e do

conseqliente aumento da pés-carga imposta ao VD.

Frente a demanda aumentada de energia imposta pela carga ao VD, uma

série de modifica¢des bioquimicas sdo provocadas. A maioria delas influenciando de



alguma forma as modificacdes estruturais e funcionais cardiacas. Essa sobrecarga
de presséao, induzida pelo espessamento da tanica média dos vasos pulmonares,
provoca um aumento no estresse de cisalhamento tanto da vasculatura pulmonar
quanto dos cardiomiocitos do VD. Esse aumento de tensdo sobre as células
endoteliais do vaso e dos cardiomiocitos no VD, provocam modificacbes no

metabolismo celular e na sinalizagao intracelular (Bogaard, Abe et al. 2009).

Essas alteragdes do metabolismo celular e da sinalizagao intracelular podem
levar essas estruturas as alteracdes morfométricas e funcionais ja discutidas
anteriormente. Apesar de pouco conhecido e discutido, alguns mecanismos surgem
como provaveis condutores da hipertrofia e disfuncdo cardiaca. Apesar de bem
descrito para o ventriculo esquerdo (VE), em outros modelos de disfuncao
ventricular, a sinalizacédo intracelular dependente do estado redox ainda nao foi
estudada no VD. Apesar disso, acreditamos que essa influéncia seja importante,
visto que o ventriculo direito atua sobre baixas pressdes impostas pela artéria
pulmonar. No momento que essa pressdo é aumentada, a fina parede do VD é
exposta a um aumento no estresse de parede e na demanda metabdlica de
oxigénio, fato que pode provocar uma alteracdo no estado redox nos cardiomidcitos.
A principal ERO envolvida nesse processo € o H;O,. Essa molécula exerce sua
funcdo sinalizadora devido a sua alta estabilidade e ao seu papel na oxidacdo de
grupamentos tiois de proteinas intracelulares, que quando modificadas por esse
processo, podem alterar suas func¢des e agir fosforilando ou desfosforilando outras

proteinas nesse ambiente.

Em estudos do nosso laboratério, a associacdo entre alteracdes no estado

redox, concentracbes de H,O, e sinalizagcdo intracelular para a HC foram



detectadas. Aradjo, em 2008, mostrou que a HC e o imunocontetdo da proteina Akt
estavam aumentados no mesmo grupo de animais onde as concentracfes de
peréxido de hidrogénio mostravam uma elevacdo. As nossas analises mostraram
que as concentracbes de H,0O,, apOds quatro semanas do inicio do protocolo
experimental, estava diminuida nos animais MS. Ao mesmo tempo, 0s animais MT
nao mostraram essa diminui¢cdo, quando comparados ao seu grupo controle (CT).
Nesse caso, sugerimos que no periodo de analise, a monocrotalina provocou uma
gueda nas concentracdes de peréxido de hidrogénio, fato que ndo foi obtido no
grupo MT. Acreditamos que essa diminuicdo no H,O, do grupo MS seja devido a
uma adaptacdo no sistema de defesa antioxidante enzimatico dos cardiomiécitos,
nessa janela temporal. Para confirmar essa hip6tese, verificamos o imunocontetdo
da proteina tiorredoxina por “Western Blot”. Nao visualizamos nenhuma alteragao
nessa variavel apods as quatro semanas do inicio do protocolo experimental. Em
contrapartida, em estudo desenvolvido no nosso laboratério, explorando periodos
precoces do remodelamento cardiaco, o imunocontetdo da tiorredoxina mostrou-se
aumentado 48 horas ap0s o procedimento cirdrgico de infarto agudo do miocéardio

(Schenkel et al. 2010).

Dessa forma, como a monocrotalina provocou mudancas nas concentragoes
de H,O, nesse periodo de observacdo, acreditamos que ela pode ter exercido um
papel importante sobre alteracbes na sinalizacdo intracelular, responsaveis por

modificacdes estruturais e funcionais demonstradas nesse trabalho.

A histologia de vasos pulmonares e dos proprios cardiomiécitos normalmente
sofrem alteracfes, dependentes de modificacdes no imunocontetdo de proteinas

intracelulares. Uma das proteinas relacionadas a esse processo é a GSK-3B. Essa
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proteina pode ser desativada por fosforilacdo ou manter-se ativada por uma série de
outras proteinas intracelulares (McMullen and Jennings 2007). Uma dessas
proteinas, a Akt, ndo mostrou diferencas significativas na relacdo p-Akt/Akt nos
diferentes grupos. Ao mesmo tempo, o grupo MS mostra uma tendéncia ao aumento
dessa mesma variavel. A relacdo p-GSK-3B/GSK-3B estda aumentada nos animais
gue receberam a monocrotalina quando comparados aos seus respectivos controles
(MS e MT).

Acreditamos que a modificacdo na relacdo da p-GSK-33/GSK-33, possa estar
influenciando a HC. Nesse modelo, a HC patolégica é caracterizada por um aumento
na sinalizacdo para esse evento, consequentemente, 0 aumento na relacdo dessas
proteinas fortalece os indicativos que a HC demonstrada nos grupos MS e MT tenha
caracteristicas de uma hipertrofia patologica (Hardt and Sadoshima 2002; Sudgen et
al. 2008). Para auxiliar no fortalecimento dessa hipotese, podemos demonstrar que a
monocrotalina provocou alteragfes na estrutura dos cardiomiécitos. Analisando os
cortes histologicos, mostramos que nos animais que receberam a droga, houve um
aumento no volume intersticial do VD, quando comparados aos seus respectivos
controles (CS e CT). Além disso, nos animais que receberam a monocrotalina e
participaram do programa de exercicio fisico, notamos uma diminuicdo no volume do
intersticio, quando comparados aos animais MS. Com isso, podemos sugerir que a
monocrotalina provoca um aumento no volume intersticial, e ao mesmo tempo, o
treinamento pode influenciar a diminuicdo desse volume nos animais MT quando
comparados aos MS. Utilizando amostras de VE, dados observados no estudo
desenvolvido por McMullen e colaboradores, os animais apresentaram um aumento

no volume intersticial, e a0 mesmo tempo, um aumento excessivo na rede de
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colageno presente na matriz extracelular, na hipertrofia patolégica gerada por
coartacdo da aorta abdominal, (McMullen and Jennings 2007). Acreditamos que
devido ao aumento do volume intersticial, o acoplamento cardiaco pode estar
prejudicado, e isso, consequentemente pode ter induzido a piora funcional discutida
anteriormente.

Segundo Hardt & Sadoshima (2002), a inibicdo da GSK-3[, provocada por
sua fosforilacdo devido a estimulos hipertroficos, afeta os microtubulos e outras
proteinas do citoesqueleto (Hardt and Sadoshima 2002). Além disso, Sudgen e
colaboradores mostraram que essa enzima, quando na sua forma inativa, esta
relacionada co o surgimento da hipertrofia cardiaca (Sudgen et al. 2008). Assim,
podemos relacionar a diminuicdo da relacdo p-GSK-33/GSK-38 nos animais MT em
comparacdo aos MS, com a diminuicdo no volume intersticial observada na
estereologia do VD. Dessa forma, sugerimos que 0O exercicio capaz seja um
mecanismo importante para a diminuicdo do volume intersticial nesse modelo
experimental.

Outra resposta observada no nosso estudo foi a diminuicdo no volume de
vasos quando comparamos 0s animais MS aos CS. J4 quando relacionamos 0s
resultados obtidos no grupo MT aos do grupo MS, notamos que o treinamento teve
um papel fundamental para o aumento no volume total de vasos no VD. Como o Cor
pulmonale € uma sindrome caracterizada por um aumento na espessura da parede
ventricular e também uma diminuicdo na irrigacdo coronariana, a angiogénese
coronariana surge como uma possivel alteracdo benéfica provocada pelo exercicio.
Em estudos no VE, na doenca isquémica do coracdo, ratos espontaneamente

hipertensos tiveram um aumento de 40% na capilarizacdo, quando comparados aos
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ratos sedentarios (Ziada AM). Em outro estudo de 2009, Handoko visualizou a
mesma resposta: animais que receberam uma dose de monocrotalina e realizaram
exercicio fisico aerébio aumentaram a densidade capilar quando comparados aos
sedentarios (Handoko, de Man et al. 2009).

Ao mesmo tempo em que notamos uma alteracdo estrutural no VD,
verificamos uma reducdo da tunica média da artéria pulmonar nos animais MT
guando comparados aos MS. A monocrotalina foi eficiente em induzir uma hipertrofia
da tunica média da artéria pulmonar, assim, levando ao acréscimo de pds-carga
imposta ao VD. Esse aumento de pds-carga demonstra ser o principal fator para o
desenvolvimento da hipertrofia cardiaca, observada anteriormente. Entretanto,
guando analisamos a espessura da tunica média nos animais MT, notamos que
esse valor retornou aos mesmos niveis dos seus animais controle (CT), sugerindo
um envolvimento do exercicio fisico no remodelamento da artéria pulmonar, nesse
modelo. Handoko, em 2009, verificou que, quando comparamos 0S animais que
receberam a monocrotalina e praticaram exercicio fisico (C) com o0s animais que
receberam a droga e sao sedentarios (D), notamos uma diminuicdo na espessura da
parede da artéria pulmonar nos animais treinados, reforcando a ideia de que o
exercicio exerce um papel fundamental no remodelamento da artéria pulmonar

(Handoko, de Man et al. 2009) (Figura 20).

101



Figura 20. Corte histolégico demonstrando um aumento na espessura da tunica
média da artéria pulmonar em ratos controle (C) e ratos que receberam a
monocrotalina (D) (Handoko, de Man et al. 2009).

Esse aumento na espessura da tunica média nos animais MCT deve-se ao
efeito da droga sobre sua estrutura e desequilibrio entre substancias vasodilatadoras
e vasoconstritoras, mecanismo ja discutido anteriormente.

Em estudo de Dumitrasco (2008), verificou-se uma alteracdo estrutural na
artéria pulmonar dos animais que receberam a monocrotalina. Nesse estudo, foi
observado um aumento no edema intersticial e de infiltrados inflamatorios,
reforcando a hipotese de que a monocrotalina provoca uma alteracao estrutural e
funcional negativa na vasculatura pulmonar, e que o exercicio, pode de alguma
forma reverter esse quadro (Dumitrascu, Koebrich et al. 2008).

De certa forma, ndo temos informacdes suficientes para concluir que essas
alteracdes na vasculatura pulmonar e no VD sédo dependentes de alteracbes do
estado redox. Evidéncias afirmam que o remodelamento cardiaco e vascular sdo
influenciados por alteracdes no estado redox celular e que essas sdo dependentes
de uma concentracdo ideal de pré-oxidantes. Como ja discutido anteriormente,
elevacdes criticas de H,O, podem levar a oxidacdo de grupamentos tidis de muitas
proteinas, o que pode alterar a estrutura de um determinado tecido. Rocic et al
(2007) demonstraram que altas ou baixas concentracbes de ERO podem exercer
efeitos diferentes sobre a formacdo do endotélio vascular, mecanismo que parece
ser idéntico para a angiogénese e para 0 crescimento colateral das coronarias

(Rocic, Kolz et al. 2007). Acredita-se que as diferentes concentragcbes de ERO
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podem influenciar fatores de crescimento, como o VEGF, e assim provocar
alteracdes na estrutura vascular pulmonar e cardiaca.

Ao mesmo tempo que existem diversos estudos mostrando a real importancia
do estado redox sobre a sinalizacdo celular para a hipertrofia cardiaca e vascular,
nao podemos concluir que nessa janela temporal um desequilibrio redox esteja
influenciando esses processos. Acreditamos que de alguma forma o sistema de
sinalizacdo intracelular no tecido muscular estriado cardiaco seja regulado por
pequenas alteracbes no estado redox, visto que, atuando geralmente com baixas
concentracdes de H,0,, as alteracdes nesse quadro podem ser dependentes dessas
pequenas modificacbes na sua concentracdo. De certa forma sugerimos que, as
principais alteracées no estado redox do VD, tenham acontecido anteriormente as
analises realizadas. Por ser um dos modelos mais agressivos de HAP, acreditamos
gue as alteracdes no estado redox tenham acontecido nas primeiras semanas apos
a injecao de monocrotalina. Essas alteraces nas reacdes de oxidagéo e reducéo do
oxigénio e nas concentracdes das ERO, podem ter influenciado, de certa forma, uma
resposta antioxidante enzimatica para diminuir o dano potencial que essas
moléculas exercem quando em altas concentracfes. Rabbo, em 2008, mostrou em
estudos no nosso laboratério, que as enzimas catalase e glutationa peroxidase
estavam com a sua atividade aumentada na terceira e quarta semana,
consecutivamente (Souza-Rabbo, Silva et al. 2008). De acordo com esses dados,
nao somente o sistema das glutationas esta envolvido com a modicacao no estado
redox. Outros sistemas de defesa antioxidante podem modular as concentragdes do

H,O, e assim provocar a diminuigdo observada dessa variavel no grupo MS.
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Para relacionar somente o papel do exercicio fisico sobre as alteracdes
produzidas na morfometria, hemodinamica e estrutura cardiaca e vascular,
montamos 0 seguinte esquema mostrado na Tabela 5.

Tabela 5. Comparativo Geral entre os Animais MS e MT.

Massa Corporal Final (g) MS = MT
VD/Tibia (mg/mm) MS = MT
Pulmao P. Umido/MC (mg/g) MS = MT
PDFVD MS = MT

PSVD MS = MT

dP/dtax MS = MT

dP/dtn MS = MT

H,0, - VD (pmol/mg) MS = MT
GSH/GSSG - VD MS = MT
Volume de Vasos MS < MT
Volume Instersticial MS > MT
Area Transversal Média MS = MT
Espessura da Tunica Média da Artéria Pulmonar MS > MT
p-Akt/Akt-total MS = MT
p-GSK-3B/GSK-33 MS > MT

Assim, da mesma maneira que nao notamos altera¢cdes signifcativas no
estado redox nesse periodo, acreditamos que possiveis modificacdes anteriores ao
momento estudado, possam ter influenciado a resposta observada na relagdo p-
GSK-3B/GSK-38, e consequentemente, modular a hipertrofia do VD e as alteracbes

histologicas ja discutidas.
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7. CONCLUSAO

Dessa forma, concluimos que existe uma relacao direta entre o protocolo de
exercicio fisico utilizado e altera¢cdes na estrutura do VD e na artéria pulmonar. O
exercicio fisico foi capaz de modular as alteragdes promovidas pela monocrotalina,
modificando a estrutura cardiaca (volume de vasos, volume intersticial) e diminuindo
a espessura da tanica média da artéria pulmonar. Acreditamos que esse
remodelamento possa ser modulado por proteinas sinalizadoras influenciadas pelo
exercicio e pelo estado redox, como foi demonstrado analisando a relagdo da p-
GSK-3B/GSK-3B. No entanto, a compreensdo dos mecanismos envolvidos na
sinalizacdo redox neste modelo de hipertensédo arterial pulmonar e o papel do
exercicio fisico neste processo necessitam ser elucidados em estudos

subsequentes.
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8. PERSPECTIVAS

Para que explorar os mecanismos dos resultados obtidos neste estudo, seria
interessante uma andlise em diferentes tempos de tratamento, das mesmas
variaveis ja analisadas. Além disso, pensamos que, uma abordagem de outras
proteinas relacionadas a hipertrofia cardiaca e influenciadas pelo estado redox
poderia ajudar a diferenciar os tipos de hipertrofia causadas pelo exercicio e pela
monocrotalina. Assim, proteinas como a ERK1/2 e outras relacionadas a fosforilagcao
da GSK-3f surgem como uma boa opc¢ao de anélise.

Ao mesmo tempo, acreditamos que uma verificagdo mais aprofundada da
vasculatura pulmonar pode nos dar subsidios para discutir com maior eficacia a
melhora visualizada com o exercicio fisico. Uma analise do imunoconteudo das
proteinas HIF-1 e VEGF nos vasos pulmonares e no VD poderia explicar o papel do
exercicio fisico sobre o remodelamento nessas estruturas.

A coloracdo dos cortes histologicos com tricrbmico de Masson seria de
extrema importancia, sendo utilizado como referéncia como mais um caracterizador
de diferencas estruturais nos vasos pulmonares e no VD no modelo de Cor

pulmonale.
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