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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar os efeitos do treinamento fisico na modulacéo
autondmica cardiovascular e no estresse oxidativo em ratas ooforectomizadas e
infartadas. Foram utilizadas ratas Wistar (200 a 230g), divididas em 4 grupos:
ooforectomizado sedentario (OS, n=8), ooforectomizado treinado (OT, n=8),
ooforectomizado infartado sedentario (OIS, n=8) e ooforectomizado infartado treinado
(OIT, n=8). A ooforectomia (OVX) (retirada bilateral dos ovarios) foi realizada no 1°
dia de protocolo e o infarto do miocardio (IM) (ligadura do ramo descendente da
coronaria esquerda) no 5° dia de experimento. Uma semana ap0s a OVX 0s grupos
treinados foram submetidos a 8 semanas de treinamento fisico (TF) em esteira
ergométrica, com intensidade moderada e duracdo progressiva (1h/dia, 5dias/sem, 50-
65% da velocidade maxima de corrida no teste de esforco). O tamanho do IM foi
avaliado de forma indireta pelo ecocardiograma (ECO) (no inicio e no final) e pelos
carimbos em papel milimetrado. Ao final do protocolo foi canulada a artéria femoral
para registro de pressdo arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC) nos animais acordados,
através de um sistema de aquisicdo de dados (CODAS, 2KHz). A modulagdo
autondmica foi avaliada através da analise da variabilidade do intervalor de pulso (IP)
da pressdo arterial sistolica nos dominios do tempo e da frequéncia. O perfil oxidativo
cardiaco foi avaliado verificando-se a lipoperoxidacdo (LPO), medido pela
quimiluminescéncia (QL), pela razdo glutationa reduzida/glutationa oxidada
(GSH/GSSG) e pela medida das atividades das enzimas antioxidantes superdxido
dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx) e pela concentracdo da enzima catalase
(CAT). Os grupos OT e OIT apresentaram menor ganho de peso corporal quando

comparados OS e OIS, respectivamente, ao final do estudo. A razdo peso
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ventricular/peso corporal foi maior nos grupos OIS e OIT quando comparados com 0
grupo OS. A érea do IM do ventriculo esquerdo (VE) avaliada pelo ECO foi semelhante
entre os grupos infartados no inicio (OIS: 35,27 + 2,9 vs. OIT: 31,33 £ 3,5%) e no final
do protocolo (OIS: 36,5 £ 5 vs. OIT: 35,5 + 5,5%), corroborando com os resultados
obtidos com a medida do percentual da area do VE através dos carimbos em papel
milimetrado. O TF aumentou a capacidade fisica dos grupos treinados quando
comparados aos grupos sedentarios ao final do protocolo. A pressdo arterial média
(PAM) foi reduzida no grupo OT (112 + 1,5 mmHg) em comparacdo ao grupo OS (122
+ 2,4 mmHg) e foi normalizada no grupo OIT (112 + 2,8 mmHg) quando comparada ao
grupo OIS (101 £2,4 mmHg). Além disso, o grupo OT apresentou a bradicardia (342 +
8,4 bpm) de repouso quando comparado com o grupo OS (370 + 5,4 bpm). A variancia
do intervalo de pulso (VAR-IP) estava reduzida no grupo OIS (38,87+2,66 ms®) em
comparacdo ao grupo OS (61,87+3,99 ms? no OS) evidenciando um prejuizo do IM:;
além disso, o TF aumentou a VAR-IP nos grupo treinados em relacdo aos respectivos
sedentarios (OT: 88,90+7,74 vs. OS: 61,87+3,99 e OIT: 58,16+9,95 vs. OIS: 38,87+2,66
ms?). A banda de baixa freqiiéncia normalizada (%BF nu) do IP estava diminuida nos
grupos treinados em relacdo a seus respectivos grupos sedentarios (OT: 6,65+1,38 vs.
0S: 9,76+1,13 e OIT: 9,17+2,09 vs OIS: 13,51+2,10%). Ja banda de alta frequéncia
normalizada (%AF nu) do IP estava aumentada nos grupos treinados em comparacao
aos grupos sedentarios (OT: 32,58+2,72 vs. OS: 20,88+2,9 e OIT: 37,04+5,16 vs. OIS:
22,72+2,91%). O balanco simpato-vagal estava reduzido no grupo OT (0,30+0,03) em
comparacdo ao grupo OS (0,47£0,04) e interessantemente o TF reduziu esse indice no
grupo OIT (0,26+0,04) em relacdo ao grupo OIS (0,45+0,04) e ao OS. A variabilidade
da pressdo arterial sistdlica (VAR-PAS) estava reduzida nos grupos treinados em

comparagao aos seus respectivos grupos sedentarios (OT: 18,19+1,78 vs. OS: 26,79+3,2
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e OIT: 16,29+1,50 vs. OIS: 24,54+3,41 mmHg?). O indice alfa se mostrou aumentado
ap6s o TF nos grupos treinado (OT: 1,02 +0,09 e OIT: 0,96 + 0,10 ms/mmHg) em
comparagao a seus respectivos grupos sedentérios (OS: 0,68 + 0,08 e OIS: 0,63 £ 0,07
ms/mmHg). O TF induziu melhora no perfil oxidativo evidenciado pela diminuicdo da
QL nos grupos treinados (OT 7707 + 543 e OIT: 6991 + 1392 cps/ mg proteina) quando
comparado aos sedentarios (OS: 11771 £ 1479 e OIS: 11476 + 1056 cps/ mg proteina).
O TF induziu aumento na razdo GSH/GSSG no grupo OT (38,04+2,48) quando
comparado ao grupo OS (27,62+2,13), porém, ndo foi eficaz em induzir normalizagéo
na reduzida razdo GSH/GSSG do grupo infartado treinado (OIT: 7,65+0,89 vs. OIS:
8,00£0,67). O IM reduziu a CAT no grupo OIS quando comparado ao grupo OSe o TF
ndo modificou a concentracdo dessa enzima no grupo OT e ndo aumentou sua
concentracdo no grupo OIT. A atividade da SOD estava aumentada somente no grupo
OIT em comparacdo aos outros grupos. A atividade da enzima GPx, estava aumentada
somente no grupo OT quando comparada ao grupo OS, ndo havendo diferenca entre 0s
grupos OS, OIS e OIT. Os resultados do presente estudo evidenciam que a o TF de
baixa-moderada intensidade induz melhora hemodinamica e na modulacdo autonémica
de ratas submetidas a privacdo dos horménios ovarianos associado ao aumento da
defesa antioxidante enzimética e a melhora do estado redox. Entretanto, o achado mais
importante presente estudo foi a significativa melhora hemodinamica e autonémica em
ratas OVX e IM pés TF, que foi acompanhada de redugdo LPO e aumento da defesa
antioxidante em tecido cardiaco. Em conjunto, esses resultados reforcam o importante
papel do TF como uma abordagem nédo farmacoldgica na prevencgéo e/ou tratamento da
disfuncdo autondmica e reducdo do estresse oxidativo cardiaco de mulheres

menopausadas ap0os evento isquémico.
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ABSTRACT

The purpose of the present study was to investigate effects of aerobic exercise training
in autonomic cardiovascular modulation and oxidative stress in ovariectomized
infarcted rats. Female Wistar rats (200-230g) were divided into 4 groups: sedentary
ovariectomized (SO, n=8) trained ovariectomized (TO, n=8), sedentary ovariectomized
infarcted (SOI, n=8) and trained ovariectomized infarcted (TOI, n=8). The ovariectomy
(OVX) (bilateral ovary removal) was realized on the first day of protocol and
Myocardial infarction (MI) (left coronary artery ligation) on the fifth day after OVX.
The maximum exercise test was performed in all groups to evaluate physical capacity.
TO and TOI groups were submitted an exercise training protocol on treadmill
(1hour/day; 5 days/week; 8 weeks; 50-60% maximum exercise test velocity). The size
of MI was evaluated indirectly by echocardiogram (ECO) (initial and final) and by
millimeter paper stamps. At the end of the protocol the arterial pressure signals (AP)
were recorded and processed using a data acquisition system (CODAS, 2 KHz). The
autonomic modulation was analyzed by the heart rate variability and the systolic arterial
pressure variability in time and frequency domains. The oxidative profile was verified
in the heart tissue by the chemiluminescence (CL), the reduced glutathione/ glutathione
dissulfide ratio (GSH/GSSG), as well as by the antioxidant enzymes superoxide
dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx) activities and catalase (CAT)
concentration. TO and TOI animals showed decreased body weigh gain when compared
with OS and OIS animals. The ventricular weight/ body weight ratio was higher in
infarcted rats in comparison to SO rats. Left ventricle (LV) infarction area evaluated by
ECO was similar between MI groups in initial (SOI: 35.27 + 2.9 vs. TOI: 31.33 + 3.5%)

and final evaluations (SOI: 36.5 = 5 vs. TOI: 35.5 £ 5.5%), these results were supported
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by the results obtained with millimeter paper stamps realized at the end of the protocol.
Exercise training was able to increase physical capacity in trained groups compared
with sedentary groups at the end of protocol. Mean AP was reduced in TO group (112 +
1.5 mmHg) in comparison to SO group (122 + 2.4 mmHg mmHg) and was normalized
in TOI group (112 + 2.8 mmHg) when compared with SOI group (101 £2.4 mmHg).
The TO group presented resting bradycardia (345 £ 9 bpm) when compared to SO
group (377 = 6 bpm). Pulse interval variance (PI-VAR) was reduced in SOI group
(38.87+2.66 ms?) in comparison with SO group (61.87+3.99 ms?), evidencing an
impairment after MI. On the other hand, exercise training increased PI-VAR in trained
groups when compared to respective sedentary groups (TO: 88.90+7.74 vs. SO:
61.87+3.99 and TOI: 58.16+9.95 vs. SOI: 38.87+2.66 ms®) Normalized low frequency
band of pulse interval (%LF) was diminished in trained groups when compared with
sedentary groups (TO: 6.65+£1.38 vs. SO: 9.76+1.13 and TOI: 9.17+2.09 vs. SOI:
13.51+2.10%). The normalized high frequency band of pulse interval (%HF) was
increased in trained groups when compared to the sedentary groups (TO: 32.58+2.72 vs.
SO: 20.88+2.90 % and TOIl: 37.04£5.16 vs. SOI: 22.72+2.91%). The sympathetic-vagal
balance was reduced in TO group (0.30+0.03) when compared to SO group (0.47+0.04)
and exercise training reduced this parameter in TOI group (0.26+0.04) in relation to SOI
group (0.45£0.04) and to SO group. The systolic arterial pressure variability (SAP-
VAR) was reduced in both trained groups compared to the respective sedentary groups
(TOT 18.19£1.78 vs. SO: 26.79+3.2 and TOI: 16.29+1.50 vs. SOI: 24.54+3.41
mmHg?). Alfa index was increased after exercise training in trained groups (TO: 1.02
+0.09 and TOI: 0.96 + 0.10 ms/mmHg) when compared with respective sedentary

groups (SO: 0.68 + 0.08 and SOI: 0.63 £ 0.07 ms/mmHg). Oxidative profile, was
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improved by exercise training, evidenced by reduced CL in trained groups (TO 7707 %
543 and TOI: 6991 £ 1392 cps/mg protein) when compared with sedentary groups (SO:
11771 £+ 1479 e SOI: 11476 + 1056 cps/mg protein). Trained non infracted group
showed an increase in GSH/GSSG ratio (38.04+2.48) in comparison with sedentary non
infracted group (27.62+2.13) and, exercise training was not effective to increase this
ratio in infracted trained rats (TOI: 7.65+0.89) when compared to sedentary infracted
ones (SOI: 8.00+0.67). The IM induced a reduction in CAT and exercise training
enhanced SOD. In OT group there was an increase in SOD. The results of the present
study demonstrated that low-moderate intensity exercise training induced improvement
in hemodynamic profile and cardiovascular autonomic modulation in rats submitted to
ovarian hormones deprivation associated with an increase in antioxidant defense and
improvement in cardiac redox state. However, the more important finding was the
significant hemodynamic and autonomic improvement in ovariectomized infracted rats
after exercise training, which was accompanied by reduced lipid peroxidation and
increabse in antioxidant enzymes. These results reinforce the role of exercise training as
a non pharmacological approach in the prevention and/or treatment of post-menopause

women after ischemic event.



1. INTRODUCAO

1.1. Menopausa e risco cardiovascular

As doencas cardiovasculares (DCV) representam uma das mais importantes
causas de morte nos paises ocidentais. Aproximadamente um milhdo de pessoas morrem
de doencas cardiovasculares ou relacionadas somente nos Estados Unidos por ano. Um
grande nimero dessas mortes anuais sao conseqiiéncia do infarto do miocardio, acidente
vascular encefélico e doencas renais cronicas (Nahas, 2001; Bouchard, 2003). Por essas
razGes, é de extrema importancia compreender os mecanismos envolvidos nestas
alteracdes, incluindo o controle da circulagdo e da presséo arterial (PA) que garantem a
perfusdo adequada de 6rgdos e tecidos.

A PA pode ser definida como a forca exercida pelo sangue contra as paredes
arteriais, determinada pela combinacdo instantdnea entre o débito cardiaco e a
resisténcia vascular periférica e qualquer alteragdo em um ou outro desses componentes,
ou mesmo em ambos, interfere nos niveis presséricos (Michelini, 1999; Marieb &

Branstrom, 1996; Irigoyen et al., 2003).

Em circunstancias normais, a PA, é mantida em estreita faixa de variacdo, atraves
da agédo dos reflexos originados pelos barorreceptores e quimiorreceptores arteriais,
além dos receptores cardiopulmonares e sua integracdo central (regulacdo da PA em
curto prazo) (Mancia et al.,, 1994) permitindo a perfusédo tecidual adequada,
principalmente em territérios que tém pequena capacidade de alterar a resisténcia

periférica como é o caso da circulacdo cerebral (Irigoyen et al., 2003).



Os barorreceptores arteriais, localizados principalmente na crosta da aorta e no
seio carotideo, constituem-se na forma mais importante de controle da PA em curto
prazo, ou seja, momento a momento (Franchini & Krieger, 1995). Com a alteragdo das
paredes dos vasos, por exemplo, devido a altos valores de PA, sdo gerados potenciais de
acdo que sdo conduzidos ao nucleo do trato solitario no sistema nervoso central, onde
sdo produzidas respostas de aumento da atividade vagal e queda da frequéncia cardiaca
(FC), bem como a diminuicdo da atividade simpéatica para 0 coracdo e 0S Vvasos,
produzindo a bradicardia, diminuicdo da forca de contratilidade cardiaca, reducdo da
resisténcia vascular periférica (RVP) e aumento da capacitancia venosa, num intervalo
entre dois batimentos cardiacos aproximadamente (Michelini, 1999; Irigoyen et al.,

2003).

Esse controle reflexo estd associado a um controle tonico sobre a atividade
simpatica (inibicdo) e parassimpatica (estimulacdo). Assim o comprometimento da
funcdo dos pressorreceptores poderia atuar como elemento permissivo ao
estabelecimento de alteragfes primarias de outros mecanismos de controle da funcéo
cardiovascular, por ndo modular a atividade simpatica e parassimpatica adequadamente
(Irigoyen et al,. 1995). De fato, a disfuncdo barorreflexa tem sido documentada na
hipertensdo arterial e em outras DCV em estudos clinicos e experimentais (Irigoyen &

Krieger, 1998; Zanchetti & Mancia, 1991).

A PA é mais elevada em homens do que em mulheres até a faixa etaria de 60
anos (Burt et al., 1995). Apds esta fase, a PA (particularmente a sistolica) aumenta nas
mulheres e a hipertensdo torna-se mais prevalente (Stamler et al., 1976) ou pelo menos
igualmente prevalente em homens e mulheres. Os estudos da literatura vém
demonstrando que os hormdnios ovarianos podem ser responsaveis pela PA mais baixa

em mulheres pré-menopausa e também pelo aumento da PA em mulheres



menopausadas (Weiss, 1972; Staessen et al., 1997), resultados semelhantes foram

também observados em animais (Recckelhoff et al, 2000).

A sensibilidade barorreflexa é uma excelente medida da funcéo autonémica. Além
disso, o prejuizo no controle reflexo da circulagdo comandado pelos barorreceptores tem
sido reconhecido também como um importante preditor de risco relativo de mortalidade
apos o infarto do miocardio (IM) (La Rovere et al., 1998). Neste aspecto, estudos em
mulheres pré-menopausa apresentam resultados conflitantes em relacéo a influéncia do
ciclo menstrual e da acdo dos hormoénios ovarianos na sensibilidade barorreflexa,
demonstrando inalteracdo da sensibilidade barorreflexa nas diferentes fases do ciclo
menstrual de mulheres (Cooke et al., 2002), aumento da sensibilidade deste reflexo em
mulheres na fase luteina quando comparada a fase folicular (Minson et al., 2000) e
maior resposta do barorreflexo (BRS) em mulheres na fase folicular quando comparada
a fase luteina (Tanaka et al., 2003). J& em mulheres pds-menopausa foi evidenciado a
reducdo da sensibilidade barorreflexa, associada a elevacdo da PA e ao aumento da

incidéncia de DCV (Hunt et al., 2001).

Além disso, estudos vém demonstrando que as mulheres menopausadas com
mais de 55 anos apresentam risco aumentado para DCV, parte do qual tem sido
atribuido a disfuncBes do endotélio vascular. Outros fatores de risco associados a
disfuncdo endotelial sdo o tabagismo, a hipertensdo arterial, a dislipidemia, a historia
familiar de doenca coronaria prematura, idade avancada e o diabetes mellitus (NCEP,

2001).

E importante destacar, que tem sido atribuido aos horménios estrogénio a maior
protecdo cardiovascular que as mulheres apresentam até a menopausa em relacdo aos

homens (Stampfer et al., 1991), em parte porque o inicio da equivaléncia nas taxas de



eventos cardiovasculares entre 0s sexos coincide com o advento da menopausa e

conseqiientemente da privacao estrogénica (Brenner, 1988; Mosca et al., 2007).

1.2. Infarto do miocéardio

O IM foi considerado uma das doengas mais preocupantes do seculo XX (Nahas,
2001; Bouchard, 2003). Apesar da evolugdo no tratamento do IM, ainda existem
duvidas com relacdo as diferentes abordagens terapéuticas. Estudos com humanos e
animais de experimentacdo vém buscando alternativas para o tratamento desta patologia
que consigam abordar da forma mais abrangente possivel as multiplas disfuncdes
desencadeadas ap6s o IM, tentando evitar, desta forma, que cronicamente muitos
pacientes evoluam para um quadro de insuficiéncia cardiaca (IC) (Bassand, 1995).

Uma reducdo importante de fluxo sanguineo arterial para o miocardio pode
acarretar em uma oferta metabdlica insuficiente para a demanda energética miocéardica,
levando ao IM. Consequientemente apds o IM, a funcdo do ventriculo esquerdo (VE) é
parcialmente deprimida, o débito cardiaco, o volume sistolico, a PA e a contratilidade
do (VE) diminuem, e a pressdo diastdlica final (PDF) do VE aumenta (Pfeffer et al.,
1979, De Felice et al., 1989).

Webb et al (1972) observaram desequilibrio autondmico em pacientes com IM e
puderam observar que a bradicardia e a hipotensdo ocorriam com maior freqiiéncia em
pacientes com IM da parede infero-posterior do VE, nos quais a acao parassimpatica era
provavelmente mais atuante. Ja nos pacientes com IM da parede anterior do VE,

hipotensdo e taquicardia eram mais ocorrentes, sugerindo que a agdo do sistema nervoso



simpatico era predominante nessa area. A participacdo dos aferentes cardiopulmonares
parece ser um importante fator no curso temporal das diferentes alteracOes
hemodindmicas observadas em pacientes com distintas regides miocardicas afetadas
pelo IM. De fato, alteragdes dos reflexos cardiopulmonares foram observadas na fase
aguda do IM em animais (Grassi et al., 1992). Lacerda et al (2007) observaram que a
diminuicdo da atividade simpética nervosa renal ténica e o prejuizo do BRS eram
causados, em parte, pelo aumento da sensibilidade do reflexo cardiopulmonar.
Recentemente, nosso grupo demonstrou que a sensibilidade cardiopulmonar estava

reduzida em ratas oito semanas apés o IM (Flores et al., 2010).

Além disso, as alteracdes do sistema cardiovascular na fase aguda ou cronica do
IM em humanos parecem também depender do controle reflexo da FC exercido pelos
barorreceptores, que se encontra atenuado na fase aguda, retornando ao normal algumas
semanas depois (Osculati et al., 1990); (Takeshita et al., 1980). Inimeros trabalhos tém
relatado alteracGes de controle da FC (Grassi et al., 1992) e da atividade simpatica

comandados pelos barorreceptores apés o IM em humanos e animais (Mill et al., 1991).

A hiperatividade simpética é um achado comum em pacientes com IC (Roveda et
al., 2003; Floras, 1993) e também em animais de experimentacao pos IM (Maodolo et al.,
1995; Gill et al., 2006), e normalmente estd associada a uma diminuida sensibilidade
barorreflexa, sendo considerada um fator de mal prognoéstico, de forma que quanto
maior a atividade simpatica pior o progndstico e maior risco de morte na IC (Cohn et
al., 1984; De Busk, 1989). Recentemente nosso grupo demonstrou que o efeito
simpatico cardiaco de ratas ooforectomizadas infartadas sedentérias estava 50% maior
gue em ratas ooforectomizadas ndo infartadas, sendo que esse prejuizo foi acompanhado

de prejuizo na sensibilidade barorreflexa (Flores et al., 2010).



Com a publicacdo do estudo ATRAMI (La Rovere et al., 1998) a sensibilidade
barorreflexa em pacientes infartados passou a ser reconhecida como uma importante
medida de funcdo autondmica e preditor de mortalidade. Este estudo demonstrou que a
sensibilidade do barorreflexo pode predizer a mortalidade de pacientes pds IM,
independentemente da fracdo de ejecdo do VE. Nesse estudo, pacientes infartados com
0 BRS preservado apresentaram menor risco de morte principalmente advindo de

arritmias e fibrilacOes.

Entretanto, a grande maioria de estudos que avaliaram o prejuizo cardiovascular
induzidos pelo IM foi realizada em individuos do sexo masculino, ficando a davida se
as disfungdes observadas ocorrem de forma semelhante no sexo feminino. Iwasaka et al
(1994) demonstraram que as alteracdes da fracdo de ejecdo e de indices de pressdo
sistélica do VE (PSVE) durante o exercicio em mulheres pds-menopausa quando
comparadas a homens de mesma idade, indicam um importante papel das diferencas
sexuais no processo de remodelamento cardiaco pds IM. De fato, fatores de risco como
tabagismo, hipertensdo, diabetes mellitus, sobrepeso e hiperlipemia podem ter impactos
diferentes em homens e mulheres. Essas diferencas de respostas ligadas ao sexo tém
levado inUmeros pesquisadores a buscar novas informacBes ndo s6 em humanos, mas
também nos modelos experimentais.

Devido a sua relevancia clinica e uma relativa facilidade metodoldgica, a IC
induzida pelo IM é um dos modelos mais utilizados nos trabalhos com animais de
pequeno porte (Elser et al., 1995). Achados constantes nesse modelo de IM séo a
diminuicdo maxima pressdo do VE e da velocidade de contracdo (+dP/dt), hipotensdo e
aumento da PDF (Fletcher et al., 1981). Em nosso grupo, De Angelis et al (2002)
observaram que animais infartados (56 dias) apresentavam hipotensdo em relacdo aos

controles conforme previamente demonstrado na literatura por De Felice et al (1989).



Além disto, a contratilidade ventricular mostrou-se reduzida e a PDF elevada (~15
mmHg) nos animais infartados em relacéo aos controles.

Aparentemente o coracdo de ratos machos tem mais vulnerabilidade & injuria
miocardica em relagdo ao coracdo de ratas fémeas (Wexler et al., 1979). No entanto,
Song et al (2003), observaram que apés a OV X, e durante um protocolo de isquemia-
reperfusdo, o coracdo de fémeas apresentou funcdo deprimida e aumento da area de IM
quando comparado ao cora¢do de machos. Dessa forma, a privacdo estrogénica tem sido

relacionada a reducdo na protecdo cardiaca ao evento isquémico.

Vale destacar que atualmente o estresse oxidativo tem sido proposto como um
mecanismo sinalizador para a progressdo de DCV, uma vez que a reducéo da reserva
antioxidante p6s IM que acompanha a disfungdo ventricular (Hill & Singal, 1996), foi
associada a hipertrofia cardiaca (Hill & Singal, 1997) e a re-estenoses ap0s angioplastia

(Azevedo et al., 2000).

1.3. Infarto do miocardio e estresse oxidativo

O estresse oxidativo é o termo designado para se referir a situagdo organica, na
qual, existe um desequilibrio entre pro-oxidantes e antioxidantes, podendo ocorrer pelos
aumentos de fatores pro-oxidantes, pela diminuicdo das defesas antioxidantes ou pela
combinacdo de ambos, geralmente associado a doencas cronicas degenerativas. Os
fatores pro-oxidantes séo conhecidos como radicais livres, e por definigdo, séo qualquer

especime quimica (atomo ou molécula) capaz de existir independentemente e que



contenha nimero impar (um ou mais) de elétrons na Gltima camada eletrdnica, de forma
que este ndo emparelhamento de elétrons confere alta reatividade e vida curta a essas

espéecimes quimicas (Halliwell & Gutteridge, 1990; Halliwell, 1992).

Nos sistemas biologicos, ndo € correto chamar os fatores pré-oxidantes de
radicais livres, pois alguns desses pro-oxidantes ndo contém ndmero impar (um ou
mais) de elétrons na Gltima camada eletrénica, como é o caso do perdxido de hidrogénio
(H20,) e como sé&o gerados a partir do metabolismo do oxigénio, séo conhecidos como
Espécimes Reativos do Oxigénio (ERO), ao qual ao oxidar um composto se reduz ao
aceitar elétrons. Geralmente 1 a 5% do O, total consumido no metabolismo leva a
formacédo de ERO. Tais moléculas apresentam alta reatividade para outras biomoléculas,
principalmente lipidios e proteinas das membranas celulares e, até mesmo, 0 DNA. Em
condigdes fisioldgicas do metabolismo celular aerébio, o O, sofre reducdo monovalente,
ocorrendo de um elétron por vez, de tal forma que o oxigénio em estado fundamental ao
aceitar 1 elétron se transforma em anion superéxido (O,"), a adicdo de 2 elétrons leva a
formacdo de perdxido de hidrogénio (H,O, - em sistemas bioldgicos) (o qual por
definicdo ndo é um radical livre apesar ser pro-oxidante) e a reducdo completa, ao
adicionar 4 elétrons, leva a formacéo de agua (geralmente na mitocéndria). O H,O,, por
sua vez, apresenta fraca ligacdo entre os oxigénios (O-O), podendo decompor-se ao
receber mais um elétron do ferro, na reacdo de Fenton (reacdo I) e/ou Haber-Weiss
reacdo Il), formando o radical hidroxila (OH") (Green & Hill, 1984), o qual é
considerado a ERO mais reativa em sistemas bioldgicos. Este hidroperoxido é capaz de
iniciar a lipoperoxidacdo (LPO) ao reagir com qualquer espécime de lipidio
suficientemente reativa, extraindo um atomo de hidrogénio do grupamento metileno (-
CH,.-) dos acidos graxos poliinsaturados das membranas celulares e de organelas,

inativar proteinas ao oxidar seus grupamentos sulfidrilas (-SH) a pontes dissulfeto (-SS)



ou ainda lesar o DNA das células ao modificar as bases purinicas e pirimidicas

(Halliwell & Gutteridge, 1986).

Fe" + O,- —— Fe" + O,

Fe" +HO, 3 Fe"+ HO' + HO-  ReacoI

0, +H 0, :r———p HO’ +O: + HO- Reacio 11

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a acdo das ERO (espécies
reativas de oxigénio), porém, aparentemente € a membrana plasmatica um dos mais
atingidos em decorréncia da (LPO), acarretando modificacBes nas estruturas e na
permeabilidade das membranas plasmaticas, como nos sistemas de transporte, na
manutencdo dos ions e metabdlitos, na transducdo de sinal celular, entre outras
(Hershko, 1989; Yoshikawa et al., 1989). Entretanto, todas as células possuem um
sistema de defesa antioxidante para reduzir ou eliminar seus efeitos agressores
(Halliwell, 1999). Esse sistema estd dividido em enzimatico, que inclui as enzimas
superdéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) e o0s
sistemas ndo enzimaticos, formados por compostos sintetizados pelo organismo humano
como, 0s hormdnios sexuais, acido urico, melatonina, vitamina E e a glutationa reduzida
(GSH) ou ingeridos através da dieta normal ou via suplementa¢do (vitamina C, vitamina
E, beta caroteno e grupos fendis de plantas) (Schneider et al., 2004). Ambas as
estratégias, tém a finalidade de manter num estado intermediario e estacionario as

concentragdes de ERO.

Como ja citado anteriormente, o organismo humano em situacdo de homeostase
fisioldgica possui um equilibrio na razéo de producéo e eliminacdo de EROs, porém, as

doencas cronicas degenerativas estdo associadas ao aumento do estresse oxidativo. De
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fato, os maiores fatores de riscos para a aterosclerose como a hiperlipidemia, diabetes,
hipertensdo e o cigarro estdo relacionados com um prejuizo na biodisponibilidade de
oxido nitrico (NO) (Harrison, 1997; Creager, 1990). Neste aspecto, Gryglewski et al
(1986) determinaram que o NO possa ser destruido pelo O,"e protegido por scavengers
de espécies reativas de oxigénio (ERO) como a SOD. Dessa forma, a reducdo na
disponibilidade de NO pode resultar ndo s6 da diminuicdo da atividade das vias de
producdo de NO como também do aumento da inativacdo oxidativa do NO pelo O,"".
Dessa forma, a disfuncdo da vasodilatacdo dependente do endotélio, associadas ao
aumento do estresse oxidativo, particularmente com a maior producdo do O,", tem sido
observada em pacientes com hipertenséo, hipercolesterolemia, diabetes, IC, além de

individuos velhos (Berry et al., 2001, Cai & Harrison, 2000).

Entre os antioxidantes ndo enzimaticos, a glutationa (y-glutamil-cisteinilglicina),
que é um tripeptideo linear (hidrossollvel) presente em alta concentracdo na maioria das
células eucariontes (5 a 10 mM na maioria das células de mamiferos) (Reed, 1990), é
reconhecido como o tiol ndo protéico mais importante nos sistemas vivos, protegendo
ndo enzimaticamente as células contra ERO como o O,", OH’ gerados durante o
metabolismo aerdbio e atuando como co-substrato (doador de elétrons) para a enzima
GPx para a reducdo de peroxidos (Chance et al., 1979). A maior parte de sua fracdo é
citosolica e ao redor de 10% do seu conteudo celular encontra-se dentro das
mitocondrias. A glutationa participa de um ciclo de oxi-reducdo, sendo encontrada na
forma reduzida (GSH) e oxidada (GSSG). De fato, a capacidade antioxidante da GSH ¢
devida ao grupo sulfidrila (-SH) do aminodacido cisteina, o qual doa seu H* para
neutralizar e/ou reduzir os radicais livres (reemparalhando o ultimo elétron na camada
de valéncia), sendo que o produto dessa oxidacao é o dissulfeto (SS) GSSG. A doagéo

de H® pela GSH para reduzir radicais livres formando GSSG promove o controle
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intracelular do estado redox tiol (-SH)/dissulfeto (SS), prevenindo a oxidagao de grupos
-SH de proteinas que sdo essenciais para a estabilidade e funcdo de processos

metabolicos (Venditti & Di Meo, 2006).

Especificamente no coracdo, a glutationa encontra-se predominantemente
(>95%) na forma GSH (Reed, 1990). Alguns estudos sugerem que a deplecéo de 20 a
30% da concentracdo normal de GSH deixa a célula suscetivel a acdo de radicais livres
(Reed, 1990). Dessa forma, a razdo redox, razéo entre a medida da concentragdo de
GSH e GSSG (GSH/GSSG), tem sido usada como um indice de estado redox do
organismo ou tecido avaliado, de forma que a reducdo desse indice indica reducdo do
estado redox e estabelicimento de estresse oxidativo e vice versa (Kaul et al., 1993;

Singh et al., 1995).

Khaper & Singal (2001) demonstraram gue ratos machos com 16 semanas pés IM
apresentaram reducdo de 38% na atividade da enzima GPx, reducdo de 40% na razdo
GSH/GSSG e aumento na LPO, sendo que tais alteracbes foram associadas a
diminuicdo da PSVE e aumento da PDF do VE. Neste mesmo estudo, o tratamento de
12 semanas com o antagonista do receptor AT1 da Agiotensina Il (ANG II), losartan,
normalizou a atividade da GPx, a razdo GSH/GSSG e a PSVE, apesar de ndo ter
reduzido a PDF. Esses resultados sugerem que o SRAA tem um importante papel na
modulagéo do estresse oxidativo. De fato, a ANG Il estimula o0 aumento da producéo de
O,’em células endoteliais de aorta, através do aumento da expressdo da enzima NADPH

oxidase (Rajagopalan et al., 1996).

Além dos efeitos danosos das ERO, evidéncias experimentais tém sugerido que a
elevacdo das ERO tem um papel importante na patogénese do reparo e remodelamento

miocardico apos o IM. Essa € uma hipotese que vém ganhando reconhecimento nos
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ultimos anos (Hill & Singal, 1996; Fukio et al., 2001; Quin et al., 2004). No coracgéo, a
enzima transmembranica NADPH oxidase € a maior fonte de O, no miocérdio
(Mohazzab et al., 1997) e, segundo Fukui et al (2001), ap6s o IM, as subunidades
GP22°" ¢ GP91P"™™ da NADPH oxidase estdo com maior expressdo, primariamente,
nos neutrofilos e macrofagos infiltrados. Além disso, através da técnica de imuno-
histoquimica, este mesmo grupo demonstrou que as células inflamatérias do miocardio
infartado (infiltrado) tém intensa expressdo de um marcador de estresse oxidativo, a 3-
nitrotirosina, evidenciando que a producdao de ERO no miocardio infartado esta
aumentada. Ndo s6 o aumento da expressdo da NADPH oxidase esta associado ao
aumento da producdo das ERO, mas também a diminuicdo da atividade de enzimas
antioxidantes tem sido evidenciada como importante para que as ERO mantenham-se
em alta concentracdo. De fato, Singal & Hill (1996) demonstraram que a atividade das
enzimas SOD, CAT, GPx e vitamina E estavam progressivamente diminuidas ap06s o
IM.

Adicionalmente, algumas evidéncias tém mostrado o estresse oxidativo como um
fator importante no remodelamento ventricular pés IM uma vez que o TGF-B
(transforming growth factor — beta), uma citocina fibrinogénica que controla
intensamente a diferenciacdo e proliferacdo dos miofibroblastos (que sdo responsaveis
pela formacdo da cicatriz, ao sintetizar colageno e promoverem contracdo da cicatriz

pos IM), pode ter sua expressdo aumentada pelo estresse oxidativo

1.4. Privacdo dos hormonios ovarianos e isquemia miocardica: papel do estresse

oxidativo
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A grande maioria dos estudos que visaram evidenciar o papel do estresse
oxidativo na disfuncdo ventricular pés IM foram realizados em amostras do sexo
masculino, tanto em animais de experimentacdo quanto em humanos (Hill & Singal,
1996; Hill & Singal, 1997; Keith et al.,1998; Khapler & Singal, 2001). Dessa forma sao
necessarios mais estudos com animais de experimentacdo do sexo feminino e mulheres
para que seja mais bem entendido como o estresse oxidativo pode modular as alteracbes

cardiovasculares na condicdo de menopausa ou ooforectomia em associagédo com o IM.

Barp et al (2002) demonstraram algumas diferencas de defesas antioxidantes e
dano oxidativo relacionados a diferenga de género. Esses autores mostraram que a PL
foi 46% maior, a atividade da SOD foi 14% menor e a atividade da GPx foi 50% maior
em ratos machos saudaveis que em relacdo a fémeas saudaveis. Apds 7 dias de OVX
houve aumento de 20% da PL e diminuicdo de 29% da atividade da SOD do grupo de
fémeas castrado quando comparados ao grupo controle. Adicionalmente, ndo foi mais
observado diferencas na PL e atividades enzimaticas entre os grupos castrados de
fémeas e machos, sugerindo que o género, ou 0s hormonios sexuais pode modular as

diferencas entre dano oxidante e defesa antioxidante.

Hernandez et al (2000) mostraram que ratas OVX tiveram aumento da PA,
diminuicdo da condutancia vascular total em associacdo com diminuida capacidade
antioxidante total, diminuida razdo nitritos/nitratos e aumento na LPO no plasma. Os
autores desse trabalho sugerem que a deficiéncia estrogénica leva & diminui¢do da

capacidade antioxidante, promovendo reducdo da biodisponibilidade do NO. Essa
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ultima alteracdo, seria responsavel pelo aumento da PA e diminuicdo da condutancia

vascular total, desenvolvendo um quadro de hipertenséo.

De fato, todos os estrogénios tém uma capacidade antioxidante, devido a um
grupo hidroxil fenélico na posi¢do 3 e um grupo metil na posicdo 13. A presenca desse
grupo fendlico confere ao estrogénio & propriedade antioxidante ao aprisionar elétrons
de radicais livres (Niki & Nakano, 1990). Ao se privar o organismo feminino dos
hormdnios sexuais, principalmente do estradiol, h4 a perda da acdo antioxidante per se
dos estrogénios, com consequente aumento da proliferagdo das células musculares lisa,
diminuicdo da expressdo NO sintase, inativacdo do NO pela acdo das ERO
consequentemente levando ao aumento dos riscos cardiovasculares (Hayashi et al.,

1995; Hishikawa et al.,1995; Rosselli et al., 1995; Huang et al., 1997).

Em relacdo a perda do estado redox e dano oxidativo na isquemia miocardica em
fémeas, Ramires e Ji (2001) mostraram que 40 minutos de isquemia seguido de
reperfusdo em fémeas Spragues-Dawley saudaveis ndo alterou a atividade das enzimas
SOD, CAT, GPX, GR e GGT, porém levou a uma reducdo de 30% na razdo
GSH/GSSG. Além disso, essas ratas apresentaram reducdo da PSVE e da +dP/dt no

final da reperfusdo em comparacéo ao periodo pré-isquemia.

Em um estudo clinico, Vittinghoff et al (2003) demonstraram a importancia de 11
fatores de risco para IM em mulheres pos-menopausa, entre eles, o diabetes, 0s niveis

de PA e os niveis de HDL e LDL plasmaticos e a reducdo dos niveis de atividade fisica.

1.5. Treinamento Fisico
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Os beneficios cardiovasculares, metabolicos e autonémicos apds o exercicio
fisico agudo e crénico tém levado muitos investigadores a sugerir o treinamento fisico
como uma conduta ndo-farmacolégica importante no tratamento de diferentes
patologias como o diabetes mellitus, a hipertensdo arterial e a insuficiéncia cardiaca
(Tipton et al., 1991; Wallberg et al., 1988; Negrdo e Barreto, 1998; La Rovere et al.,
2002)

O treinamento fisico (TF) pode provocar alteragdes neurovegetativas e
cardiovasculares importantes. Bradicardia de repouso foi verificada em ratos
normotensos jovens (Negréo et al., 1992a), ou velhos (De Angelis et. al., 1997) e em
humanos (Frick, 1967; Katona et al., 1982). As raz0es da reducdo da FC ainda
permanecem ndo esclarecidas totalmente. Estudos em jovens demonstram diminuicao
do tbnus vagal, diminuicdo da atividade simpaética e alteracdo nas células marca-passo
(Negréo et al., 1992a), mas em ratos velhos estas alteragfes ndo foram evidenciadas,
sendo sugeridos mecanismos como a diminui¢do do estresse oxidativo (De Angelis et
al, 1997) e a hipertrofia cardiaca (Sigvardsson et al., 1977) como possiveis mecanismos

responsaveis pela bradicardia.

Além disto, estudos realizados em humanos (Barney et al., 1988; Mc Donald et
al., 1993) e animais (Bedford & Tipton, 1987; Negrdo et al., 1992b; De Angelis et al .,
2004) tem detectado importantes modificacdes no arco reflexo barorreceptor ap6s um
periodo de TF, em normotensos. La Rovere et al (2002) demonstraram que o TF apds o
IM pode modificar favoravelmente a sobrevida em longo prazo de pacientes do sexo
masculino e que este beneficio esta provavelmente relacionado a melhora da
sensibilidade barorreflexa e conseqiientemente, do balango autonémico ap6s TF nestes

individuos infartados. Pliquett et al (2003) mostraram que o TF de 3 semanas em esteira
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reduziu a atividade nervosa simpatica, avaliada através da medida da atividade
simpatica renal e das catecolaminas plasméaticas em coelhos com IC. Mais
recentemente, Rondon et al (2006) mostraram que o TF, de intensidade leve, em
animais com IC pés IM, aumentou 0VO2 pico, a atividade do nervo depressor adrtico
(elevagéo da fregiiéncia de disparo aferente) juntamente com aumento da banda de alta
frequéncia do intervalo de pulso (eferente vagal), melhora da sensibilidade barorreflexa
da frequéncia cardiaca e da atividade nervosa renal e reducdo da atividade simpaética

renal.

Particularmente, a diminuicdo do estresse oxidativo e aumento das defesas
antioxidante vém ganhado espaco, através de evidéncias experimentais em sua maioria,
como um mecanismo relacionado a melhora cardiovascular em varios modelos

experimentais, apos o TF.

Um trabalho de nosso laboratorio demonstrou que 10 semanas de TF moderado
em ratos SHR machos, reduziu a LPO e a norepinefrina cardiaca, sendo que estes
estavam positivamente correlacionados (r=0,89) e a LPO estava inversamente
correlacionado com a razdo nitratos/nitritos (r=-0,79). Além disso, no grupo de ratos
SHR treinados, a norepinefrina cardiaca estava inversamente correlacionada com a
razdo nitratos/nitritos, mostrando que o TF aerobio pode diminuir o estresse oxidativo e

aumentar a biodisponibilidade do NO (Bertagnolli et al., 2008).

O exercicio ndo promove somente aumento do consumo de oxigénio. Ha
também aumento da geracdo de EROs (Ji, 1999). Ja é bem conhecido que a geracéo de
O,’esta aumentada de maneira ndo enzimatica durante a sintese de ATP, através da
transferéncia de 1 elétron da coenzima Q para um molécula de oxigénio (Finkel et al.,

2000). Além disso, é importante ressaltar que foi demonstrado que o shear stress
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aumenta a geracdo de EROs, no vaso, através de um mecanismo endotélio-dependente
(Laurindo et al., 1994), o qual estd aumentado durante o exercicio fisico (Tinken et al.,
2010). Esse aumento de geracdo de EROs pelo exercicio estimula vias intracelulares e
fatores transcricionais redox sensiveis responsaveis em induzir aumento de defesas
antioxidantes e melhora do estado redox para diminuir o dano oxidativo causado pelas

ERO:s.

Um desses fatores € o NF-Kb (fator nuclear kappa), o qual parece ser ativado por
determinadas concentracdes de GSSG. Baixas concentracfes de GSSG néo ativam o
NF-Kb em células T, contudo altas concentra¢cdes de GSSG parecem inibir o sitio de
ligagdo do NF-Kb no DNA. Assim, parece que € necessario uma concentracdo
intermediaria de GSSG para efetivamente ativar o NF-Kb aumentando a expressao de
enzimas antioxidantes (Droge et al., 1994; Sen & Packer, 1996; Sen, 1998). Ja foi
demonstrado que a GSSG plasmaética aumenta em 50% apds 1 sessdo de 40 minutos de
exercicio aerobio com intensidade de 60% consumo maximo de oxigénio (Laaksonen et
al.,, 1999) Em outros palavras, é necessario a producdo de uma concentracdo
intermediaria e ciclica de EROs ou de substratos metabdlicos oxidados para que vias
intracelulares sensiveis ao estado redox sejam ativadas para que ocorra aumento das

defesas antioxidantes.

Outra importante adaptacdo relacionada ao estresse oxidativo e o estado redox
apos o TF aerdbio é o aumento da expressdo da enzima NO sintase endotelial (eNOS).
Foi evidenciado que o H,O; pode induzir o aumento a atividade da eNOS ao fosforilar a
proteina Ca2+/calmodulina dependente de proteina quinase Il/janus quinase

(Drummond et al., 2000)
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O aumento da expressdo da eNOS é suportado pelo concomitante aumento da
expressdo de algumas isoformas da SOD durante o exercicio, facilitando a geracéo de

H.0, (Fukai et al., 2000; Rush et al., 2003).

1.6. Treinamento fisico na privacdo dos horménios ovarianos: Associacdo com a

isquemia miocardica e o papel do estresse oxidativo.

Apesar dos beneficios do treinamento fisico ter sido elucidado em varios
trabalhos, a grande maioria dos estudos foi realizada em amostras do sexo masculino,
principalmente em relagéo a trabalhos de experimentacdo animal. Em um estudo Wegge
et al (2004) demonstraram que 0s exercicios aerobios diarios associados a uma dieta
rica em fibras e com baixo contetdo de lipidios melhoraram os perfis metabdlicos e
lipidicos, reduziram a inflamagdo e as moléculas de adesdo em 20 mulheres
menopausadas. Latour et al (2001) evidenciaram que o TF por 8 semanas em ratas OV X
melhorou a resposta da insulina estimulada pelo teste de toleréncia a glicose, sem alterar
0s niveis reduzidos de estradiol observados pos ooforectomia. Se o treinamento fisico,
ndo altera os niveis plasmaticos de estradiol os beneficios do condicionamento fisico
podem ser mediados por outros fatores induzidos por esta condicdo, tais como, melhora
no perfil lipidico (Wegge et al., 2004), redugéo da resisténcia a insulina (De Angelis et

al., 1999), reducdo do estresse oxidativo (De Angelis et al., 1997) e melhora do balango
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autonémico cardiovascular (De Angelis et al., 2000; 2004; Silva et al., 1997; Barney et

al., 1998; Mc'Donald et al., 1993; Negrdo et al.,1992b).

Assim como j& foi mostrado em modelos de IM em ratos machos, talvez o
aumento das defesas antioxidantes e diminuicdo do estresse oxidativo também possa ser
um mecanismo relacionado com a melhora da funcdo cardiaca em ratas OVX ap6s

isquemia.

Com relacgdo a trabalhos que demonstraram os efeitos do TF sobre as adaptac6es
de defesa antioxidante frente a insultos de isquemia, podemos destacar o elegante
trabalho de Ramires & Ji (2001). Este estudo contribuiu para o entendimento das
adaptacOes de enzimas antioxidantes cardiacas e estado redox cardiaco ap6s TF aerdbio
de moderada intensidade frente ao insulto de isquemia/reperfusdo (I/R) em ratas
intactas. Ratas treinadas por 10 semanas apresentaram atividade aumentada das enzimas
cardiacas SOD, GPx, GR e GGT em relacdo as sedentarias tanto na situacdo basal
quanto apds o insulto de isquemia/reperfusdo. Apos a situacdo de isquemia/reperfusdo
somente a enzima GGT apresentou elevacdo de sua atividade quando se comparou o
grupo treinado na situacdo sham com a situacdo I/R, provavelmente, buscando aumentar
o transporte de GSH do sangue para o coracao. Contudo a reducdo da razdo GSH/GSSG
e o conteudo de malondialdeido (MDA) cardiaco ap6s a I/R ndo foi diferente entre os
grupos treinado e sedentario. Somente o treinamento fisico associado com a
suplementacdo de GSH que foi eficaz em reduzir o contetdo de MDA, havendo menor

queda da razdo GSH/GSSG e significativa recuperagdo da PSVE apos a I/R.

Um trabalho prévio de nosso laboratorio, com treinamento fisico em ratas OV X,
mostrou que a melhora da sensibilidade barorreflexa esta inversamente correlacionada

com a LPO, de forma que quanto menor a LPO melhor foi a BRS nas ratas OVX. Além
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disso, a atividade da SOD estava aumentada no miocardio, enquanto as enzimas CAT e
GPx do grupo OVX sedentéartio e treinado foram semelhantes (Irigoyen et al., 2005).
Brito (2008) demonstrou que apds 8 semanas de TF aerdbio moderado em ratas OVX
submetidas ao consumo cronico de frutose ndo apresentavam alteragdo na atividade
cardiaca da GPx e da SOD, mas a CAT apresentou aumento de concentracdo com
concomitante diminuicdo da LPO. Portanto, é provavel que as adaptagdes de defesas
antioxidantes de ratas OVX em resposta ao treinamento fisico possam ser diferentes

frente aos fatores de risco que estiverem associados.

2. Justificativa

Estudos tém evidenciado que mulheres apds a menopausa apresentam aumento
do risco cardiovascular, havendo maior incidéncia de infarto de miocardio (IM) nessa
populacdo. Diferentes terapias tem sido testadas em mulheres na p6s menopausa com 0
objetivo de minimizar efeitos deletérios da privacdo dos hormoénios ovarianos sobre o
controle cardiovascular. Dente tais terapias, o TF vem sendo indicado como uma
importante abordagem ndo-farmacolégica para o tratamento e/ou preven¢do de DCV.
Evidéncias clinicas e experimentais demonstraram que apés o TF de baixa-moderada
intensidade h& melhora do balan¢o autondmico cardiovascular e reducdo do estresse
oxidativo. Contudo, a maioria dos estudos envolvendo TF apo6s IM foi realizado em
homens ou animais machos, deixando duvidas a respeito dos efeitos e beneficios que o
TF poderia induzir em mulheres menopausadas e infartadas. O estudo da associacéo da
privacdo estrogénica com o IM pode contribuir para elucidar os mecanismos pelos quais
as disfuncbes autondmicas, associadas ou ndo ao estresse oxidativo, levam
provavelmente um pior progndstico em mulheres menopausadas pds IM. Além disto, o

conhecimento desta complexa interacdo, bem como os beneficios do TF, pode
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contribuir na busca mais precisa de intervencOes terapéuticas no manejo de mulheres

menopausadas pos-infarto do miocérdio.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

e Verificar os efeitos do treinamento fisico aerobio em parametros hemodindmicos

na modulacdo autondmica cardiovascular e no estresse oxidativo em ratas

ooforectomizadas e infartadas.

3.2. Objetivos especificos

Verificar os efeitos do treinamento fisico aerébio em ratas ooforectomizadas e

infartadas nos seguintes parametros:

>

>

Ganho de peso corporal e hipertrofia cardiaca;
capacidade fisica;

tamanho do infarto do miocérdio;

pressdo arterial e frequéncia cardiaca

modulagdo autondmica cardiovascular no dominio do tempo e da

frequéncia;
sensibilidade barorreflexa espontanea

estresse oxidativo e atividade das enzimas antioxidantes no tecido

cardiaco.

4. MATERIAIS E METODOS
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4.1. Animais e grupos

O projeto da presente dissertacdo foi devidamente aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da UFRGS (protocolo: 2008035). Foram utilizados ratos Wistar
fémeas, pesando entre 200 e 230g com aproximadamente 60 dias de vida, provenientes
do biotério central da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo. Os animais
foram mantidos agrupados, em ambiente com temperatura controlada (22° - 24°C) e
com luz controlada em ciclo de 12 horas (claro:escuro). Agua e comida foram
oferecidas de modo irrestrito, sendo que a dieta foi normoprotéica (12% de proteinas).

Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais a seguir relacionados.

GRUPO | - Grupo Ooforectomizadas sedentarias (OS): Foram

ooforectomizadas no dia 1 e acompanhados durante 9 semanas (n=08).

GRUPO Il - Grupo Ooforectomizadas treinadas (OT): Foram
ooforectomizadas no dia 1, acompanhadas durante 1 semana e treinadas durante 8

semanas (n=08).

GRUPO IlI - Grupo Ooforectomizadas infartadas sedentarias (OIS): Foram
ooforectomizadas no dia 1, infartadas ente 0 no dia 5 e acompanhadas durante 9

semanas (n=08).

GRUPO 1V - Grupo Ooforectomizadas infartadas treinadas (OIT): Foram
ooforectomizadas no dia 1, infartadas no dia 5, acompanhadas até o final da 12 semana e

depois treinadas durante 8 semanas (n=08).
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O ndmero de animais avaliados em cada grupo foi obtido a partir do célculo

estatistico do tamanho da amostra.

4.2. Sequéncia experimental

Os grupos experimentais seguirdo a sequiéncia experimental descrita no quadro

abaixo.

Quadro 01- Sequéncia experimental do projeto.

Dial | Dia5 Dia7 | Dia63 | Apos dia

63
Ooforectomia X
Infarto Agudo do Miocardio X
Teste de Esfor¢co Maximo X X
Avaliac6es Ecocardiograficas X X
Inicio do Programa de Treinamento X
Término do Programa de Treinamento X
AvaliacGes Hemodinamicas Sistémicas X
Avaliac6es Bioquimicas X
Analise da Area de Infarto X

4.3. Procedimentos experimentais

4.3.1. Ooforectomia bilateral

As ratas foram anestesiadas (i.p.) com cloridrato de Ketamina (80mg/Kg,

Ketalar, Parke-Davis) e cloridrato de xilazina (12mg/Kg, Rompum, Bayer) e colocados

em decubito dorsal para se realizar uma pequena incisdo (1 cm) em paralelo com a linha
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do corpo na pele e na musculatura no terco inferior na regido abdominal. Os ovarios
foram localizados e foi realizada a ligadura dos ovidutos, incluindo os vasos sanglineos.
Os ovidutos foram seccionados e os ovarios removidos, a musculatura e a pele foram
suturadas como pode ser visto na figura 1. Uma dose de antibidtico foi administrada

(Benzetacil, 40 000 U/Kg, i.m) (Latour et al., 2001).

L Y

I e

Figura 1: Etapas da realizagdo da ooforectomia bilateral em fémeas.

4.3.2. Infarto do Miocéardio

Os animais foram pesados e anestesiados (i.p.) com cloridrato de Ketamina
(80mg/Kg, Ketalar, Parke-Davis) e cloridrato de xilazina (12mg/Kg, Rompum, Bayer).
Foram colocados em decubito dorsal e entubados (Gelko-14G). Um pequeno corte foi
realizado na pele e os musculos peitorais foram afastados. Os animais foram submetidos
a respiracdo artificial (Harvard Aparattusc, Boston, EUA) e foi realizada uma
toracotomia esquerda no quarto espaco intercostal, sendo colocado um afastador entre

as costelas para permitir a melhor visualizagdo. O pericardio foi seccionado e o atrio
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esquerdo afastado para visualizacdo da artéria coronéria esquerda. Esta foi ligada (fio

mononylon 6.0) provocando a isquemia miocardica, como demonstrada na figura 2.

Apos a ligadura da coronéria a inciséo toracica foi fechada (fio mononylon 5.0) e
0 pneumotorax foi retirado mediante a suc¢do do ar com uma agulha (5x7) conectada a
uma seringa de 10 ml. Logo apds, o animal foi retirado da ventilagdo artificial e
estimulada a respiracdo. Os musculos afastados foram reposicionados pela pele suturada
(fio mononylon 4.0). Os animais receberam 30000 Ul de benzilpenicilina benzatina
(Penretard, Cibran, Tanqué, RJ, Brasil, i.m.) e foram colocados em ambiente aquecido

para recuperacao (Pfeffer et al., 1979).

Figura 2. llustracéo e foto do infarto do miocardio experimental em ratos.
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Figura 3- Fotografia mostrando a oclusao da artéria coronaria esquerda no miocardio
do rato

4.3.3. Teste de Esforco Maximo

Todos os grupos estudados foram submetidos a um protocolo de teste de esforco
maximo em esteira ergométrica no inicio, no meio e no final do programa de
treinamento fisico. Este teste serviu de base para prescricdo do treinamento fisico para
0s grupos treinados bem como pode evidenciar melhora na capacidade aerdbia apo6s o
periodo de treinamento fisico. O teste consistiu em colocar o animal correndo na esteira
a 0,3 km/h por 3 minutos, sendo esta carga incrementada em 0,3 km/h a cada 3 minutos
até que o animal atingisse a exaustdo. O critério utilizado para a determinacdo da
exaustdo do animal e interrupgdo do teste foi 0 momento em que o rato ndo era mais
capaz de correr dentro da caixa metabdlica mediante o incremento de velocidade da

esteira.

O tempo de teste e a velocidade da ultima carga foram anotados e serviram para

fazer a média de capacidade aerdbia de cada grupo.
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4.3.4. Treinamento fisico

Uma semana apds a ooforectomia, os grupos treinados foram submetidos a um
protocolo de treinamento fisico em esteira ergométrica (Figura 4) com velocidade e
carga progressiva durante 8 semanas (50-65% da velocidade maxima de corrida) 1 vez
por dia, 5 dias por semana, conforme ilustrado resumidamente no quadro abaixo

(Irigoyen et al., 2005; Sousa et al, 2007).

Figura 4: Foto mostrando ratos submetidos a protocolo de treinamento fisico em esteira
ergomeétrica.

4.3.5. Avaliagdes Ecocardiograficas

As medidas ecocardiograficas foram realizadas no Laboratdrio de Hipertensdo

Experimental do InCor — HCFMUSP e seguiram as recomendac¢fes do Comité de
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Padronizagdo do Modo M da Sociedade Americana de Ecocardiografia (Sahn et al.,
1978). Os exames foram realizados por um Unico observador e em cada exame foi
coletado um total de cinco medidas para cada variavel, sendo calculados
posteriormente, a média, o desvio padrdo da média e o erro padrdo da média dessas
medidas. O exame ecocardiografico foi realizado com os animais anestesiados (i.p.)
com cloridrato de Ketamina (80mg/Kg, Ketalar, Parke-Davis) e cloridrato de xilazina
(12mg/Kg, Rompum, Bayer). Foi utilizado o equipamento SEQUOIA 512 (ACUSON
Corporation, Mountain View, CA), com transdutor de 15 MHz. As imagens foram feitas
a uma freqiiéncia de 13,0 MHz, para otimizacgéo da resolucédo e a penetracdo do animal.
Para registro das imagens foi utilizado gel de transmisséo para ultrason de viscosidade
média/alta (General Imaging Gel, ATL. Reedsville, USA). As imagens foram
armazenadas em fitas de videocassete (Sony SVO-9500 MD), em discos épticos (Sony
128Mb) e em papel fotogréfico geradas através de impressdo colorida (Sony, Color

Video Printer Mavigraph UP-5600 MDU).

A regido de infarto foi delimitada de acordo com a cinética das paredes do
miocardio, avaliadas pelas seguintes janelas ecocardiogréaficas: longitudinal paraesternal
direita, transversal (ao nivel dos musculos papilares) e apical (2 e 4 camaras). Regides
hipocinéticas (espessamento sistélico abaixo do normal), acinéticas (auséncia de
espessamento durante a sistole) e discinéticas (movimentacdo paradoxal durante a
sistole) foram consideradas como infartadas. Desta forma, a area de infarto foi
delimitada através da razdo destas regiGes com a area total das paredes miocardicas do
VE. Moises et al (2000) e Nozawa et al (2006), utilizando-se desta metodologia,
demonstraram altissima sensibilidade e especificidade para a delimitacdo da area de

infarto do miocardio em ratos, com 100% de confiabilidade quando comparada a
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estudos anatomopatoldgicos. Todas as medidas seguiram as recomendagdes da

Sociedade Americana de Ecocardigrafia.

4.3.6. Canulagdo

Ap0s o periodo de treinamento ou de acompanhamento dos animais, estes foram
anestesiados (i.p.) com uma solucdo de cloridrato de ketamina (50mg/Kg, Ketalar,
Parke-Davis®) e cloridrato de xilazina (12mg/Kg, Rompum, Bayer®). Logo ap6s
realizou-se a incisdo na regido inguinal e insercdo dos cateteres de tygon P10 no interior
da veia e artéria femoral para injecdo de drogas e registro de PA, respectivamente
(Figura 5). As céanulas foram fixadas com fio de algoddo na artéria e na veia e suas
extremidades mais calibrosas foram passadas subcutdneamente, exteriorizadas no dorso
da regido cervical, sendo fixadas com fio de algod&o na pele. Cada rato foi mantido em
uma caixa (Plexiglas, 25x15x10cm) durante a realizacdo das avaliagdes hemodindmicas

sistémicas.
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No dia seguinte, com o animal acordado, a canula arterial foi conectada a uma

extensdo de 20 cm (PE-50), permitindo livre movimentagdo do animal pela caixa,
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durante todo o periodo do experimento. Esta extensdo foi conectada a um transdutor
eletromagnético (Kent instruments, EUA) que, por sua vez, foi conectado a um pré-
amplificador (Stemtech BPMT-2, Quintron Instrument© Inc, EUA) (Figura 6). Sinais
de PA foram gravados durante um periodo de 30 minutos em um microcomputador
equipado com um sistema de aquisicdo de dados (CODAS, DATAQ Instruments,
Akron, OH, EUA), permitindo analise dos pulsos de pressdo, batimento-a-batimento,

com uma frequéncia de amostragem de 2000 Hz por canal.

A andlise foi feita utilizando-se programa comercial associado ao sistema de
aquisicdo. Este programa permite a deteccdo de maximos e minimos da curva de
pressdo batimento a batimento, fornecendo os valores de pressao arterial sistolica (PAS)
e diastolica (PAD) pela integral da &rea sob a curva no tempo. A freqliéncia cardiaca
(FC) foi determinada a partir do intervalo entre dois picos sistélicos. Os resultados
foram apresentados em valores médios e desvios padrdes dos periodos em que os dados
foram analisados para PA e FC. As planilhas de dados obtidas foram analisadas em
programa comercial para analise (Excel 5.0), onde se calculou a média e desvio padrao

de PAM, PAS, PAD e FC para cada animal (Souza et al., 2007; Flores et al., 2010).

Figura 6: Sistema de registro de pressdo arterial e conexdo entre a canula e o transdutor
eletromagnético.
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4.3.8. Avaliacédo da modulacdo autonémica
4.3.8.1. Analise da variabilidade do intervalo de pulso.

A variabilidade do intervalo de pulso foi obtida pela anélise do tacograma a
partir do registro da PAS, no qual a frequéncia dos batimentos foi determinada pelo
intervalo entre dois picos sistélicos. Para essa analise foram utilizados registros estaveis,
de no minimo 5 minutos e com frequéncia de amostragem de 2.000 Hz. Foi calculada a
variancia total do intervalo de pulso (VAR-IP) e também trés componentes foram
obtidos na andlise espectral: muito baixa freqliéncia (MBF: banda de muito baixa
frequiéncia), baixa frequéncia (BF: 0,20-0,75 Hz) e alta freqtiéncia (AF: 0,75-3,0 Hz). O
componente BF foi usado como um indice da atividade simpética. O componente AF foi
usado como um indice da atividade parassimpatica. As bandas de BF e AF também

foram expressas em unidades normalizadas (nu) (Ishise et al., 1998).

4.3.8.2. Variabilidade da Pressdo Arterial Sistolica

A partir do registro basal dos animais acordados, foi possivel utilizar a
ferramenta de analise tempo-freqiiéncia da variabilidade da PAS. Os parametros para
analise no dominio do tempo consistiram em calcular os valores médios da PAS, sendo
a sua variabilidade quantificada pela variancia da PAS. A andlise no dominio da

frequiéncia consistiu-se da decomposic¢do do sistograma pela Transformada Rapida de
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Fourier (FFT). Apbs esse remodelamento matematico, foram obtidas as poténcias

absolutas da banda de baixa freqtiéncia (BF: 0,20-0,75 Hz) (Soares et al., 2005).

4.3.8.3. Indice alfa

Valores de batimento a batimento da PAS e intervalo RR foram usados para
estimar a sensibilidade barorreflexa pelo método de anélise espectral, utilizando o indice
alfa da banda BF (0,20-0,75hz). A coeréncia entre a variabilidade dos sinais de
intervalos RR e pressdo arterial sistélica foi realizada pelo método de analise espectral
cruzada. O indice alfa foi calculado somente quando a magnitude da coeréncia ao
quadrado entre os sinais de RR e pressdo arterial sistdlica excederam 0,5 (amplitude 0 a
1) na banda BF depois do calculo da coeréncia, o indice alfa foi extraido da raiz

quadrada da razdo entre a BF do RR pela BF da PAS (Quaglioto et al., 2008).
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4.3.9. Determinacéo da hipertrofia cardiaca

Ao final do protocolo, os animais foram pesados e mortos por decapitagdo e 0s
coracdes seccionados. Os atrios e o tecido vascular foram separados dos ventriculos 0s
quais foram limpos e pesados. A parede livre do ventriculo direito foi separada do
septum e pesada. O ventriculo esquerdo e o septum foram pesados e nos animais
infartados a &rea infartada foi identificada e separada utilizando-se uma tesoura
delicada. A area infartada e ndo infartada do ventriculo esquerdo foram pesadas. Para
determinacdo da hipertrofia cardiaca calculou-se a razdo entre peso ventricular (peso do

VD + VE) (mg) e o peso corporal (g) do animal, sendo expresso em mg/g.

4.3.10. Avaliacdo do tamanho do infarto do miocardio

Para determinagcdo do tamanho do infarto a cicatriz da parede ventricular foi
cuidadosamente separada do restante do ventriculo esquerdo. Ambos os cortes foram
carimbados em sua face externa e posteriormente delimitados em um papel milimetrado.
O papel milimetrado foi cortado e pesado, sendo o tamanho do infarto (%) determinado

pela seguinte formula:
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4.3.10.1. Tamanho do infarto (%) =

Peso do papel com a area infartada

Peso do papel com a area infartada + peso do papel com a area néo-

infartada X 100

4.3.11. Preparacao dos tecidos

Apbs a determinacdo dos pesos ventriculares, suas seccdes e area infartada por
milimetragem, os coragles foram coletados e congelados (-70°C) para analise de

estresse oxidativo e das atividades de enzimas antioxidantes.

Para analise os tecidos foram homogeneizados durante 40 segundos em um
homogeneizador Ultra-Turrax (Staufen, Alemanha), com cloreto de potéssio (KCI)
1,15% (5 ml por grama de tecido) e fluoreto de fenil metil sulfonila (PMSF), na
concentracdo de 100mmol/L em isopropanol e na quantidade de 10uL/mL de KCI
adicionado. O PMSF ¢é um inibidor de proteases, e foi utilizado para que nao houvesse
degradacdo das enzimas das quais a atividade foi medida. Em seguida, os
homogeneizados foram centrifugados por 10 minutos a 1000g, em centrifuga
refrigerada entre 0 e 4°C (Sorval RC 5B-rotor SM24, Du Pont Instruments, EUA), e 0
sobrenadante foi retirado e congelado em freezer a -70°C para as dosagens posteriores

(Llesuy et al., 1985).
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4.3.12. Dosagem de proteinas

As proteinas foram quantificadas pelo método descrito por Lowry et al (1951) que

utiliza como padrdo uma solugéo de albumina bovina na concentragéo de 1mg/mL.

4.3.13. Medidas de Estresse Oxidativo

4.3.13.1. Medida de Lipoperoxidagdo (LPO): Quimiluminescéncia Iniciada

por t-BOOH (QL).

O método consiste em adicionar um hidroperédxido organico de origem sintética (o
hidroperéxido de tert-butil — t-BOOH) ao homogeneizado de tecido, avaliando-se a
capacidade de resposta produzida pela amostra. A base para esse teste reside no fato de
os hidroperdxidos serem espécies quimicas bastante instaveis, reagindo com lipidios da
amostra, por um mecanismo radicalar, e gerando produtos emissores de luz
quantificavel.

A quimiluminescéncia foi medida em um contador beta (LKB Rack Beta Liquid
Scintilation Spectrometer-1215; LKB Produkter AB, Bromma, Sweden) com 0 circuito
de coincidéncia desconectado e utilizando o canal de tritio. As determinacfes foram
realizadas em camara escura, em frascos de vidro mantidos na penumbra para evitar a
fosforescéncia ativada pela luz fluorescente. O meio de reacdo no qual foi realizado o

ensaio consiste em 3,5 mL de uma solucdo tampé&o de fosfatos 20 mmol/L, contendo
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KCI 140 mmol/L (pH 7,4), a qual foi adicionado 0,5 mL de homogeneizado. Apds esse
momento, foi realizada uma leitura inicial, considerada como a emissao basal de luz
pelo homogeneizado. O t-BOOH foi usado na concentragdo de 400 mmol/L, dos quais
foram adicionados 30 puL no meio de reacdo para obter-se uma concentragdo final de 3
mmol/L. Foi medida a emissdo de luz e desta foi descontada a emissédo basal do
homogeneizado para fins de célculo. Os resultados foram expressos em contagens por

segundo (cps) por mg de proteina (Gonzales et al., 1991).

4.3.13.2. Razédo GSH/GSSG

A razdo entre a concentracdo da glutationa reduzida e oxidada (GSH/GSSG) foi
determinada através da avaliacdo da concentracdo da glutationa total e da sua forma
oxidada no tecido cardiaco como descrito por Akerboom & Sies (1981). Para
determinar a concentracdo total de glutationa, o tecido foi desproteinizado com é&cido
perclérico 2 mol/L, centrifugado por 10 minutos 1000g e o sobrenadante foi
neutralizado com hidroxido de potassio 2 mol/L. O ensaio foi realizado adicionando a
amostra uma solucdo de tampéo fosfato 100 mmol/L (pH 7,2), NADPH 2 mmol/L,
glutationa redutase 0,2 U/mL e 5’5 ditiobis (4cido 2-nitrobenzdico) 70 pumol/L. Para
determinar a glutationa oxidada, adicionou-se ao sobrenadante 20 mmol/L de N-
etilmaleimida (NEM) e, ap0s, as amostras foram neutralizadas com hidroxido de
potassio 2 mol/L. Apo0s essa etapa, seguiu-se 0 mesmo procedimento de ensaio utilizado

para a glutationa total. A leitura foi feita com um comprimento de onda de 412 nm. Os
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valores foram expressos em mmol/grama de tecido. A determinacdo da razéo
GSH/GSSG foi calculada pela diviséo entre os valores obtidos de GSH pelos valores

obtidos da GSSG. (Akerboom & Sies,1981).

4.3.14. Enzimas antioxidantes

4.3.14.1. Catalase

A taxa de decomposicao do perdxido de hidrogénio é diretamente proporcional a
atividade da CAT, e obedece a uma cinética de pseudo primeira ordem com relacao a
este. Desta forma, o consumo de H,O, pode ser utilizado como uma medida de

atividade da enzima CAT.

O ensaio consistiu em medir a diminuicdo da absorbancia a 240nm, comprimento
de onda onde ha a maior absorcao pelo perdxido de hidrogénio, utilizando-se cubetas de
quartzo devido a alta energia do comprimento de onda no qual foram realizadas as
medidas. Para a realizacdo das medidas foi usada uma solucdo tampao constituida de
fosfatos a 50 mmol/L em pH 7,4. Foram adicionados 955uL deste tampdo e 10uL de
amostra de tecido na cubeta do espectrofotdmetro, sendo esta mistura descontada contra
um branco de tampédo fosfato. A seguir foram adicionados 35uL de peroxido de
hidrogénio (0,3 mol/L) e foi monitorada a diminui¢do da absorbancia no comprimento
de onda selecionado. Os resultados foram expressos em nmoles de H,O, reduzido por

minuto por mg de proteina (Aeibi, 1984).
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4.3.14.2. Superdxido dismutase

As superoxido dismutases catalisam a reacdo de dois anions superoxido, com a
conseqiiente formacdo de peroxido de hidrogénio, que é menos reativo e pode ser
degradado por outras enzimas, como a CAT e a GPx. A velocidade da reacdo catalisada
pela SOD é 104 vezes maior que a velocidade de dismutacdo espontanea em pH

fisioldgico.

A técnica utilizada neste trabalho para determinacdo da SOD esta baseada na
inibicdo da reacdo do radical superdxido com o pirogalol. O superdxido é gerado pela
auto-oxidacdo do pirogalol quando em meio basico. A SOD presente na amostra em
estudo compete pelo radical superdxido com o sistema de deteccdo. Uma vez que ndo se
consegue determinar a concentragdo da enzima nem sua atividade em termos de
substrato consumido por unidade de tempo, se utiliza a quantificagdo em unidades
relativas. Uma unidade de SOD ¢é definida como a quantidade de enzima que inibe em
50% a velocidade de oxidacdo do detector. A oxidacdo do pirogalol leva a formacéo de
um produto colorido, detectado espectrofotometricamente a 420 nm. A atividade da
SOD e determinada medindo-se a velocidade de formagdo do pirogalol oxidado. No
meio de reacdo, foi utilizados 20 uL de homogeneizado, 973 uL de tampao tris-fosfato a
50 mmol/L (pH 8,2), 8 uL de pirogalol a 24 mmol/L, 4 uL de CAT a 30 umol/L. A
variagdo na absorbancia foi acompanhada a 420 nm durante 2 minutos. Esta curva
obtida foi utilizada como branco. Foi também feito uma curva padrédo utilizando trés

concentracdes distintas de SOD (0,25U, 0,5U e 1U), através da qual foi obtida a
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equacdo da reta para realizagdo dos calculos. Os resultados foram expressos em U

SOD/mg de proteina.

4.3.14.3. Glutationa peroxidase

Como a GPx catalisa a reagdo de hidroperdxidos com GSH para formar GSSG e o
produto da reducdo do hidroperdxido, a atividade da enzima pode ser determinada

medindo-se o consumo de NADPH na reacdo de reducdo acoplada a reacdo da GPX.

A atividade da GPx foi medida em um espectrofotdmetro de marca Varian,
modelo Cary. Foi monitorada a diminui¢do de absorbancia do NADPH a 340 nm. Na
cubeta do espectrofotometro, foram adicionados 330 pL de tampdo, 50 pL do
homogeneizado (amostra), 500 uL de NADPH, 10 uL de azida sodica, 50 uL de GSH e
10 uL de GR (glutationa redutase). Foi registrada a absorbancia por um periodo de
aproximadamente 2 minutos, para obtencdo da linha de base. Ap6s esse momento,
foram adicionados 50 uL de t-BOOH, e a diminuicdo da absorbancia devida ao
consumo de NADPH foi monitorada por mais 3 minutos. Os resultados foram expressos

em nmoles por minuto por mg de proteina (Flohé & Gunzler, 1984).
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4.4. Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo. O Teste t de
Student e o teste de analise de variancia (ANOVA) two way, seguido do teste post-hoc
de Student-Newman Keuls foram devidamente aplicados para analise dos dados.

Valores de P<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliacdo do peso corporal e hipertofia cardiaca.

O dia da ooforectomia foi considerado como inicio do protocolo, no qual foi
realizada a pesagem inicial dos animais estudados. A tabela 1 mostra os resultados de
peso corporal. Ndo houve diferenca de peso corporal entre os grupos no inicio do

protocolo.

Ao final do protocolo, todos os grupos estavam mais pesados ao se comparar com
0S pesos iniciais, entretanto, 0s grupos treinados apresentaram pesos corporais menores
qguando comparados a seus respectivos grupos sedentarios. Atraves do delta da variagdo
de peso pode-se visualizar que 0s grupos treinados tiveram um menor ganho de peso

corporal, entre o inicio e o final do protocolo, em relacdo as seus pares sedentarios.
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Tabelal: Peso corporal (gramas) e delta do peso corporal (inicio — final) dos grupos
ooforectomizado sedentario (OS), ooforectomizado treinado (OT), ooforectomizado
infartado sedentario (OIS) e ooforectomizado infartado treinado (OIT) no inicio e ao
final do protocolo.

Grupos
0S oT oIS oIT
Semanas
Inicio 214 %22 220 £ 4,7 224 £ 6,9 215+ 3
E;nma;rfz; 330+ 46#  305+61#* 35054 311 + 6#%%
A(9) 11625 904* 12548 90+5%

Valores representam média £ erro padrdo medio (EPM). A: Diferenca entre os valores
no inicio e final do protocolo. * p< 0,05 vs. OS; I p< 0,05 vs. OIS; # p<0,05 vs. peso
inicial no proprio grupo.

O peso ventricular (VE + VD) foi semelhante entre os grupos OS e OT. Os
grupos OIS e OIT apresentaram aumento do peso ventricular quando comparados aos
grupos OS e OT. A razdo peso ventricular/peso corporal ndo apresentou diferencas entre
0s grupos OS e OT. Nos grupos OIS e OIT observaram-se aumento da razdo peso
ventricular/peso corporal em relacdo ao grupo OS. Em relagcdo ao peso do VE os
animais infartados apresentaram maior peso quando comparados aos grupos OS e OT.
Na Tabela 2 séo apresentados os resultados do peso ventricular, peso do VE e da razdo

peso ventricular/peso corporal.
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Tabela 2- Peso ventricular (VE+VD), peso do VE (mg) e indice de hipertrofia cardiaca
(IDH) (mg/g) dos grupos ooforectomizado sedentério (OS), ooforectomizado treinado
(OT), ooforectomizado infartado sedentario (OIS) e ooforectomizado infartado treinado
(OIT).

Grupos
oS oT o] S oIT
Variaveis
Peso ventricular
809+32 783+21 972+43* 970+42%+
(mg)
Peso do VE 660 + 21 640 + 17 780 +36% 750+ 32%+
(mg)
IDH (mg/q) 2,310,1 2,610,1 3+0,0* 340,1*

Dados representam médias + EPM. * p< 0,05 vs. OS; T p< 0,05 vs. OT

5.2. Avaliacdo do tamanho do infarto do miocéardio.

O percentual da éarea infartada do ventriculo esquerdo avaliado através do
ecocardiograma ndo apresentou diferencas entre os grupos infartados na avaliacdo
inicial (35,27 £ 2,9 vs. 31,33 £ 3,5% no OIT) ou final (36,5 £ 5 vs. 35,5 + 5,5% no
OIT). Na Figura 7 sdo apresentados os resultados de ambas as avaliacOes

ecocardiograficas dos grupos infartados.
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Figura 7: Area infartada do ventriculo esquerdo (%) no inicio e final do
protocolo dos grupos ooforectomizado infartado sedentario (OIS) e
ooforectomizado infartado treinado (OIT). Inicial: 2 dias ap6s IM; Final: 60
dias ap6s IM.

Corroborando com os resultados ecocardiograficos a area infartada do VE nédo
apresentou diferencas entre os grupos OIS e OIT (44 £ 29 % e 49 £ 3,6 %,
respectivamente) no final do protocolo quando avaliados de forma direta através dos

“carimbos” em papel milimetrado.
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5.3. Capacidade Fisica

Em relacdo a capacidade fisica, foram realizados testes de esforgo méaximo no
inicio (TE1), na quinta semana (TE2) e ao final (TE3) do protocolo. No TE1 todos os
grupos apresentaram desempenhos semelhantes (Tabela 3). Todavia, no TE3 as ratas do
grupo OT mostraram aumento de 32% na velocidade mé&xima alcangada em relacéo ao
grupo OS. No grupo OT observou-se também diferencas significativas entre 0 TE1 e 0
TE3 (aumento de 29%). J& no grupo OIT os melhores resultados na capacidade fisica
foram demonstrados no TEZ2, apresentando diferenca em relacdo ao TE1 (melhora de
27%). No TE3 o grupo OIT apresentou aumento da capacidade fisica, somente quando

comparado ao grupo OIS (27% mais rapido) (Figura 8 e Tabela 3).

Dessa forma, observou-se manutencdo da capacidade fisica dos grupos OS e
OIS, ao longo das oito semanas de acompanhamento, e um gradativo aumento no
condicionamento do grupo OT no decorrer do protocolo (13% mais rapido no TE2 em
relacdo ao TE1; 13% mais rapido no TE3 em relacdo ao TE2 e 29% mais rapido no TE3
em relagdo ao TE1), demonstrando a eficacia do TF aplicado. Vale ressaltar que o grupo
OIT apresentou os melhores valores de capacidade fisica no TE2 ocorrendo uma
pequena reducgédo no TE3 (queda de 8% na velocidade do TE3 em relagdo ao TE2). Para
uma melhor visualizagdo na Figura 8 sdo apresentados os resultados dos testes iniciais e

finais dos 4 grupos.
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Tabela 3: Velocidade maxima (km/h) alcangada nos testes de esforco maximos dos grupos
ooforectomizado sedentario (OS), ooforectomizado treinado (OT), ooforectomizado
infartado sedentario (OIS) e ooforectomizado infartado treinado (OIT) ao longo do
protocolo.

Grupos
(ON) oT OIS oIT
Variaveis
TE1 2,28 £0,08 2,1+0,15 1,95+ 0,09 1,94 +0,12
TE2 2,01 +0,09 2,38+ 0,17 1,98 £ 0,09 2,47 £ 0,08 *1#
TE3 2,05+ 0,09 2,7+0,13*# 1,8 + 0,06 2,28 +£0,07%

Valores representam media + EPM. TEL: teste de esforco inicial; TE2: teste de esforco na
quinta semana de protocolo; TE3: teste de esforco ao final do treinamento fisico. * p< 0,05
vs. OS; § p< 0,05 vs. OIS; # p<0,05 vs. TE1 no préprio grupo.

Teste de Esforco
3 - *
g #
g i
% 2.5
E 21 mO0S
:5 1,5 - mOT
E 3
) m OIS
= 17
5 mOIT
2 05 -
s
Inicial Final

Figura 8: Velocidade maxima alcancada nos testes de esforco (TE1: inicial e
TE3: final) dos grupos ooforectomizado sedentario (OS), ooforectomizado
treinado (OT), ooforectomizado infartado sedentario (OIS) e ooforectomizado
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infartado treinado (OIT). * p< 0,05 vs. OS; { p< 0,05 vs. OIS; # p<0,05 vs. TE1
no proprio grupo.

5.4. Avalia¢cdes Hemodinamicas Sistémicas

As avaliagdes hemodinamicas sistémicas (PAD, PAS, PAM e FC) em repouso

podem ser observadas na Tabela 4.

Com relacdo aos dados do grupo de ratas OS, evidenciou-se valor pressorico
médio de 122 mmHg, sendo este um valor acima da faixa de normalidade. As ratas OT
apresentaram valor pressorico médio de ~112 mmHg, este dentro dos padrdes de
normalidade. No grupo OIS os valores médios estdo em torno de 102 mmHg, e o grupo
OIT apresentou valores médios de ~112 mmHg. Desta forma, observa-se que o TF foi
eficiente em atenuar o aumento da PAM no grupo OT, provavelmente decorrente da
privacdo dos horménios ovarianos. J& no grupo OIS houve uma reducdo da PA,
provavelmente associada ao prejuizo hemodindmico desencadeado pelo IM, a qual foi
revertida ap6s o TF no grupo OIT (Figura 9). Além disto, tanto a PAD quanto a PAS

mostraram alteracGes semelhantes as da PAM (Tabela 4).
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Tabela 4: Pressdo arterial e frequéncia cardiaca em repouso dos grupos
ooforectomizado sedentario (OS), ooforectomizado treinado (OT), ooforectomizado
infartado sedentério (OIS) e ooforectomizado infartado treinado (OIT).

Grupos
PAD (mmHg) PAS (mmHg) PAM (mmHg) FC (bpm)
Variaveis
0S 103+2,3 140 + 3,7 122+ 2,4 370+ 5,4
oT 93+ 1,4% 131 £2,0 112+ 15% 342 +84*
oIS 86 + 2,2* 122 £2,2* 101 +2,4* 355+ 4,5
oIT 95 + 2,9%} 130 £2,6%% 112 +2,8%  360+5,2

Valores representam média + EPM. PAS: pressdo arterial sistélica, PAM: pressao
arterial média; PAD: pressdo arterial diastélica; FC: freqliéncia cardiaca. * p< 0,05 vs.
OS; § p< 0,05 vs. OIS.
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Figura 9: Pressdo arterial média (PAM) dos grupos ooforectomizado sedentario
(OIS) e ooforectomizado infartado treinado (OIT). * p< 0,05 vs. OS; § p< 0,05
vs. OIS.
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Outro marcador importante da eficacia do TF é a reducdo da freqliéncia cardiaca
(FC) de repouso. De fato, os animais OT apresentaram bradicardia de repouso quando
comparados ao grupo OS (Tabela 4). Nos animais OIS e OIT a FC foram semelhante

entre esses grupos. Na Figura 10 séo apresentados esses resultados.

Frequéncia Cardiaca

BOS

BoT

aoIs

(bpm)

EOIT

Figura 10: Frequéncia cardiaca (FC) de repouso dos grupos ooforectomizado
sedentéario (OS), ooforectomizado treinado (OT), ooforectomizado infartado
sedentario (OIS) e ooforectomizado infartado treinado (OIT). * p< 0,05 vs. OS.

5.5. Avaliac6es da modulacéo autondmica cardiovascular.

5.5.1. Analise da variabilidade do intervalo de pulso no dominio do tempo.
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A variancia do intervalo de pulso (VAR-IP), que tem sido utilizada como um
pardmetro de controle autondmico cardiovascular e preditor de mortalidade, estava
reduzida pelo IM no grupo OIS em 40% em comparacdo ao grupo OS (38,87+2,66 ms’
vs. 61,87+3,99 ms” no OS). Em contrapartida, 0 TF aumentou a VAR-IP nas ratas dos
grupos OT e OIT em 44% e 50% respectivamente, quando comparadas com as ratas dos
grupos OS e OIS, (OT: 88,90+7,74 ms® vs. OS: 61,87+3,99 ms® e OIT: 58,16+9,95 ms®

vs. OIS: 38,87+2,66 ms? (Figura 11).
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Figura 11: Variancia do intervalo de pulso dos grupos ooforectomizado
sedentario (OS), ooforectomizado treinado (OT), oofoectomizado infartado
sedentario (OIS) e ooforectomizado infartado treinado (OIT). *p<0,05 vs.
OS; §p< 0,05 vs. OT, {p< 0,05 vs. OIS
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5.5.2. Andlise da variabilidade do intervalo de pulso no dominio da

frequiéncia

As avaliacGes da VAR-IP no dominio da freqliéncia sdo apresentadas na tabela
5. A banda MBF néo foi diferente entre os grupos OS e OT, entretanto, estava reduzida
no grupo OIS. O TF no grupo OIT aumentou essa variavel, trazendo os valores para
préximos aos observados nos grupos OS e OT. A banda de BF (modulacdo simpaética)
absoluta ndo foi diferente entre os grupos OS e OT, porém a banda de BF normalizada
estava reduzida em 32% no grupo OT em comparacdo ao grupo OS. O TF reduziu em
47% e 32% a BF absoluta e normalizada, respectivamente no grupo OIT quando

comparado ao OIS (Tabela 5).

A banda de AF (modulagdo parassimpatica) foi reduzida pelo IM em 24% no
grupo OIS em relagdo ao grupo OS, apesar de nédo ter sido uma diferenca significativa
(AF absoluta). O TF, por sua vez, aumentou em 56% a banda de AF normalizada
quando comparados o0s grupos OS e OT e em N&ao houve modificagdes da banda AF nu
no grupo OIS em relagdo ao grupo OS, entretanto o TF aumentou essa banda em 63%
quando comparados os grupos OIS ao OIT. N&o houve diferenca na AF absoluta entre

0s grupos (Tabela 5).

A razdo entre a banda de BF e AF ¢ utilizada como um indice de balango
simpatovagal. O TF reduziu esse indice nos grupos treinado em relacdo a suas

contrapartes sedentarias. (Figura 12).
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Tabela 5: Variabilidade do intervalo de pulso no dominio da freqliéncia dos grupos
ooforectomizado sedentario (OS), ooforectomizado treinado (OT), ooforectomizado
infartado sedentéario (OIS) e ooforectomizado infartado treinado (OIT).

Grupos
0S oT oIS oIT

Variaveis

MBF(ms?) 19,326 19234257  9,.86+1,03*F  15,65+3,05

2

BF(ms®) 4,34+0,53 2,36+0,47 5,31+0,897 2,840,731
AF(ms?) 9,95+1,17 12,44+2,96 7,56+0,73 10,19+1,06
%BF (nu) 9,76%1,13 6,65+1,38* 13,51+2,10  9,17+2,09%
%AF (nu) 20,88+2,9 32,58+2,72* 22,72+291F  37,04+5,16%
BF/AF 0,47+0,04 0,30+0,03* 0,45+0,04+  0,260,04*%

Valores sdo apresentados como média + EPM. MBF: Banda de muito baixa freqiiéncia,
BF: Banda de baixa frequéncia, AF: Banda de alta freqiéncia. %BF (nu): Banda de baixa
freqiiéncia normalizada. %AF (nu): Banda de alta freqiiéncia normalizada. *p<0,05 vs. OS;
Tp< 0,05 vs. OT; £p< 0,05 vs OIS.
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Figura 12: Razdo entre a banda de baixa freqliéncia e a banda de alta freqliéncia
do intervalo de pulso dos grupos ooforectomizado sedentario (OS),
ooforectomizado treinado (OT), oofoectomizado infartado sedentario (OIS) e
ooforectomizado infartado treinado (OIT). *p<0,05 vs OS; T p<0,05 vs OT, I
p<0,05 vs OIS.

5.5.3. Analise da variabilidade da pressdo arterial sistélica no dominio do

tempo e da frequéncia.

Na tabela 6 podem-se observar os valores da variancia total da presséo arterial
sistolica (VAR-PAS) e a banda de baixa freqiiéncia da PAS (BF-PAS). A VAR-PAS foi
reduzida pelo TF em 32% (OT) e 33% (OIT) dos grupos treinados quando comparados

com seus respectivos controles sedentarios (Figura 13). E importante salientar que o IM
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ndo induziu prejuizo na VAR-PAS, ao comparar-se 0 grupo OIS com o OS. A banda

BF-PAS ndo foi diferente entre os grupos estudados (Tabela 6).

Tabela 6: Variabilidade da pressdo arterial sistélica no dominio do tempo e da
freqiiéncia dos grupos ooforectomizado sedentario (OS), ooforectomizado treinado (OT),
ooforectomizado infartado sedentario (OIS) e ooforectomizado infartado treinado (OIT).

Grupos
(OR) oT OIS oIT
Variaveis

VAR-PAS (mmHg®)  26,79+32 18,19+178* 2454341+  16,29+1,50%

BF-PAS (mmHg?) 7,06+£0,71  4,63+0,56 5,94+1,42 5,06+0,79

Valores sdo apresentados como média £+ EPM. VAR-PAS: Variancia da pressdo arterial
sistélica, BF-PAS: Banda de baixa frequiéncia da pressao arterial sistolica.*p<0,05 vs OS;
p< 0,05 vs OT; § p<0,05 vs OIS.
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Figura 13: Variancia da pressdo arterial sistélica dos grupos ooforectomizado
sedentario (OS), ooforectomizado treinado (OT), oofoectomizado infartado
sedentario (OIS) e ooforectomizado infartado treinado (OIT). *p<0,05 vs OS; T
p<0,05 vs OT, } p<0,05 vs OIS.

5.5.4. Avaliagéo da sensibilidade barorreflexa espontanea

O TF aumentou em 50% a sensibilidade baroreflexa espontédnea no grupo OT
quando comparada ao grupo OS (1,02 +0,09 vs. 0,68 = 0,08 ms/mmHg no grupo OS). O
IM ndo induziu piora no indice alfa do grupo OIS quando comparado com o grupo OS
(0,63 = 0.07 vs. 0,68+0,08 ms/mmHg no grupo OS), contudo o TF no grupo OIT
promoveu aumento nesse indice em 53% quando comparado ao grupo OIS (0,96 + 0,10

vs. 0,63 = 0,07 ms/mmHg no OIS) (Figura 14).
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Figura 14: indice alfa dos grupos ooforectomizado sedentario (OS), ooforectomizado
treinado (OT), oofoectomizado infartado sedentario (OIS) e ooforectomizado infartado
treinado (OIT). *p<0,05 vs OS; T p<0,05 vs OT, § p<0,05 vs OIS.

5.6. Medidas de estresse oxidativo
5.6.1. Medida de lipoperoxidacéo (LPO): Quimiluminescéncia iniciada por

t-BOOH (QL).

A Figura 15 mostra os resultados de LPO. O TF foi eficaz em reduzir em 34%
da LPO no grupo OT quando comparado ao se controle sedentario (7.707 + 543 vs.
11.771 + 1.479 cps/mg proteina no OS). O IM ndo promoveu aumento da LPO no grupo
OIS quando comparado ao grupo OS (11.476 + 1.058 vs. 11.771 +1.479 cps/mg

proteina no OS), contudo o TF foi eficaz em reduzir a LPO em 39% no grupo OIT
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quando comparado a seu controle (6.991 + 1.392 vs. 11.476 + 1.056 cps/mg proteina no

0IS).
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Figura 15: Quimiluminescéncia cardiaca dos grupos ooforectomizado sedentario
(OS), ooforectomizado treinado (OT), oofoectomizado infartado sedentario (OIS)
e ooforectomizado infartado treinado (OIT). *p<0,05 vs OS;  p<0,05 vs OIS.

5.6.2. Razdo GSH/GSSG

Na tabela 7 sdo apresentados os valores da concentracdo de glutationa reduzida

(GSH), glutationa oxidada (GSSG) e a razdo GSH/GSSG do tecido cardiaco.

Em relagdo & GSH, o TF promoveu aumento de 15% no grupo OT quando

comparado ao grupo OS e ndo promoveu alteracdes na concentracdo de GSSG. O 1M,
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causou diminuigdo de 50% da GSH e aumento de 73% na GSSG quando se comparou 0
grupo OIS com o OS. O TF nédo foi eficaz em aumentar esse pardmetro quando

comparados os grupos OIS e OIT.

O TF foi eficaz em aumentar em 29% a razdo GSH/GSSG no grupo OT quando
comparado ao grupo OS. O IM reduziu este indice em 71% quando comparado o grupo
OIS com o OS e o treinamento fisico p6s IM n&o foi eficaz normalizar este pardmetro

uma vez que ndo houve diferenca entre os grupos OIT e OIS (Figura 16).

Tabela 7: Concentracdo da glutationa reduzida (GSH), glutationa oxidada (GSSG) e razéo
GSH/GSSG no tecido cardiaco dos grupos ooforectomizado sedentério (OS), ooforectomizado
treinado (OT), oofoectomizado infartado sedentario (OIS) e ooforectomizado infartado treinado
(OIT).

Grupos
(ON) oT O] oIT
Variaveis

GSH (mmol/g tec.) 0,14+0,005  0,16+0,01* 0,07+0,01*+ 0,07+0,01*+
GSSG (mmol/g tec.)  0,005+0,0004 0,004+0,0004  0,009+0,001*F  0,009+0,001%*7

GSH/GSSG 27,62+2,13  38,04+2,48* 8,00+0,67* 7,65+0,89%+

Valores sdo apresentados como media + EPM.*p<0,05 vs OS; 1 p<0,05 vs OT.
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Figura 16: Razdo GSH/GSSG dos grupos ooforectomizado sedentario (OS),
ooforectomizado treinado (OT), oofoectomizado infartado sedentério (OIS) e
ooforectomizado infartado treinado (OIT). *p<0,05 vs OS; p< 0,05 vs OT.

5.7. Enzimas antioxidantes

A tabela 8 apresenta os resultados das avaliagbes de enzimas antioxidantes no
tecido cardiaco. Pode-se observar que a concentragcdo da enzima CAT ndo foi diferente
entre os grupos OS e OT. O IM reduziu 61% dessa enzima no grupo OIS ao quando
comparado ao grupo OS e o TF ndo promoveu aumento na concentracdo de CAT no
grupo OIT, permanecendo reduzida em 45% quando comparado ao grupo OS (Figura
17). A atividade da enzima SOD ndo foi diferente entre os grupos OS e OT. O IM néao
promoveu alteracbes na atividade desta enzima no grupo OIS, porém o TF promoveu
aumento na atividade da SOD no grupo OIT quando comparado aos grupos OS (50%),
OT (58%) e OIT (90%), respectivamente (Figura 18). Em relagdo a atividade da GPx, o
TF promoveu aumento de 34% no grupo OT quando comparado ao grupo OS. O IM néo
produziu um dano na atividade dessa enzima no grupo OIS quando comparado ao OS e

0 TFo no grupo OIT ndo aumentou a atividade dessa enzima (Figura 19).
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Tabela 8: Concentracdo da catalase (CAT) e atividade enzimatica da superxdxido dismutase
(SOD) e glutationa peroxidase (GPx) no tecido cardiaco dos ooforectomizado sedentario
(OS), ooforectomizado treinado (OT), oofoectomizado infartado sedentario (OIS) e

ooforectomizado infartado treinado (OIT).

Grupos
0S oT o] S oIT
Variaveis
CAT (nmoles/mg prot) 139+9 134+17 54:+9*+ 75+9%+
SOD (USOD/mg prot) 7,440,3 7,1+0,4 5,9+1,4 11,241 5%+
GPx (nmoles/mg™ prot)  48+4,3 64+3,8* 503,01 5243 67

Valores sdo apresentados como média + EPM. CAT: Catalase, SOD: Superoxido
dismutase, GPx: Glutationa Peroxidase.*p<0,05 vs OS; fp< 0,05 vs OT; ip< 0,05 vs

OlS.
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Figura 17: Concentragdo da catalase dos grupos ooforectomizado sedentario
(OS), ooforectomizado treinado (OT), oofoectomizado infartado sedentario
(OIS) e ooforectomizado infartado treinado (OIT). *p<0,05 vs OS; Tp< 0,05 vs

OT.
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Figura 18 Atividade da SOD nos grupos ooforectomizado sedentario (OS),
ooforectomizado treinado (OT), oofoectomizado infartado sedentario (OIS) e
ooforectomizado infartado treinado (OIT). *p<0,05 vs OS; 1p< 0,05 vs OT.
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Figura 19 Atividade da GPx nos grupos ooforectomizado sedentario (OS),
ooforectomizado treinado (OT), oofoectomizado infartado sedentéario (OIS) e
ooforectomizado infartado treinado (OIT). *p<0,05 vs OS; + p<0,05 vs OT.
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6. DISCUSSAO

Diferentes terapias tém sido testadas em mulheres na pds menopausa com o
objetivo de minimizar os fatores de risco cardiovascular relacionados com a privagéo
dos horménios, e isso também é verdade para o manejo de mulheres pés eventos
cardiovasculares. Neste aspecto, Hunt et al (2001) demonstraram que a reposi¢do
estrogénica em longo prazo em mulheres pds menopausa tinha um efeito positivo na
regulagéo cardiovascular, evidenciado pelo aumento do ganho do BRS. Contudo, com a
publicacdo de outros estudos clinicos, como 0 HERS (1998) e WHI (2002), a terapia de
reposi¢cdo hormonal comegou a ser muito questionada, tendo em vista o aumento da
incidéncia de acidente vascular cerebral, infarto do miocérdio, eventos trombolicos e
carcinoma mamario, sendo que atualmente ndo deve ser indicada indiscriminadamente a

todas as mulheres na p6s menopausa.

O questionamento sobre 0 uso ou ndo da terapia de reposi¢do hormonal na mulher
menopausada levou a investigacdo de terapias alternativas que pudessem diminuir a
incidéncia de DCV nessa populacdo. Asikainen et al (2004) publicaram um revisao
sistematica de estudos clinicos controlados evidenciando os beneficios do exercicio
fisico regular no controle de peso corporal, constituicdo 6ssea, flexibilidade, VO,, PA e
controle metabolico ap6s a menopausa. Resultados de reducdo da PA em mulheres pré e
pOs menopausa na presenca ou ndo de terapia de reposicdo hormonal foram descritas
por Green et al (2002) ap6s TF com intensidade de 60% do VO, de pico, apontando
para a reducdo da RVP como mecanismo principal para a redugdo da PA. Além disso,
Jurca et al (2004) demonstraram que somente 8 semanas de treinamento fisico

moderado induziram aumento na VAR-IP em mulheres pds menopausa sedentarias.
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Nosso grupo demonstrou que 8 semanas de TF foi eficaz em melhorar a
sensibilidade barorreflexa em ratas OVX (Irigoyen et al., 2005) e em ratas OVX
diabéticas (Sousa et al., 2007) e, mais recentemente, mostramos que o TF pode

aumentar a sensibilidade barorreflexa em ratas OV X infartadas (Flores et al., 2010).

Portanto, uma gama de conhecimento tem demonstrado os beneficios
cardiovasculares advindos do TF aerdbio de baixa-moderada intensidade em mulheres
na pds menopausa e também em modelos experimentais de menopausa associado a uma
série de fatores de risco. Neste sentido, os resultados do presente estudo evidenciam
atenuacdo das disfungdes na modulacdo autondmica e no estresse oxidativo em ratas

OVX submetidas ao IM ap6s um programa de TF aerdbio dinamico.

6.1. Efeitos da privagédo dos horménios ovarianos associados ou ndo ao infarto do

miocardio no peso corporal de ratas.

No passado recente, ndo se sabia bem se 0 ganho de peso na mulher de meia
idade estava relacionado com o envelhecimento per se ou se as mudangas hormonais
decorrentes da menopausa eram responsaveis por tal ganho de peso. Wing et al (1991)
estudaram prospectivamente (de 1984 a 1987) uma populacdo de 485 mulheres de meia
idade (42 a 50 anos no inicio do estudo) e verificaram que ndo houve diferenca no
ganho de peso entre mulheres que entraram na menopausa e as que ainda estavam na

condicdo pré-menopausa (+2,07 kg vs. +1.35 kg, respectivamente), apesar de que o
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ganho de peso estava associado ao aumento dos niveis de colesterol total e LDL e PA
em todas as mulheres que apresentaram ganho de peso. De forma semelhante, o estudo
SWAN, um estudo multicéntrico com aproximadamente 13.000 mulheres nos EUA,
verificaram que o IMC em mulheres que entraram naturalmente na menopausa nao era
significativamente diferente de mulheres pré-menopausa (Matthews et al., 2001).
Porém, uma publicagdo mais recente de tal estudo (Sowers et al., 2007) indicou que a
mudanca na circulagdo do horménio foliculo estimulante (FSH) estava positivamente
correlacionados com a mudanca da massa gorda durante 6 anos de acompanhamento em
543 mulheres caucasianas e africanas de meia idade. Além disso, os autores concluiram
que o envelhecimento ovariano tem um importante papel na mudanga de composigédo

corporal na meia idade.

Em ratas fémeas a retirada dos ovarios, leva a restricdo dos horménios ovarianos
semelhante a observada em mulheres ap6s a menopausa, e induz aumento da ingestao
de alimentos, do peso corporal e da resisténcia a insulina (Wattanapermpool & Reiser,

1999; Hernéndez et al., 2000; Latour et al., 2001; Irigoyen et al., 2005).

Um trabalho de nosso grupo mostrou que ratas com 9 semanas de OVX
apresentaram aumento do peso corporal em relacdo as ratas saudaveis ndo OV X, apesar
do consumo caldrico diario ndo ser diferente e ndo haver resisténcia a insulina (Sanches,
2007), demonstrando que, talvez os hormdnios ovarianos tenham um papel importante
na manutencdo do peso corporal e do metabolismo de lipidios (Rebuffe-Scrive et al.,
1986; Price et al., 1998; Pedersen et al., 2004). No presente trabalho, apesar de ndo
termos avaliado um grupo de fémeas saudaveis, observamos média de peso corporal do
grupo OS semelhante ao observado no trabalho de Sanches (2007) em fémeas OVX
sedentérias, sugerindo ganho de peso adicional decorrente da privacdo dos hormonios

ovarianos nos animais desse nosso estudo.
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6.2. Efeitos do treinamento fisico no peso corporal de ratas ooforectomizadas

submetidas ou ndo ao infarto do miocardio.

O TF pode ser uma abordagem favoravel para redugdo e/ou controle do aumento
de peso corporal, tanto em humanos (Bouchard, 2003; Shangold, 1990; Teixeira et al.,
2003) quanto em animais de experimentacdo (De Angelis et al., 1997; Melo et al.,
2003). Latour et al (2001) avaliaram o efeito do TF em ratas OVX e ndo verificaram
reducdo do peso corporal. No presente trabalho o grupo OS apresentou maior ganho de
peso ao longo do protocolo quando comparado ao grupo OT, evidenciando a eficiéncia
do TF de intensidade leve-moderada como forma de controle do peso corporal. Tal
resultado, confirma dados publicados de nosso grupo (Irigoyen et al., 2005; Sousa et al.,

2007; Flues et al., 2010).

De forma semelhante ao observado no grupo OS, o grupo OIS apresentou maior
ganho de peso corporal quando comparado aos grupos OT e OIT, demonstrando que o
exercicio fisico é benéfico na modulacdo do ganho de peso corporal mesmo apds o IM

em ratas OVX.

N&o sabemos o mecanismo pelo qual os grupos treinados apresentaram menor
ganho de peso que 0s sedentarios, pois ndo analisamos a ingestdo calorica ao longo do
estudo nem o gasto energético dos grupos. Outro trabalho de nosso grupo, demonstrou
que ao final do protocolo de 8 semanas de TF as ratas OVX treinadas apresentaram
menor ganho de peso corporal em relacdo as ratas OVX sedentarias mesmo nao

havendo diferengca na quantidade de ragdo ingerida entre os dois grupos (Ponciano,
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2006). Dessa forma, é possivel que os grupos treinados tenham tido menor ganho de

peso corporal por causa do maior gasto energético diario advindo das sessdes de TF.

6.3. Efeitos do infarto do miocardio na morfometria cardiaca de ratas

ooforectomizadas

Devido a sua relevancia clinica e uma relativa facilidade metodoldgica, a
insuficiéncia cardiaca induzida pelo IM € um dos modelos mais utilizados nos trabalhos
com animais de pequeno porte (Elsner & Rieger, 1995; Moisés et al., 2000). O IM
experimental por ligadura coronariana foi utilizado no presente estudo, pois, estd bem
estabelecido na literatura que este procedimento provoca isquemia miocéardica e inicia
um processo de disfuncdo e remodelamento do VE, além de induzir a formacdo de
colaterais no coracdo (Pffefer et al., 1991; Banai et al., 19942 b; Elsner & Riegger, 1995;
Unger, 2001). Entretanto, as desvantagens de utilizar esse procedimento experimental
incluem a necessidade da toracotomia, gerando uma mortalidade relativamente alta
durante o procedimento cirurgico e nas primeiras horas pés IM (~ 20% neste estudo), e
a inducdo em muitos casos de uma IC moderada, que ndo ficou evidenciada neste

trabalho (dados ndo mostrados) (Mostarda et al., 2010).

A caracterizagdo do IM experimental ocorre de acordo com o tamanho da parede
do VE que foi: inferiores a 20% do VE — pequenos; de 20-39% - moderados; maiores

que 40% - grandes (Pfeffer et al., 1991).
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A medida através da ecocardiografia possibilitou avaliagdes da area infartada no
inicio e no final do protocolo. A imagem ultra-sonogréfica das estruturas cardiacas e
velocidade do fluxo sangtiineo pelo Ecodopplercardiograma, é amplamente reconhecida
e utilizada pelos investigadores da area da salde por proporcionar uma das mais
acuradas medidas ndo invasivos para caracterizacdo da massa ventricular e anélise das
funcgdes sistdlica e diastdlica em humanos (Devereux, 1987; Devereux et al., 1986;
Devereux e Reichek, 1977). Em animais de experimentagédo, o uso do ecocardiograma
como metodologia ndo invasiva da andlise das funcdes e estruturas cardiacas, também
vem se tornando rotina gracas ao avango tecnoldgico e desenvolvimento de transdutores
ultra-sonogréaficos com frequiéncias maiores, que proporcionam uma resolucdo adequada
a pequenas estruturas (Pawlush et al., 1993; Moisés et al., 2000). Essa pratica vem
sendo amplamente utilizada em estudos que requeiram analise anatomo-funcional do
sistema cardiovascular no curso temporal de determinada patologia, exatamente por
permitir a avaliacdo do animal até o final do experimento, nos diversos momentos

oportunos do estudo.

Os resultados demonstram tamanhos de IM semelhantes no inicio e no final de
nosso estudo (~ 35% da parede do VE). Através da medida direta do tamanho da area
infartada do VE em papel milimetrado obtiveram-se valores semelhantes de tamanho de
IM ao final do protocolo entre os grupos OIS e OIT (~44% da parede do VE). Segundo
Moisés et al. (2000) a avaliacdo da area de infarto pelo ecocardiograma é uma medida
100% sensivel, correlacionando-se com as avaliagdo anatomo-patoldgicas (Mostarda et

al., 2010).

A ligadura da coronaria em ratos causa uma perda em torno de 40% da massa de
midcitos do ventriculo esquerdo (Anversa et al., 1985a; Pfeffer et al., 1991, Stefanon et

al., 1994) sendo responsavel pela hipotenséo, reducdo da fracdo de ejecdo e do DC (De
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Angelis et al., 2001). (Anversa et al., 1985; Sun et al., 2002; Long & Brown, 2002). Os
cardiomidcitos que sobrevivem a isquemia podem ativar a expressdo de genes fetais
promovendo a hipertrofia celular, como tentativa de preservar a funcéo tecidual, sendo
esta uma circunstancia fisiolégica que limita a capacidade de reparo do miocardio
iIsquémico. Logo a massa ventricular remanescente se hipertrofia (Anversa et al. 1985b,
Meggs et al., 1993). Os dados do presente estudo demonstraram maior massa cardiaca e
ventricular nas ratas apés o IM (grupos OIS e OIT em relacdo aos grupos OS e OT),
avaliada diretamente através do peso do VE e da razdo do peso ventricular/peso

corporal.

Estudos como de Meggs et al (1993) demonstraram aumento da largura e
comprimento (hipertrofia) dos midcitos remanescentes 1 semana apds o infarto, porém,
associado a esta hipertrofia havia comprometimento da mecanico dessa células. A
hipertrofia c6s cardiomidcitos para ndo ser o Unico fator que contribui para o aumento
de peso do VE e da relacdo peso ventricular/peso corporal.

Na fase proliferativa do processo de reparo e remodelamento ventricular pos IM,
ocorre diferenciacdo e proliferacdo dos fibroblastos para miofibroblastos. Estas células
modificadas sdo determinantes na reorganizacdo da matriz extracelular, ao sintetizar
colageno, proteoglicanos, fibronectina no local do infarto, levando a formacdo de um
tecido fibroso e um dos fatores mais importantes para ocorrer essa diferenciagdo é o
aumento da expressdo de TGF (Desmouliere et al., 1996). Esse tecido fibroso origina
uma cicatriz, a qual é visivel através da histologia (Giraldez e Cardoso, 2005) e esta
associado com a depressdo de funcdo cardiaca.

Epifanio et al (2004) mostraram que ratos com 90 dias de infarto, por ligadura,
apresentavam aumento do peso do VE e da razdo peso VE/peso corporal associados a

hipertrofia dos cardiomidcitos remanescentes (aumento da érea celular - hematoxilina e
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eosina) e a fibrose intersticial no local de IM (fracdo de colageno - solucéo vermelha de
picrosirius). Porém os grupos desse trabalho tratados por 3 meses com lisopril (inibidor
da ECA) e losartan (antagonista do receptor AT1 da ANGII) apresentaram reducdo do
peso do VE e da razdo peso VE/peso corporal acompanhados de reducdo da fracdo de
colageno intersticial e da area dos cardiomiécitos em comparac¢do com o grupo infartado
ndo tratado, apesar desses parametros ainda estarem aumentados em relagédo ao grupo

nao infartado.

O peso do VE e da razdo peso VE/peso corporal (ou peso do coragdo/peso
corporal) sdo parametros muito utilizados na pesquisa experimental para identificar
hipertrofia miocardica e apesar da analise desses parametros per se ndo serem capazes
de diferenciar se 0 aumento do peso ventricular ou da razdo peso VE/peso corporal ap6s
o infarto sdo advindos da hipertrofia miocardica, do acimulo de tecido fibroso e
fibroblastos ou das duas coisas em conjunto. Os modelos experimentais de IM com
ratos, camundongos e 0s cachorros nos demonstram que a elevacdo desses parametros
durante remodelamento ventricular apo6s a isquemia miocéardica é conseqliéncia tanto da
hipertrofia de cardiomidcitos quanto da formacdo de tecido fibrotico (Pfeffer et al.,
1979; Patten et al.,1998; Senzaki et al., 2000; Epifanio et al., 2004; Zamo et al., 2010).
Apesar de ndo podermos afirmar qual dos processos de remodelamento ventricular
(hipertrofia celular ou deposigéo de coladgeno) foi mais predominante no nosso modelo
de menopausa e infarto, é provavel que ambos aconteceram, contribuindo para o
aumento do peso do VE e da razdo peso ventricular/peso corporal do grupos infartados

do presente trabalho
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6.4. Efeitos do treinamento fisico na morfometria cardiaca de ratas

ooforectomizadas submetidas ou ndo ao infarto do miocardio.

Até alguns anos atrés, a utilizacdo do treinamento fisico era controversa em
casos de IM, pois se acreditava que poderia ocasionar a expansdo da area infartada
(Kloner & Kloner, 1983; Hochman & Healy, 1986). Todavia, outros estudos
demonstraram melhora periférica significativa em situacGes de grave disfuncao cardiaca
(Sullivan et al., 1988; Coats et al., 1992). Resultados importantes de Orestein et al
(1995) evidenciaram beneficios do TF em ratos infartados na hipertrofia cardiaca
remanescente no VE, demonstrando melhora no remodelamento cardiaco através do
processo de atenuagao da dilatagdo ventricular e da expressdao da - miosina de cadeia
pesada no miocérdio, sem melhora da PDF, da +dP/dt e nem da —dP/dt nos animais

infartados.

Os resultados do presente estudo, em fémeas ooforectomizadas néo
evidenciaram alteracdes significativas decorrentes do treinamento fisico nos parametros
de morfometria cardiaca tanto nos grupos infartados como ndo infartado, confirmando
dados recentemente publicados por nosso grupo (Flores et al., 2010) e sugerindo que o
género pode ser determinante nas adaptacfes da morfometria cardiaca pos IM em ratos.
Trabalhos como o de Bertagnolli (2004) com SHR machos mostrou que o grupo SHR
treinado apresentou menor indice de hipertrofia cardiaca em comparacdo ao grupo SHR
sedentario, porém esse indice nao foi normalizado aos valores dos ratos ndo hipertensos.
Ja Silva (2010) demonstrou que o TF ndo foi capaz de reduzir o indice de hipertrofia

cardiaca com SHR machos com desnervacao sino-aortica.
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6.5. Efeitos do infarto do miocardio na capacidade fisica de ratas ooforectomizadas

O teste ergoespirométrico maximo ou o teste de consumo maximo de oxigénio
(VO; max) ¢ considerado um “gold standart” na analise de capacidade funcional de
atletas e individuos doentes, pois esse parametro expressa a salde funcional dos
sistemas cardiovascular, respiratério e musculoesquelético (Myers et al., 1998). Esse
método tem sido utilizado na clinica, na em programas de atividade fisica e programas

de reabilitacdo cardiaca (Bittner et al., 1993; Cahalin et al., 1996).

A quantificacdo da resposta cardiorrespiratéria no exercicio agudo e crénico,
usando diferentes métodos (como feito em humanos) tem sido uma pratica comum na
investigacdo de modelos animais. Na préatica experimental, a medida de VO; max € uma
ferramenta ndo invasiva de alto valor no estudo da capacidade funcional de animais. Por
outro lado, a utilizacdo desse método tem seu uso limitado tendo em vista o alto custo
de um equipamento de andlise de gases e sua caracteristica de grande dispéndio de
tempo. Dessa forma, o teste de esforco maximo (TE), no qual o animal corre até a
exaustdo (escalonado), numa esteira, tem sido utilizado em nosso grupo como método
alternativo para a avaliacdo da capacidade fisica e, a velocidade mé&xima atingida no TE
é utilizada para prescrever a intensidade do treinamento em condicGes patologicas ou
ndo, em nossos trabalhos (De Angelis et al., 2000; Bertagnolli et al., 2006; Irigoyen et

al., 2005).

Nosso grupo evidenciou primeiramente, que existia correlacdo entre VO, e
velocidade do teste de esforco em ratas saudaveis na fase ndo ovulatéria e em ratas com

9 semanas de ooforectomia (Figueroa et al., 2006). Recentemente, outro trabalho de
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nosso grupo (Rodrigues et al., 2007) demonstrou, com maior profundidade, que a
velocidade de corrida do TE tem correlacdo (r=0,9) com o consumo maximo de
oxigénio em ratos controle e diabéticos machos. Dessa forma, através de uma equagédo
de regresséo linear, obtida no trabalho, podemos estimar o consumo de oxigénio para
uma determinada carga de trabalho (velocidade de corrida) e, além disso, os valores de
VO, preditos pela equacdo tém alta correlagdo (r=0,81) com os valores de VO, medido
pela analise de gases. Dessa maneira, O TE pode ser utilizado como um indicador de
capacidade cardiorrespiratoria e pode ser usado na investigacdo dos efeitos do exercicio

agudo e crénico em ratos.

Além disto, em pacientes com disfungéo ventricular a intolerancia ao exercicio e
uma manifestacdo clinica bastante comum, além do mais, esta se correlaciona com o
grau de disfuncdo cardiaca e a severidade da doenca (Jikuhara et al., 1997; Negrao et
al., 2001). Bigi et al (2001) demonstraram uma reduzida capacidade de esfor¢o, VO,
max- € uma correlacdo positiva entre a queda do VO2 m VO, max € 0 limiar anaerébico
em pacientes ap0s evento isquémico. Nossos resultados evidenciam discreta reducéo
(12%) na velocidade méaxima atingida no TE no grupo OVX infartado em relacdo ao

grupo somente OVX, porém sem diferencas estatisticamente significantes.
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6.6. Efeitos do treinamento fisico na capacidade fisica de ratas ooforectomizadas

submetidas ou ndo ao infarto do miocardio.

No presente trabalho, evidenciamos melhora na capacidade fisica nos grupos que
foram submetidos ao protocolo de TF. Os grupos OT e OIT alcangcaram maiores
velocidades nos testes de esfor¢o (TE2 e TE3) quando comparados ao inicio do estudo.
Ja os grupos OS e OIS apresentaram manutencdo da velocidade alcancada ao longo do
estudo em relacdo ao TE inicial. O grupo OT apresentou melhora significativa ao final
do estudo quando comparado aos grupos OS e OIS. J& o grupo OIT apresentou melhora
na capacidade de exercicio em relacdo ao grupo OIS. Diferencas de desempenho fisico
podem ser detectadas pelo teste de esforco uma vez que, conforme comentado
anteriormente, a velocidade méxima obtida no teste de esforco foi correlacionada com o
VO, max em ratos machos saudaveis e diabéticos (Rodrigues et al., 2007). Vale salientar
que a medida do VO.max tem sido amplamente utilizada na préatica clinica no
diagnéstico de doencas pulmonares e cardiopatias, principalmente a IC para a melhor

orientacdo e classificacdo funcional dos sujeitos.

A melhora da capacidade fisica é um marcador da eficiéncia do TF. Essa
adaptacdo ja foi demonstrada em humanos saudaveis (Blair et al., 1989), hipertensos
(Kokkinos et al., 1995) e também é um achado comum ap6s o TF em ratas OVX
(Irigoyen et al., 2005), rata OV X diabéticas (Sousa et al., 2007), ratas OV X hipertensa
(Brito, 2008), camundongos OV X Knockout para o receptor de LDL (Hereen, 2008) e
recentemente em ratas OVX infartadas (Flores et al., 2010). Resultados semelhantes

foram obtidos em mulheres pré-menopausa (Green et al., 2002), menopausadas sem
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(Green et al., 2002; Kirwan et al., 2003; Irving et al., 2003; Aiello et al., 2004) e com

reposicdo hormonal (Green et al., 2002; Teixeira et al., 2003).

6.7. Efeitos da privagédo dos hormonios ovarianos associados ou ndo ao infarto do

miocardio no perfil hemodinamico e modulacédo autondémica de ratas.

O aumento na incidéncia de DCV em mulheres coincide com o advento da
menopausa e, conseqientemente, com a privagdo dos hormonios ovarianos e parece
estar intimamente ligado as mudancas na PA. Estudos demonstram que a PA de
mulheres é mais baixa do que a de homens até a faixa etaria dos 50-60 anos. Apés essa
fase, que coincide com o advento da menopausa, a PA (particularmente a sistolica)
aumenta nas mulheres e a hipertensdo torna-se mais prevalente (Stamler et al., 1976) ou,
pelo menos, igualmente prevalente entre homens e mulheres, sugerindo que 0s
hormbnios ovarianos possam ser responsaveis pela PA mais baixa em mulheres pré-
menopausa e a sua auséncia pelo aumento da PA em mulheres menopausadas (Staessen

etal., 1997).

De fato, alguns estudos tém associado a privacdo ovariana ao aumento da PA e
de eventos cardiovasculares em mulheres (Staessen et al., 1989; Staessen et al., 1997;
Weiss, 1972) e em ratos SHR e Dahl sal sensiveis (Recckelhoff et al., 2000; Crofton et
al., 1993). O aumento da PA tambem tem sido observado apds a inibi¢do da producéo

hormonal pelos ovarios em mulheres jovens por meio de intervencGes medicamentosas
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ou cirargicas, o que indica ndo ser o fator idade o Unico determinante para 0 aumento da
incidéncia de DCV em mulheres menopausadas (Virdis et al., 2000). As diretrizes para
a prevengdo de doencas cardiovasculares em mulheres (Mosca et al., 2007)
recomendam que é de extrema necessidade a otimizacao (~120/80 mmHg) da PA para a
prevencdo de doencas cardiovasculares, sendo estd recomendacdo de classe 1 nivel,

classe B.

Existem vérias evidéncias de que alteracdes no controle barorreflexo e no sistema
nervoso simpatico estejam envolvidas no desenvolvimento e manutencgdo da hipertensdo
arterial (Chapleau et al., 2001; Lanfranchi et al., 2002; Biaggioni, 2003; Schlaich, 2004;
Smith, 2004). Dessa forma, a compreensao da influéncia dessas alteracdes autonémicas
na geracdo e manutencdo da hipertensdo arterial e seu possivel controle sdo de grande

importancia para o estabelecimento e tratamento da fisiopatologia dessa doenca.

No presente estudo, as ratas OVX sedentarias apresentaram aumento da PA
guando comparadas a ratos controles, considerando dados previamente publicados por
nosso grupo (De Angelis et al., 1999; De Angelis et al., 2002) ou descritos na literatura
por outros grupos (Hernandez et al., 2000). De Fato, recentemente, um estudo de nosso
grupo (Flues et al., 2010) confirmou que 9 semanas de OVX induzem aumento da PA,

por volta de 15mmHg na PAM.

Por outro lado, Nickening et al (1998) ndo observaram aumento na PA em ratas
ooforectomizadas, provavelmente devido ao fato das avaliagbes hemodinamicas terem
sido realizadas cinco semanas apds a OV X contra as nove semanas no presente estudo.
E interessante notar que os niveis pressoricos da PAM apés a ooforectomia ficaram em

torno de 125mmHg, o que seria classificado como hipertenséo leve.
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A PA é a resultante da combinacdo instantanea entre o DC e a RVP, e qualquer
alteracdo em um ou outro desses componentes, ou mesmo em ambos, interfere nos
niveis pressoricos (Michelini, 1999; Irigoyen et al., 2003). Os niveis de PA gerados pelo
componente cardiaco e vascular sdo rigorosamente controlados por complexos
mecanismos que modulam ndo s6 a manutengdo como a variagdo momento a momento
da PA, regulando o calibre dos vasos, a reatividade vascular, a distribuicdo de fluido

dentro e fora dos vasos e 0 DC (Michelini, 1999; Irigoyen et al., 2003).

Existem vérias evidéncias de que alteragdes no controle barorreflexo (BRS), no
sistema nervoso simpatico e sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) estejam
envolvidas no desenvolvimento e manutencdo da hipertensdao arterial (Chapleu et al.,
2001; Lanfranchi et al., 2002; Biaggioni, 2003; Schalaich, 2004; Smith, 2004). De fato,
Flues et al (2010) mostraram que o aumento da PA em ratas OV X estava associado com
prejuizo BRS, aumento de tdnus simpatico cardiaco e diminuicdo de tdnus vagal
cardiaco. Além disso, Hinojosa-Laborde et al (2004) mostraram que a partir de 8
semanas (4 meses de vida) de OVX, ratas Sprague-Dawley ja apresentavam elevacéo de
PA em comparacao com ratas saudaveis, e esse resultado estava associado com aumento
da densidade de receptores AT1 no cortex e medula adrenal, sugerindo aumento da

atividade do SRAA.

No presente trabalho usamos a variabilidade do IP e PAS nos dominios do tempo
e freqiiéncia para buscar um mecanismo que explicasse as alteracfes hemodinadmicas.
Poucos séo os trabalhos que buscaram avaliar a variabilidade da FC e PAS em ratas
OVX infartadas. Nesse ponto, essa é uma inovagdo do conhecimento que trazemos,
demonstrando as altera¢Ges da modulacéo autondmica em ratas OVX e OV X infartadas.
Um limite de nosso estudo é o fato de ndo termos um grupo controle de fémeas

saudaveis em fases ndo ovulatdria do ciclo estral para mostrar as diferencas de
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modulagdo autondmica causadas pela OVX e OVX + IM. Apesar dessa limitagdo, um
estudo prévio de nosso grupo (Sanches, 2007) ndo demonstrou alteracfes da modulagéo
autondmica no dominio do tempo e da freqliéncia do IP em ratas OVX quanto
comparadas com ratas controle, entretanto, vale destacar que foi observado 105% de
aumento do componente de BF da pressdo arterial sistélica nas ratas OVX quando
comparadas as ratas saudaveis deste estudo. Em contra partida, Flues et al (2010)
mostraram que ratas OV X apresentaram reducdo de 44% no ténus vagal cardiaco e
aumento de 100% no tdnus simpético cardiaco em associa¢do a um prejuizo do BRS em

comparacao com ratas intactas.

Estudos em mulheres pré-menopausa apresentam resultados conflitantes em
relagdo a influéncia do ciclo menstrual e da agdo dos hormdnios ovarianos na
sensibilidade barorreflexa, demonstrando inalteracdo da sensibilidade barorreflexa nas
diferentes fases do ciclo menstrual de mulheres (Cooke et al., 2002), aumento da
sensibilidade deste reflexo em mulheres na fase luteinea quando comparada a fase
folicular (Minson et al., 2000) e maior resposta do barorreflexo em mulheres na fase
folicular quando comparada a fase luteinea (Tanaka et al., 2003). J& em mulheres p0s-
menopausa foi evidenciada reducdo da sensibilidade barorreflexa, associada a elevacao

PA e ao aumento da incidéncia de DCV (Hunt et al., 2001).

Para demonstrar as alteracbes no BRS utilizamos o indice alfa. Esse indice é
considerado como indicativo do barorreflexo espontaneo, pois, permitem identificar,
continuamente, pequenas variagcdes do IP frente as variacGes da PAS, sem a necessidade
de se induzir respostas de FC através de alteracbes na PA com drogas vasoativas
(Quaglioto et al., 2008). No trabalho de Sanches (2007) ratas OVX tinham menor
sensibilidade barorreflexa para respostas taquicardicas induzidas por drogas vasoativas

guando comparadas as ratas controle. Flues et al (2010) também observaram prejuizo de
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41% na sensibilidade barorreflexa para respostas taquicardicas, em ratas OVX
comparadas a ratas intactas. Apesar de ndo termos um grupo controle saudavel para as
devidas comparacOes, acreditamos que o grupo OS do presente trabalho apresentou
disfuncdo do BRS, uma vez que o indice alfa desse grupo trabalho apresentou valores

semelhantes aos do grupo OV X sedentérios no estudo de Sanches (2007).

Apesar do prejuizo no controle autondmico ténico cardiovascular nesse modelo de
menopausa, a literatura ndo tem demonstrado alteracdes importantes na FC de repouso
(Flues et al., 2010; Hernandez et al., 2000) ou até mesmo na VAR-IP (Sanches., 2007).
Vale ressaltar que o valor da VAR-IP do presente estudo é semelhante ao do estudo de

Sanches (2007).

Com relacédo aos efeitos do IM em ratas OV X, em nosso estudo observou-se uma
reducdo da PA nas ratas OIS quando comparados as ratas OS conforme previamente
demonstrado na literatura por Mill et al (1991), Meyrelles et al (1994), De Felice et al
(1989) e De Angelis et al (2001) em ratos machos e mais recentemente por Gill et al
(2006) em cées. Até onde sabemos, pouco sdo os trabalhos que utilizaram o modelo de
IM em fémeas e muito menos séo os trabalhos com fémeas OV X. No trabalho de Flores
(2006) também foi evidenciado reducdo da PA nas ratas infartadas. Um possivel
mecanismo gue explique a hipotensdo po6s IM ¢ a reducdo do DC e de fato, no trabalho
supracitado, foi observado reducdo de 15, 50 e 31 % na pressdo sistolica do VE, na —
dP/dt e na +dP/dt, respectivamente, no grupo de fémeas ooforectomizadas e infartadas
sedentérias em relacdo as fémeas ndo infartadas, demonstrando que realmente ratas
OVX infartadas sedentérias apresentam um déficit de contratilidade e de relaxamento

miocardico importante.
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Os resultados de nosso trabalho demonstram FC semelhantes quando comparados
0s grupos OIS, OIT e OS. No entanto, outros autores observaram previamente,
taquicardia nos animais com 1 e 10 dias ap6s IM (Mill et al., 1991; Meyrelles et al.,
1994; Lacerda et al., 2007). Nesses estudo, a taquicardia na fase aguda do IM foi
atribuida a uma ativacdo dos barorreceptores arteriais em face da reducdo da PA
(Guazzi et al., 1975; Lacerda et al., 2007). Em contrapartida, Lacerda et al (2007)
demonstraram que a taquicardia € substituida pela bradicardia em 7 dias ap6s o IM.
Hipotensdo e taquicardia algumas horas apds o IAM foram observadas também em

humanos com infarto de parede anterior do VE (Webb et al., 1972).

A hiperatividade simpéatica é um achado comum em pacientes com IC (Roveda et
al., 2003; Floras, 1993) e também em animais de experimentacdo (Mddolo et al., 1995;
Gill et al., 2006), e normalmente, estd associada a uma diminuida sensibilidade
barorreflexa, sendo considerada um fator de mal prognoéstico, de forma que quanto
maior a atividade simpatica pior o progndstico e maior risco de morte na IC (Cohn et

al., 1984 ; De Busk., 1989).

Apesar de ndo termos demonstrado aumento significatante da atividade simpatica,
através da modulacdo autondmica do IP no grupo OIS em relacdo ao grupo OS, de
forma semelhante ao observado em humanos com IC (Roveda et al., 2005), é
interessante ressaltar que, mesmo sem diferenca estatistica, a banda de BF normalizada
do grupo OIS estava 38% maior em relagdo ao grupo OS. Recentemente nosso grupo
demonstrou que o efeito simpatico cardiaco de ratas ooforectomizadas infartadas
sedentarias foi ~50% maior que em ratas ooforectomizadas ndo infartadas, sendo que
esse prejuizo foi acompanhado por prejuizo na sensibilidade barorreflexa e por aumento

da ativacéo dos receptores cardiopulmonares (Flores et al., 2010).
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Trabalhos mostraram que o controle baroreflexo da frequéncia cardiaca (Billman
et al., 1982; Kleiger et al., 1987; Schwartz et al., 1988) e a variabilidade do IP (Kleiger
et al., 1987) podem estar prejudicados apds o IM e, dessa forma, servem para identificar
subgrupos de pacientes altamente susceptiveis a arritmias ventriculares malignas (La
Rovere et al, 1988). Com a publicacdo do estudo ATRAMI (La Rovere et al., 1998) a
sensibilidade barorreflexa, em pacientes infartados, passou a ser reconhecida como uma
importante medida de funcdo autondmica e preditor de mortalidade. Este estudo
demonstrou que a sensibilidade do barorreflexo pode predizer a mortalidade de
pacientes pds IM, independentemente da fragdo de ejecdo do VE. No presente estudo, o
IM ndo aumentou o prejuizo no indice alfa nas OIS quando comparadas as ratas do
grupo OS. Nossos resultados sédo confirmados pelo recente trabalho de Flores et
al(2010), o qual também ndo encontrou aumento do prejuizo da sensibilidade
barorreflexa em ratas OVX infartadas quando comparadas com ratas OVX néao
infartadas. E possivel que a privacdo dos hormonios ovarianos ja tenha induzido um
dano na sensibilidade do barorreflexo a um nivel que o IM néo fosse capaz de aumentar

tal dano.

La Rovere et al (1998) também demonstraram no estudo ATRAMI que VAR-IP ¢
um pardmetro de controle autondmico cardiovascular e estratificacdo de risco de
mortalidade, estando diminuido apdés o IM (risco de morte aumentada). Neste aspecto,
vale salientar que o grupo OIS apresentou reducdo de 40% na VAR-IP em relacdo ao

grupo OS.

O aumento da VAR-PAS ja foi indicada como um fator de risco para AVC e
mortalidade em pacientes velhos (Pringle et al., 2003). Recentemente foi demonstrado
gue esse parametro estd relacionado com o desenvolvimento da hipertrofia cardiaca,

independentemente de hipertensdo, em ratos com desnervacao sino-aortica, por ativar
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vias paracrinas e mecanossensiveis (Martinka et al., 2005). No presente estudo, o IM
ndo aumentou a VAR-PAS no grupo OIS em comparagdo com o grupo OS.
Corroborando com nosso resultado, Mostarda et al (2010) ndo demonstraram elevacao
da variabilidade da PAS (medida pelo desvio padrédo da PAS) em ratos machos com 90
dias de IM. E importante ressaltar que no trabalho de Sanches (2007) néo foi observado

aumento da VAR-PAS em ratas OV X guando comparadas as ratas saudaveis.

6.8. Efeitos do treinamento fisico no perfil hemodinamico e na modulacao
autondbmica em ratas ooforectomizadas submetidas ou ndo ao infarto do

miocardio.

Com relacdo aos efeitos do treinamento fisico em ratas ooforectomizadas, um
importante achado de nosso estudo foi essa abordagem ter sido capaz de prevenir a
elevacdo da PA observada ap6s nove semanas de privacdo dos horménios ovarianos nas
ratas ndo IM (Irigoyen et al., 2005; Flues te al., 2010). Resultados obtidos em ratos
machos SHR evidenciaram a reducdo da PA ap0s TF aerobio de baixa-moderada
intensidade (Gava et al.,, 1995). Além de reducdo da PA, Melo et al (2003)
demonstraram alteracdes benéficas na microcirculacdo de ratos hipertensos submetidos

a um protocolo de TF de moderada intensidade.

Este achado de redugédo da PA a niveis de normaliza¢do também foi documentado

em humanos hipertensos treinados (Whelton et al., 2002; Kokkinos et al., 1995) e em
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mulheres normotensas pds-menopausa, que participaram de um protocolo de
treinamento fisico durante 15 semanas (~65% do consumo maximo de oxigénio)
(Asikainen et al., 2003). Resultados de reducdo da PA em mulheres pré e pos
menopausa na presenca ou ndo de terapia de reposi¢cdo hormonal foram descritas por
Green et al (2002) apds TF com intensidade de 60% do VO, de pico, apontando para a
reducdo da resisténcia periférica como mecanismo principal para a reducdo da PA.
Todavia, vale destacar que nem todos os estudos demonstram diminui¢cdo da PA em

mulheres menopausadas ap6s TF (Asikainen et al., 2003).

A Dbradicardia de repouso tem sido utilizada como um marcador cardiovascular da
eficadcia do TF. Varios estudos tém demonstrado bradicardia de repouso em ratos
machos normotensos jovens (Negrao et al., 1992a), ou velhos (De Angelis et al., 1997),
em camundongos (De Angelis et al, 2004) e em humanos (Frick, 1967; Katona et al.,
1982) treinados. Corroborando com estes estudos, no presente trabalho foi observado
bradicardia de repouso nas ratas OVX ap6s o periodo de treinamento. Este fato pode
estar associado ao aumento da modulacdo parassimpatica (acédo vagal) sobre a FC pos-
TF, o que ja foi descrito na literatura neste e em outros modelos experimentais (Musch
et al., 1989, De Angelis et al., 2004, Irigoyen et al., 2005). Atualmente, o aumento da
VAR-IP é uma elegante ferramenta para demonstrar beneficios do treinamento fisico no
controle autonémico cardiovascular. Neste aspecto, observamos aumento de 44% na
VAR-IP, associado a reducdo do balango simpato-vagal cardiaco, no grupo OT

demonstrando uma melhora do controle autondmico cardiaco nesse grupo.

Além disso, observamos que banda de BF normalizada do IP estava reduzida no
grupo OT, sugerindo que a modulacdo simpatica para 0 coracdo poderia estar
diminuida, promovendo reducdo de DC e da RPT. A banda AF normalizada do IP, a

qual representa em grande parte de sua totalidade a modulacdo parassimpética
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(Akselrod et al., 1985), estava aumentada no grupo OT, sugerindo uma maior
modulacdo parassimpatica cardiaca. Este resultado corrobora o achado de Flores et al
(2010), no qual o ténus vagal (blogueio farmacoldgico) estava aumentado em ratas
OVX treinadas. Em conjunto a melhora no balango simpato-vagal no grupo OVX
treinado sugere que tal mecanismo possa estar envolvido na bradicardia de repouso

observado nesses animais no presente estudo.

Em um estudo prévio de nosso grupo demonstramos que a LPO estava
correlacionada negativamente com a sensibilidade barorreflexa para as respostas
bradicardicas (r=-0,7) e para as respostas taquicardicas (r=-0,8) em ratas OV X treinadas
e sedentérias, sugerindo que quanto menor a LPO maior é a sensibilidade barorreflexa

(Irigoyen et al., 2005).

No presente estudo, o TF aumentou em 50% o indice alfa no grupo OT. E possivel
que a melhora da sensibilidade barorreflexa nas ratas OV X ap06s 8 semanas de TF possa
estar relacionada com a melhora da complacéncia arterial associada a reducdo do
estresse oxidativo, uma vez que alguns estudos abordam reducdo de estresse oxidativo
como forma de alteracdo benéfica da sensibilidade barorreflexa, atuando no aumento da
biodisponibilidade do o6xido nitrico, que em mulheres pds menopausa pode estar
comprometido devido a privacdo dos horménios ovarianos (Hernandez et al., 2000;

Mullan et al., 2002; Irigoyen et al., 2005).

Com relagédo aos efeitos do TF no perfil hemodindmico em ratas OVX + IM,
observamos que a hipotensdo de repouso induzida pelo IM foi prevenida pelo TF de 8
semanas nas ratas OV X, observando-se valores de PA no grupo OIT semelhantes aos do
grupo OT. Esta melhora da PA no grupo OIT quando comparado ao grupo OIS pode

estar associado a melhora da funcédo cardiaca, da sensibilidade barorreflexa ou ainda,
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segundo alguns autores, a melhora do fluxo coronariano e do VO,msx (tanto da diferenca
artério-venosa de oxigénio quanto do débito cardiaco) (Musch et al., 1989; Brown et al.,
2003). Flores, (2006) evidenciou normalizacdo da PA e junto a isso demonstraram que a
fracéo de ejecdo do VE estava positivamente correlacionada com o efeito vagal (r=0,84)
e negativamente com o efeito simpético (r=-0,7), nos grupo de ratas OVX infartadas
sedentérias e OVX infartadas treinadas, sugerindo que quanto melhor o controle

autondmico cardiaco melhor seré a funcao sistolica (fracao de ejecéo).

O TF reduziu a atividade simpatica cardiaca, das ratas do grupo OIT em relacdo ao
grupo OIS. Segundo Pliquett et al (2003) o TF de 3 semanas em esteira reduziu a
atividade nervosa simpatica, avaliada através da medida da atividade simpética renal e
das catecolaminas plasmaticas em coelhos com IC e mais recentemente, num trabalho
de nosso grupo (Rondon et al., 2006) o TF de intensidade leve, aumentou 0 VO2 pico e

reduziu a atividade simpatica renal de ratos macho com IC 30 dias p6s IM.

De acordo com Modolo et al. (1995) ratos infartados apresentam prejuizo no
controle vagal da FC, sugerindo existir alteracGes da sinapse neuro-efetora vagal, tanto
na fase aguda do IM (1 a 3 dias), quanto na fase cronica (30 dias ap6s IM). Li e et al
(2004) observaram melhora da atividade vagal ap6s um tratamento com estimulacfes
vagais em animais com IC, o que preveniu a falha da contratilidade e o remodelando
cardiaco, resultando em aumento do tempo de sobrevida. Rondon e colaboradores
(2006) mostraram que o TF em animais com IC pés IM, aumentou a atividade do nervo
depressor adrtico (elevacao da freqiéncia de disparo aferente) juntamente com aumento
da banda de alta frequiéncia do intervalo de pulso (eferente vagal) e houve melhora da
sensibilidade barorreflexa. Assim, no presente trabalho, o aumento da modulagéo
parassimpatica cardiaca, pelo aumento da banda de AF normalizada do IP sugere um

papel benéfico no TF na regulacdo autondmica cardiaca p6s IM, o que poderia ser
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associado a uma maior sensibilidade barorreflexa. Recentemente confirmamos esta
hipotese demonstrando que o aumento do efeito vagal e diminuicdo do efeito simpatico
cardiaco estavam associados a uma maior sensibilidade barorreflexa (Flores et al.,
2010). De fato, o TF nas ratas do grupo OIT aumentou o indice alfa em 53% no
presente estudo, aproximando ao valor do indice alfa do grupo OT. Essa resposta do
indice alfa induzida pelo TF se refletiu na VAR-IP do grupo OIT, ressaltando que o
valor desse parametro nesse grupo foi semelhante ao grupo OS, reduzindo o dano

adicional provocado pelo IM.

Achados de um estudo com pacientes infartados evidenciaram melhora da
sensibilidade barorreflexa para as respostas de bradicardia, além de reducédo da atividade
simpatica (microneurografia da atividade simpatica muscular), aumento da atividade
vagal e melhora dos niveis plasmaticos de noraepinefrina ap0s quatro semanas de

treinamento fisico em cicloergdmetro (Mimura et al., 2005).

N&o podemos excluir a possibilidade de que a melhora desse reflexo nos grupos
treinados (OT e OIT) esteja associado com outras alteracbes nos componentes centrais e
eferentes do ramo barorreflexo. Neste aspecto, Pan e colaboradores (2007) verificaram
que o TF preveniu a disfuncdo barorreflexa provocada pela administracdo central de
ANGII em ratos previamente saudaveis. Entre os mecanismos envolvidos na melhora da
sensibilidade barorreflexa em individuos infartados sdo sugeridos a acdo central da
ANG I, a qual é reduzida apés programas de TF (Boscan et al., 2001), além da
importante ativacdo central dos receptores muscarinicos verificada em ratos (Taira e

Enero, 1989).

Outro aspecto importante que deve ser ressaltado é a diminui¢do da VAR-PAS nos

grupos treinados. A VAR-PAS ja foi apontada como um marcador de AVC em
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pacientes velhos (Pringle et al., 2003) e € um fator associado com a hipertrofia cardiaca
em ratos com desnervagao sino-adrtica (SAD), a qual produz uma importante ablacéo
do BRS. Alguns estudos tém demonstrado que esse modelo experimental (SAD)
apresenta uma exacerbada VAR-PAS (Mostarda et al., 2010, Silva., 2010) e que o TF
néo foi eficaz em melhorar esse pardmetro em ratos SAD normotensos ou hipertensos
(Silva., 2010). Em contrapartida, o TF no presente trabalho foi eficaz em reduzir a
VAR-PAS em ambos 0s grupos treinados. Se pensarmos que uma importante ablagéo
do BRS induz aumento exacerbado da VAR-PAS, a melhor da BRS induz a diminuicéo
da VAR-PAS. Logo, a diminuicdo da VAR-PAS nos grupos treinados pode sugerir uma

melhor BRS.

Os resultados apresentados de perfil hemodindmico e modulagcdo autonémica
demonstraram que o TF por 8 semanas induziu melhora na sensibilidade do BRS
espontaneo nas ratas submetidas a privacdo dos horménios ovarianos infartadas ou néo-
infartadas. A melhora na sensibilidade barorreflexa, principalmente no grupo infartado
treinado, observadas no presente estudo reforca o importante papel da pratica de
exercicios fisicos regulares como forma de tratamento ndo-farmacologico nas
disfungdes cardiovasculares. Estes achados parecem corroborar com o importante
estudo de La Rovere et. al., (2002) que demonstrou em humanos que o treinamento
fisico ap6s o IM pode modificar favoravelmente a sobrevida em longo prazo (10 anos)
de pacientes do sexo masculino através da melhora da sensibilidade barorreflexa e do

balango autonémico apds treinamento fisico nestes individuos infartados.
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6.9. Efeitos da privagdo dos hormonios ovarianos associada ou ndo ao infarto do

miocardio no perfil oxidativo de ratas.

O conceito de estresse oxidativo foi primeiramente representado por uma
balanca na qual haveria um desequilibrio entre fatores oxidantes (ERO) e antioxidantes,
com o predominio dos fatores oxidantes causando dano oxidativo em diversas
biomoléculas e prejudicando suas funcles fisioldgicas. Dessa forma, gerou-se um
conceito que as ERO seriam nocivos as células, uma vez que diversas doengas cronicas
degenerativas estdo associadas a danos como a peroxidacdo lipidica, oxidacdo de
proteinas e danos ao DNA. Atualmente, talvez a balanca ndo seja a melhor forma de
representar uma condicdo de estresse oxidativo ou salde, uma vez que altas
concentracOes de ERO realmente produzem dano & biomoléculas estando associadas as
diversas doencas cronicas degenerativas (Southorn et al., 1988b; Ames et al., 1993;
Berry et al., 2001; Fukio et al., 2001). Contudo baixas concentracdes também sao
prejudiciais porque comprometem o sistema de defesa contra microorganismos
invasores como na condi¢cdo de doenca granulomatosa cronica, processos proliferativos
importantes e sinalizagdo intracelular (Berendes et al., 1957; Quie et al., 1967; Suzuky
et al., 1997; Kunsch & Medford, 1999). Logo, uma determinada faixa concentracdes de
ERO e nitrogénio parecem ter um papel importante para a homeostase dos organismos,
participando de respostas inflamatorias e reparo de tecidos, como no processo de re-
estenose apos angioplastia (Azevedo et al., 2000), sinalizag&o intracelular, por exemplo
na ativacdo do fator NF-Kb pela concentracdo de GSSG (Droge et al., 1994; Suzuky et

al., 1997) e na regulacao autocrina/paracrina do tonus vascular pelo equilibrio entre a
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acdo vasoconstritora do radical superoxido e vasodilatadora do NO (Halliwell, 1992;

Moncada et al., 1991).

Alguns trabalhos experimentais tém mostrado que a privacdo dos hormonios
sexuais leva a danos oxidativos, provavelmente relacionados a reducdo de defesas
antioxidantes. De fato, um trabalho prévio de nosso grupo (Barp et al., 2002)
demonstrou que ratas com somente 7 dias de OV X apresentaram aumento de 20% na
LPO cardiaca evidenciada por QL e diminuicdo de 29% na atividade da SOD quando
comparadas aos seus controles, ndo havendo diferenca na atividade de GPx e CAT. De
fato a diminuida LPO em ratas intactas quando comparadas a ratas OVX ou machos
parece estar vinculada com as propriedades antioxidantes per se dos estrogénios e sua
acdo regulatdria sobre enzimas antioxidante (Amal et al., 1996; Barbacanne et al.,

1999).

A incidéncia de IM e complicacOes relacionadas a doenca aterosclerdtica em
mulheres pré menopausa € menor que em homens e 0 inicio da equivaléncia nas taxas
de eventos cardiovasculares entre 0s sexos coincide com o advento da menopausa e
conseqlientemente da privacao estrogénica (Brenner, 1988; Eaker et al., 1988). Um dos
mecanismos que podem estar relacionados com cardioprotecdo dos estrogénios seria a
preservacdo da funcdo endotelial, através de acdo antioxidante, a qual € perdida durante
a transicdo para a menopausa ou ap6s a OVX (Niki & Nakano, 1990; Barp et al., 2002;

Gago-Domingues et al.,2005).

Diversas evidéncias na literatura ttém mostrado a importancia relativa do estresse
oxidativo na perda da funcdo cardiaca pos IM e transicdo para a IC em ratos (Hill &
Singal, 1996, 1997) e humanos (Weitz et al., 1991; Diaz-Velez et al., 1996). Esses

achados séo reforcados por trabalhos que fizeram o uso de antioxidantes e mostraram
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que o pré-tratamento com vitamina E limitou a necrose miocardica em coelhos (Axford-

Galey & Wilson, 1991) e cachorros (Mickle et al., 1989).

Apesar dos beneficios do tratamento com alguns antioxidantes, terem sido
mostrados em modelos animais, 2 estudos clinicos controlados com grande nimero de
pacientes ndo mostraram efeitos com tratamento de vitamina E em pacientes pos IM
(GISSI study, 1999) ou pacientes com doengas vasculares e diabetes (HOPE Trial,
2005). Em contrapartida, o estudo CHAOS demonstrou que a utilizagdo da vitamina E
reduziu a incidéncia de IM ndo fatal em pacientes com doenga coronaria. Portanto,
ainda ndo existe um consenso sobre a utilizacdo de antioxidantes no tratamento de

doenca arteroesclerotica ou até mesmo no IM.

Previamente foi relatado o curso temporal das alteracdes do estado redox e defesa
antioxidante, apds o IM, em ratos machos (Hill & Singal, 1996). Nesse trabalho do
grupo de Singal, os autores observaram que na oitava semana pés IM havia reducdo de
64% no indice GSH/GSSG e, apesar dos autores ndo terem observado diferenca
estatistica nesse indice (somente com 16 semanas), a concentracdo da GSH estava
reduzida em 24% (com diferenca estatistica). Além disso, nesse trabalho os autores
concluiram que as mudancas na funcdo cardiaca estavam acompanhadas de mudancas
no dano oxidativo, reserva antioxidante e estado redox. No primeiro estagio p6s IM o
dano oxidativo a lipidios de membrana n&o era diferente do grupo controle e a funcédo
cardiaca ndo estava deprimida, sendo essa condi¢do associada provavelmente a
manutencdo da atividade da defesa antioxidantes (SOD, CAT, GPx e vitamina E) e ao
aumento do estado redox mostrado pelo aumento da razdo GSH/GSSG. Nos ultimos
estagios (8 e 16 semanas pdés IM) havia uma funcdo cardiaca deprimida com
estabelecida insuficiéncia congestiva e essa condicdo estava associada com reducdo de

todas a enzimas antioxidante e vitamina E. Particularmente a SOD s estava
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significativamente diminuida na décima sexta semana. Esse achado sobre a atividade da
SOD corrobora com os achados de Zanchi et al (2008) no qual 30 dias ap6s IM néo
houve diminuicdo da atividade da SOD em aortas, sugerindo que 0 aumento de
producdo de radical superoxido possa estar mais relacionado com o aumento da
atividade da NADPH oxidase e ndo com o radical superdxido produzido pela

mitocondrias.

Em relacdo a alteragdo do estado redox e dano oxidativo na isquemia miocérdica
em fémeas, Ramires & Ji (2001) mostraram que 40 minutos de isquemia seguida de
reperfusdo em fémeas Spragues- Dawley saudaveis ndo alterou a atividade das enzimas
SOD, CAT, GPX, GR e GGT, porém levou a uma reducdo de 30% na razdo
GSH/GSSG. Além disso, essas ratas apresentaram reducdo da PSVE e da +dP/dt no
final da reperfusio em comparacio ao periodo pré-isquemia. E necessario destacar que
como modelo de I/R ndo produz uma ocluséo definitiva da artéria coronéria descendente
esquerda, assim, talvez o IM néo seja tdo grande quando no modelo de ligadura da

coronéria esquerda descendente.

O presente trabalho parece ser um dos primeiros a avaliar o estresse oxidativo e
a adaptacdo das enzimas antioxidantes em um modelo de menopausa associado ao M.
Em nosso trabalho, 8 semanas de IM promoveu reducdo de 71% do indice GSH/GSSG
no grupo OIS em comparagdo com o grupo OS, um percentual semelhante ao mostrado
por Hill & Singal (1996). Porém, além do grupo OIS ter tido reducdo de 28% na GSH,
observamos aumento de 55% na GSSG, apresentando assim uma clara condigdo de
estresse oxidativo nesse grupo. Além disto, observamos que as ratas OVX infartadas
apresentaram reducdo significante da concentracdo da enzima CAT no tecido cardiaco,

sem alteracdo da atividade das enzimas SOD e GPx.
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6.10. Efeitos do treinamento fisico no perfil oxidativo de ratas ooforectomizadas

submetidas ou ndo ao infarto do miocardio.

O TF tem se mostrado uma alternativa como tratamento nao farmacolégico de
doencas cardiovasculares (Tipton et al., 1991; Wallberg et al., 1988; Negrédo e Barreto,
1998; La Rovere et al., 2002) e evidéncias tém mostrado que o mesmo é eficaz em
diminuir o estresse oxidativo em diversas doencgas cardiovasculares provavelmente
relacionado com o aumento das defesas antioxidantes (Fukai et al., 2000; Ramires & Ji,

2001; Rush et al., 2003, Irigoyen et al., 2005; Bertagnolli et al 2006, 2008).

Sabe-se que a LPO esta associada ao aumento da morbidade cardiovascular em
individuos velhos (Patrico et al., 2002), com diabetes (Liguori et al., 2001), esta
associado a IC (Weitz et al., 1991; Diaz-Velez et al., 1996) e a mulheres no pds-
menopausadas (Gago-Domingues et al.,2005). Vale ressaltar que a LPO se inicia com a
reacdo do hidrogénio do acido graxo poliinsaturado da membrana celular com a ERO,
promovendo, dessa forma, a perda da seletividade na troca ibnica, liberacdo do
contetdo de organelas e formacdo de produtos citotoxicos culminando em muitos casos
com a morte celular (Hershko, 1989). Portanto, pode-se sugerir que quando ha

diminuigédo da LPO ha menos danos para a célula.

Alguns autores ja demonstraram que o treinamento fisico pode reduzir a LPO
cardiaca em modelos de menopausa (Irigoyen et al., 2005; Brito, 2008; Hereen, 2008),
mas nem todos apresentaram efeitos uniformes nas adaptacoes de enzimas antioxidantes

cardiacas. Nesse ponto ja foi demonstrado que o treinamento fisico promoveu:
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e Aumento da atividade da SOD sem alteracdo da CAT e GPx em ratas
OVX (lIrigoyen et al .,2005);

e Aumento da concentracdo da CAT, sem alteracdo da SOD e GPX em
ratas OV X normotensa e hipertensas submetidas ao consumo cronico de
frutose (Brito, 2008);

e Aumento da atividade da SOD sem alteracdo da concentracdo da CAT em
camundongos OVX; e aumento da atividade da SOD com aumento da
atividade da CAT em camundongos OVX Knockout do receptor LDL

(Hereen, 2008).

Os resultados do presente trabalho mostram que o treinamento fisico reduziu a
LPO no grupo OT em comparacdo a seu controle. A enzima GPx apresentou aumento
de atividade ap6s o treinamento fisico, juntamente com o aumento da razdo
GSH/GSSG, (principalmente pelo aumento do contelido de GSH). E provavel que a
reducdo da LPO nesse grupo tenha ocorrido tanto pelo aumento da acdo da GPx na
reducdo de perdxidos organicos quanto pela elevacdo do conteudo de GSH, servindo
como co-substrato da GPx e acdo ndo enzimatica contra perdxidos organicos e

inorganicos (Chance et al., 1979; Reed, 1990).

Confirmando em parte os resultados do presente estudo, previamente nosso grupo
demonstrou que 8 semanas de treinamento fisico aerdbio em ratas OVX foi capaz de
diminuir a LPO cardiaca, porém as enzimas responsaveis pela detoxificacdo do
peréxido de hidrogénio (CAT) e de hidroperdxidos organicos (GPX) (substancias estas
relacionadas com a iniciacdo H,O, em HO" e propagacdo -LOO’- da LPO) néo
apresentaram aumento de atividade ap0s o treinamento fisico, somente a enzima SOD

aumentou sua atividade (Irigoyen et al., 2005).
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Com relacdo aos efeitos do TF sobre as adaptacOes de defesa antioxidante e
estado redox frente a insultos de isquemia, podemos destacar o elegante trabalho de
Ramires & Ji (2001). Ratas treinadas por 10 semanas apresentaram atividade aumentada
das enzimas cardiacas SOD, GPx, GR em relacdo as sedentérias tanto na situacdo basal
quanto apds o insulto de isquemia/reperfusdo. Apos a condicao de isquemia/reperfusdo
a enzima GGT apresentou elevacdo de sua atividade quando se comparou 0 grupo
treinado na situacdo basal com a situacdo I/R, provavelmente, buscando aumentar o
transporte de GSH do sangue para o cora¢do. Contudo a reducgéo da razdo GSH/GSSG e
0 aumento do contetdo de malondialdeido (MDA\) cardiaco ap6s a I/R néo foi diferente
entre os grupos treinado e sedentario. Somente o treinamento fisico associado com a
suplementacdo de GSH foi eficaz de reduzir o conteldo de MDA e a razdo GSH/GSSG

apos a I/R, com significativa recuperacdo da PSVE apos a reperfusao.

No presente estudo, o TF reduziu a LPO no grupo OIT em comparagdo a sua
contraparte sedentéria e enfatizamos que o valor de LPO do grupo OIT foi semelhante
ao do grupo OT. Apesar da reducdo do dano a lipidios de membrana, interessantemente,
apos o treinamento fisico a concentracdo da CAT e a atividade da GPx continuaram
reduzidas em relacdo ao grupo OS. Somente a enzima SOD aumentou de atividade no
grupo OIT, estando de acordo os trabalhos de Rush e colaboradores (2003) e Zachi e
colaboradores (2008). Possivelmente esta adaptacdo esta relacionada com a tentativa de
diminuir a acdo inativadora do anion superoxido sobre o NO, aumentada apés o IM

(Laurindo et al., 1994; Moncada et al .,1991).

Contudo, ndo podemos justificar a redugéo da LPO no grupo OIT pelo aumento
do estado redox, pois esse grupo ndo apresentou aumento da razdo GSH/GSSG, na
verdade a GSH foi semelhante a do grupo OIS. Uma hip6tese para 0 ndo

restabelecimento do estado redox ap6s o TF no grupo OIT é uma possivel redugdo da
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atividade da enzima glutationa redutase impedindo que a GSSG seja reduzida
novamente para GSH ou mesmo na enzima limitante do ciclo gama-glutamil, a gama-
glutamilcisteina-sintase, contribuindo para o ndo restabelecimento do estado redox das

ratas do grupo OIT.

Outro mecanismo que pode ter ocorrido nos ratos do grupo OIT é o aumento da
concentracdo do antioxidante nao-enzimatico, a tioredoxina (Trx). Essa pequena
proteina também é um tiol que contém grupo (-SH-), o qual doa seu H* para neutralizar
e/ou reduzir radicais livres e é reduzida pelo tioredoxina redutase (TrxR) (Gautam et al.,
2006). E necessario relatar que Jone (2006) enfatiza que os sistemas de defesa
antioxidante podem ser ativados independentemente visando combater um distdrbio
oxidativo. Esse autor relatou que a GSH e a Trx ndo estdo em equilibrio e podem ser
controladas de forma independente Dessa forma, o treinamento fisico no grupo OIT
talvez tenha ativado vias intracelulares de sinalizacdo (como a Akt/GSK-3b/Nrf-2)
relacionadas com o aumento da expressao do sistema Trx/TrxR, promovendo melhora
do estado redox e diminui¢cdo da LPO independente da razdo GSH/GSSG (Piantadosi et

al., 2008).
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7. SUMARIO DOS RESULTADOS E CONCLUSOES

Sumarizando os resultados pode-se afirmar que ratas submetidas a privacdo dos

hormonios ovarianos apresentaram:

e area de IM semelhante apds 8 semanas de treinamento ou sedentarismo;

¢ hipertrofia cardiaca p6s IM, que ndo foi alterada pelo treinamento fisico;
e menor ganho de peso corporal quando submetidas a treinamento fisico
em relacdo a sedentérias, independentemente da presenca de IM;

e melhora da capacidade fisica apdés o treinamento fisico
independentemente de terem sido submetidas ao 1M;

e Hipotensdo, acompanhada de reducdo da VAR-IP e aumento do
componente BF do IP, representativo da modulagdo simpética cardiaca, pos
IM;

e normalizagdo da PA p0s treinamento fisico independentemente de terem
sido submetidas ao IM;

e bradicardia de repouso pos treinamento fisico;

e VAR-IP aumentada, VAR-PAS e balanco simpato-vagal cardiaco
reduzidos apos 8 semanas de treinamento fisico independentemente de terem
sido submetidas ao IM;

e melhora da sensibilidade barorreflexa espontanea, avaliada pelo indice
alfa apos treinamento fisico, independentemente de terem sido submetidas ao
IM;

e prejuizo no perfil oxidativo pos IM, caracterizado por reducdo da razéo

GSH/GSSG e da concentracdo da CAT no tecido cardiaco;
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e diminuicdo da LPO, avaliada pela QL, associada com o aumento da
atividade da GPx e melhora do estado redox cardiaco, avaliado pela razdo
GSH/GSSG, quando submetidas a treinamento fisico;

e diminuicdo da LPO, avaliada pela QL, associada ao aumento da atividade

da SOD no tecido cardiaco quando submetidas a treinamento fisico pds IM..

Os resultados do presente estudo evidenciam que a o treinamento fisico de
baixa-moderada intensidade induz melhora hemodindmica e na modulagéo autonémica
de ratas submetidas a privacdo dos horménios ovarianos associado ao aumento da
defesa antioxidante enzimética e a melhora do estado redox. Entretanto, o achado mais
importante presente estudo foi a significativa melhora hemodinamica e autondmica em
ratas ooforectozimadas e infartadas p6s treinamento fisico, que foi acompanhada de
reducdo da peroxidacdo lipidica e aumento da defesa antioxidante em tecido cardiaco..
Em conjunto, esses resultados reforcam o importante papel do treinamento fisico com
uma abordagem ndo farmacoldégica na prevencdo e/ou tratamento de mulheres

menopausadas ap0os evento isquémico.
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