UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIAS FISIOLOGICAS

SIMONE ALVES DE ALMEIDA

EFEITOS DO TREINAMENTO FiSICO SOBRE A FUNCAO
CARDIACA DE RATAS OVARIECTOMIZADAS APOS O
INFARTO DO MIOCARDIO

VITORIA
2014



SIMONE ALVES DE ALMEIDA

EFEITOS DO TREINAMENTO FiSICO SOBRE A FUNCAO
CARDIACA DE RATAS OVARIECTOMIZADAS APOS O
INFARTO DO MIOCARDIO

Dissertagdo submetida ao Programa de Pos -
Graduacdo em Ciéncias Fisiologicas da
Universidade Federal do Espirito Santo como
requisito parcial para a obtencdo do grau de
Mestre em Ciéncias Fisiolégicas.

Orientador: Prof2. Dr2, Glaucia Rodrigues de
Abreu

VITORIA
2014



SIMONE ALVES DE ALMEIDA

EFEITOS DO TREINAMENTO FISICO SOBRE A FU,NC;AO
CARDIACA DE RATAS OVARIECTOMIZADAS APOS O
INFARTO DO MIOCARDIO

Dissertacdo apresentada ao Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias
Fisiolégicas do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do
Espirito Santo, para obtencédo do grau de Mestre em Ciéncias Fisiologicas.

COMISSAO EXAMINADORA

Profa. Dr2. Glaucia Rodrigues de Abreu
Universidade federal do Espirito Santo — Orientadora

Prof. Dr. Marcelo Perim Baldo
Universidade Federal do Espirito Santo - Membro interno

Prof. Dr. Fausto Edmundo Lima Pereira
Universidade Vila Velha (UVV) - Membro externo

VITORIA
2014



DEDICO ESTE TRABALHO

Em especial as minhas duas filhas
(Ana Clara e Isabela), ao meu esposo
Robson, a minha sogra llma, minha
mae Neidite e a todos os parentes a
amigos que me apoiaram e
contribuiram de alguma forma para
a realizacdo desse trabalho.



AGRADECIMENTOS

Agradeco em primeiro lugar a DEUS, pela forc¢a, cuidado e protecdo, pois sem ele ndo
teria completado mais uma etapa em minha vida.

As minhas duas filhas Ana Clara e Isabela, por cada beijo, cada abraco e por todas as
manifestacdes de carinho. Amor incondicional.

Ao meu esposo Robson, pelo carinho, paciéncia, compreensdo e apoio em todas as
minhas decisdes, estando sempre ao meu lado.

Aos meus pais Geraldo e Neidite, que foram a base da minha educacdo e sempre me
ensinaram a nunca desistir e acreditar sempre no meu potencial.

A minha sogra llma, que esteve sempre ao meu lado, me apoiando e ajudando a cuidar
das meninas e do seu filho. Além de cuidar também de mim. Sem a sua ajuda eu nao
teria chegado até o fim desse mestrado.

A minha querida irm3 Gabriela, pelo carinho, apoio e pelas caronas. Sempre
companheira.

A todos os meus familiares pelas oracoes, estando sempre na torcida pela minha
vitoria.

Aos colegas de laboratério, Patrick, Cintia, Renata, Mariana, Vinicius, Fabricio e Prof2
Sb6nia, que na verdade foram verdadeiros irmdos e me apoiaram durante todo o
mestrado.

Ao meu amigo Erick, que teve importante participacdo para a finalizacdo desse
projeto. Meu muito obrigado.

A Suelen, pela importante ajuda no momento de auséncia. Sem vocé esse trabalho ndo
seria possivel.

Aos alunos de iniciacdo cientifica, Mariza, Paulo, Priscila, Renato e Lais, muito obrigada
pela ajuda.

A Prof2 Dr2 Glaucia, pelo apoio, oportunidade, confianga e compreensao.

Ao Prof? Jones e os alunos do seu, Eduardo e Priscila, pelo importante trabalho, ajuda
e parceira.

Aos colegas de outros laboratérios, em especial, Ananda e Ludmila que me auxiliaram
em varios momentos que precisei.

Enfim, a todos os colegas que estiveram na torcida de mais uma conquista em minha
vida.



“Talvez nao tenha conseguido fazer o
melhor, mas luter para que o melhor
fosse feito. Nao sou o que deveria ser,
mas Gracas a Deus, ndo sou o que era
antes”. (Marthin Luther King)



RESUMO

Cerca de 40% dos pacientes com infarto do miocardio desenvolvem para disfuncdo
ventricular com ou sem sinais de insuficiéncia cardiaca, que adversamente influencia
na qualidade de vida, taxas de hospitalizacdes e mortalidade. O remodelamento
ventricular apds um evento agudo isquémico é o principal fator envolvido na disfungao
ventricular e apresenta importantes diferencas entre machos e fémeas. Estudos tém
demonstrado que a reducdo dos hormoénios ovarianos pode interferir de forma
negativa em importantes vias relacionadas com o processo de remodelamento
ventricular. Além disso, a pratica regular de exercicio fisico tem demonstrado
importantes efeitos benéficos apds o infarto do miocardio. Diante disso, os objetivos
do presente estudo é avaliar os efeitos do treinamento fisico de corrida em ratas
ovariectomizadas apds o infarto do miocdrdio sobre a funcdo cardiaca, parametros
histolégicos e morfométricos e expressao de proteinas relacionadas ao sistema renina
angiotensina, sistema oxidante e antioxidante cardiaco. Foram utilizadas ratas da
linhagem Wistar (Rattus WNorvegicus Albinus), com oito semanas de idade,
ovariectomizadas e divididas aleatoriamente em cinco grupos: Controle,
OVX+SHAMsep, OVX+SHAMEE, OVX+IMsep € OVX+IMg. Duas semanas apods a indugdo do
infarto do miocdrdio os animais iniciaram o treinamento de corrida. O protocolo de
treinamento foi realizado por um periodo de oito semanas, com duracdo de 60
min/dia, cinco vezes por semana com intervalo de dois dias para repouso. Quarenta e
oito horas apds o ultimo dia do protocolo de treinamento fisico os animais foram
anestesiados e as seguintes analises realizadas: (a) avaliacdo da fung¢do cardiaca, apds
a cateterizagdo do ventriculo esquerdo; (b) a avaliagdo da expressdo proteica das
enzimas antioxidantes (SOD e Catalase), do receptor AT1 de angiotensina Il e da
gp91phox no ventriculo esquerdo pela técnica de Western Blotting; (c) avaliagdo da
deposicdo de colageno e da hipertrofia do ventriculo esquerdo por morfometria; (e) a
atividade da enzima citrato sintase no musculo séleo por fluorimetria. Os resultados
demonstram que apds oito semanas de treinamento fisico, os animais do grupo
OVX+IMgr apresentaram uma redugao na expressao do receptor AT1, acompanhado do

aumento na expressdo da Catalase quando comparado ao grupo OVX+IMsgp (p<0,05).



Além disso, o treinamento fisico preveniu o aumento da pressao diastdlica final do
ventriculo esquerdo juntamente com o aumento do dP/dt+. A drea de secgdo
transversa do midcito e a deposi¢cao de colageno foi significativamente maiores no
grupo OVX+IMsep do que no grupo com OVX+IMg (p<0,05). Em conjunto, esses
resultados evidenciam os efeitos benéficos do treinamento fisico sobre a funcdo
cardiaca, o qual resulta diretamente na atenuacdo do processo de remodelamento

cardiaco, em ratas ovariectomizadas e submetidas ao infarto do miocardio.

Palavras chaves: Menopausa; Infarto do miocardio; remodelamento cardiaco;

treinamento fisico.



ABSTRACT

Approximately 40% of patients with myocardial infarction develop ventricular
dysfunction with or without signs of heart failure, which adversely affect the quality of
life, rates of hospitalization and mortality. The adverse ventricular remodeling after an
acute ischemic event is the main factor involved in ventricular dysfunction and
presents important differences between males and females. Studies have shown that
the reduction of ovarian hormones can interfere negatively in important pathways
related to the remodeling process. In addition, the regular practice of exercise training
have shown important beneficial effects after myocardial infarction. Therefore, the
aims of this study were to analyze the effects of exercise training in treadmill on the
cardiac function, histologic and morphometric parameters and to check the protein
expression of cardiac renin-angiotensin, oxidant and antioxidant systems in
ovariectomized rats after myocardial infarction. Female Wistar rats (Rattus Norvegicus
Albinus), with eight weeks of age were randomly divided into five groups at the time of
ovariectomy: Control, OVX+SHAM;sgp, OVX+SHAMgr, OVX+IMsep and OVX+IMge. Two
weeks after the induction of myocardial infarction animals started the exercise
training. The training protocol was carried out for a period of eight weeks, with
duration of 60 min/day, five times a week with an interval of two days to rest. Forty-
eight hours after the last day of exercise training protocol, animals were anesthetized
for the achievement of the following analyzes. For the evaluation of cardiac function,
the left ventricle was catheterized. Proteins expression in the left ventricle were
performed by Western Blotting. Collagen and hypertrophy were assessed by histology
and the citrate synthase activity by fluorimetry. After eight weeks of exercise training
and myocardial infarction, animals of OVX+IMg group showed a reduction in the
expression of AT1 receptor and gp91phox, accompanied by an increase in catalase
expression when compared to Ml group (p<0.05). In addition, the exercise training
prevented the increase in left ventricular end-diastolic pressure together with the
reduction of dP/dt+. The cross-sectional area of the myocyte and collagen deposition
were significantly increased in the MI group (p<0.05), but these changes were also

prevented by exercise training. Together, these results demonstrates the beneficial



effects promoted by the exercise training in treadmill on the cardiac remodeling
process, impacting directly on the improvement of cardiac function in ovariectomized

rats submitted to myocardial infarction.
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1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia

As doencas cardiovasculares (DCV) prevalecem como a principal causa de mortalidade
e incapacidade no mundo (Mendis et al. 2011). De acordo com dados da Organizagdo
Mundial de Saude (OMS), em 2008 ocorreram 17,3 milhdes de mortes por DCV, dentre
os quais destaca-se o infarto do miocardio (IM) sendo responsavel por 7,3 milhdes de

mortes (World Health Organization, 2011).

No Brasil entre 1995 e 2005 o IM apresentou um profundo impacto no quadro de
internacdes hospitalares no Sistema Unico de Satde (SUS), com um aumento de 61%
no numero de internagGes, resultando em um alto custo para a saude publica
(Timerman et al. 2006). Em 2010, o nimero de mortalidade hospitalar dos pacientes
internados por IM se manteve persistentemente elevado, com média de 15,3% do

total das internacdes registradas em todo pais.

A implementacdo da prevencdo primdria e estratégias de intervencfes tém permitido
maior acesso da populagao ao tratamento adequado e, consequentemente, ajudado a
reduzir a taxa de mortalidade apds um evento agudo isquémico (Marcolino et al. 2013;
Bordon et al. 2002). Entretanto, o aumento de sobrevida apds o IM tem colocado a
doenca coronariana, juntamente com a hipertensdo, como um dos principais fatores

de risco para o desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca (Lloyd-Jones et al. 2002).

1.2 Remodelamento Ventricular

Na medida em que as cardiopatias evoluem para a insuficiéncia cardiaca, observam-se
uma série de alteragdes morfofuncionais, chamadas de “Remodelamento ventricular”.
O remodelamento ventricular é representado pelas alteracdes morfoldgicas que
ocorrem no ventriculo como consequéncia das adaptagdes as alteragdes funcionais
impostas pelo processo patologico que desencadeou a cardiopatia. Esse
remodelamento é influenciado por fatores fiscos (mecanicos), neurohumorais e
genéticos existentes no momento e no evoluir da doenga que desencadeia a

insuficiéncia cardiaca (Brozena & Jessup, 2003).
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A fase inicial do remodelamento ventricular apds o IM é considerada benéfica e
adaptativa, porém, a persisténcia na isquemia resulta na dilatacdo ventricular, reducdo
da funcdo sistodlica, disfuncao da vdlvula mitral e insuficiéncia cardiaca sintomatica
(Ricardo et al. 2004). O processo de remodelamento cardiaco patoldgico ocorre em
varias condicbes clinicas, incluindo infarto do miocardio, cardiomiopatias dilatadas ou

adquiridas e hipertensdo arterial (Brozena & Jessup, 2003).

1.3 Morte Celular

No IM a oclusdo aguda e persistente da coronaria resulta na reducdo do fluxo
sanguineo para o tecido, promovendo a morte do midcito (Ricardo et al. 2004). A
morte celular no miocardio isquémico pode ocorre tanto por necrose quanto por
apoptose, sendo que a principal forma de morte celular na fase aguda apds um
processo isquémico é a necrose celular (Konstantinidis et al. 2013). A perda da
integridade da mitocondria apds o IM promove a liberacdo citosdlica de fatores pro-
apoptoticos contribuindo para a apoptose do cardiomidcito (Tsujimoto et al. 1998;
Lomonosova et al. 2010). Estudos demonstram que a apoptose tem grande
repercussdao durante o processo de remodelamento e progressdao da insuficiéncia
cardiaca, estando este fato associado a um desbalanco na expressao de proteinas pro
e anti-apoptoticas (Bax e Blc2 respectivamente) (Takemura & Fujiwara, 2004; Olivetti
et al. 1997). Na fase aguda do infarto, na area nao infartada, ocorre um aumento na
expressao da Bax em paralelo com a reducdo da expressdo de Bcl-2 , esses fatores em
conjunto vao facilitar a apoptose nas areas fora da regido infartada, aumentando a
deplecdo da célula (Cheng et al. 1996). Além disso, mediadores finais da via
apoptética, as capazes 3 sdo ativadas em resposta a outros estimulos apoptdticos além
do desequilibrio da relacdo (Thornberry et al. 1998). Tém sido evidenciado que a
inibicdo das caspases 3 é capaz de reduzir o processo de remodelamento via redugao
da dilatacdo e disfuncdo ventricular apds o IM (Balsam et al. 2005). Portanto, a
modulagao da apoptose pode se constituir como um elemento essencial para a

atenuacdo do remodelamento ventricular apds o IM.

Apds a fase de morte celular (predominantemente necrose), sdo liberados moléculas

de alarme (DAMP) que ativardo as respostas imunitdrias inata e adaptativa, iniciando
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um processo de reparo cardiaco que inclui a inflamagdo, com reabsorcdo do tecido
morto e inducdo do reparo (neoformacdo de tecido conjuntivo) que resultara na
cicatriz na area infartada. (Liehn et al. 2011). Na fase inicial do reparo cardiaco ocorre a
infiltracdo de neutréfilos, macréfagos e linfécitos (Frangogiannis et al. 2012). No
miocardio isquémico o0s neutréfilos sdo responsaveis pela liberacdo das
metaloproteinases de matriz (MMP, sigla referente ao Inglés “matrix
metaloproteinases”) iniciando a degradacdo de colageno e preparacgdo do tecido para
a sua regeneracdo e reconstrucao. Os macréfagos tem como a principal fungdo realizar
a fagocitose do tecido necrdtico, além de produzir e liberar citocinas para estimular a
proliferacdo de fibroblastos e a intensa producdo de colageno (Frantz & Nahrendorf,
2014). As citocinas pro-inflamatérias, tais como, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a,
sigla referente ao inglés “tumor necrosis factor”), Interleucinas (IL-6 e IL-1B) ndo sdo
constitutivamente expressas no coracdao normal (Kapadia et al. 1995). Entretanto,
estudos experimentais demonstram uma superexpressao dessas citocinas apds o IM
com consequente aumento da atividade das MMPs na area infartada, além do
aumento do peptideo natriurético (ANP) e aumento na expressdo de colageno no
miocardio ndo infartado (Irwin et al. 1999; Deten et al. 2002), sugerindo a participacdo

dessas citocinas no processo de remodelamento apds o IM.

1.4 Remodelamento da Matriz Extracelular

O aumento exacerbado da resposta inflamatdria citado anteriormente leva a
modificacGes da matriz extracelular com consequentes alteracdes na forma e funcdo
do coracdo (Spinale et al. 2007). A estimulacdo da degradacdo de colageno é regulada
por uma variedade de citocinas inflamatdrias tais como, TNF-a, IL-6, IL-1B, TGF-B (sigla
derivada do inglés “Transforming growth factor”), fator de crescimento de tecido
conjuntivo (CTGF, do inglés “Conective Tissue Growth factor”), TIMP (do inglés “tissue
inhibitor of matrix metalloproteinase”), entre outros (Creemers et al., 2001). O
aumento do TGF-B induz a conversdao de fibroblastos em miofibroblasto com
consequente aumento na deposicdo de colageno. Além disso, o aumento na expressao
do mRNA do CTGF apds o IM estd envolvido na deposicdo de coldgeno na regido

infartada, aumentando também na area ndo infartada durante o processo de
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cicatrizacdo (Dean et al. 2005). No miocardio, a matriz extracelular corresponde ao
complexo de macromoléculas que fornece uma rede de suporte estrutural a geometria
do miocdrdio durante o ciclo cardiaco. Assim, a perda ou descontinuidade do interior
da rede pode levar mudancas da geometria e funcdo do coragdo (Spinale et al. 2002).
Um dos fatores determinantes no processo de remodelamento cardiaco é a perda da
matriz extracelular pelas MMPs no miocardio (Whittaker et al. 1991). As MMPs sdo
enzimas essenciais envolvidas na dindmica da matriz extracelular, estdo presente no
intersticio do miocardio na forma inativa, e, quando ativadas, participam da
degradacdo de colageno (Creemers et al. 2001). Evidenciando a participacdo das
MMPs no remodelamento cardiaco apds o infarto do miocardio, Rohde et al. (1999),
observaram que a inibicdo das MMPs pela administragao do inibidor especifico de
MMP (PD166793), reduz a dilatacdo do ventriculo esquerdo em camundongos apds o
IM. Além disso, estudos tém demonstrado que alteracGes na atividade das MMPs
estdo associados a progressdo da insuficiéncia cardiaca apdés o IM (Peterson et al.
2001; Creemers et al. 2001). Diante desses dados, observamos que no miocardio
isquémico a inflamacdo e o remodelamento da matriz extracelular estdao envolvidos no
processo de reparo tecidual, que, no entanto, podem ser importantes alvos
terapéuticos na reducdo do processo de remodelamento e prevencao da insuficiéncia

cardiaca.

1.5 Ativagao do Sistema Renina Angiotensina Aldoste  rona no
Processo de Remodelamento
O remodelamento ventricular apds o IM também é caracterizado por alteragdes
morfofuncionais tais como, aumento no didmetro da camara cardiaca e reducdo da
funcdo sistélica (Ricardo et al. 2004). A perda da eficiéncia do bombeamento cardiaco
apos o IM inicia uma resposta adaptativa no intuito de manter o débito cardiaco a

valores proximos dos normais.

Estudos tém evidenciado o sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) como um
dos principais mediadores envolvido nesse processo (El-Sabban et al. 2000; Yamagishi
et al. 1993; Meggs et al. 1993). A via cldssica deste sistema é ativada pela diminuigdo

da pressdo arterial desencadeando nos rins a secrecdo da renina pelas células
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justaglomerulares, enzima responsavel pela clivagem de seu substrato, o
angiotensinogénio, em angiotensina-l. Este horm6nio ndo possui efeitos fisioldgicos
significativos, por sua vez, principalmente nos vasos pulmonares é convertido pela
enzima conversora de angiotensina (ECA) em angiotensina-Il (Ang Il), que exerce seus
efeitos fisioldgicos através de dois diferentes subtipos de receptores, conhecidos como
AT1 e AT2 (Paul et al. 2006). A maioria dos efeitos fisioldgicos conhecidos da Ang Il sdo
mediada via receptor AT1, que é amplamente distribuido no organismo humano,
incluindo o figado, as glandulas supra-renais, o cérebro, o pulmao, os rins, o coracgdo e

a vasculatura (Mehta & Griendling, 2007).

O SRAA tem um importante papel na regulacdo do processo fisiolégico no sistema
cardiovascular. Porém, a sua ativacdo de forma crbnica e exarcebada apds o IM
conduzem a uma progressiva disfuncdo cardiaca (Mehta & Griendling, 2007). No
miocardio isquémico ocorre a producdo de renina pelos macrofagos e fibroblastos,
contribuindo para a formacgao local de Ang Il (Sun et al. 2001). Além disso, a expressao
da ECA e do receptor AT1 nos macrofagos e fibroblastos sugere que a producdo de Ang
[l tém importante papel nas reagdes inflamatdrias e fibrogénicas de maneira autécrina

apos o IM (Busatto et al. 1997).

A ativagcdo do SRAA apds o IM pode promover a hipertrofia do cardiomidcito e
aumento na deposicdo de colageno (Robert et al. 1999; Busatto et al. 1997). Por
exemplo, Patten et al. (2003), usando camundongos apds o infarto do miocardio,
demonstraram que a administragao de inibidores da ECA e do receptor AT1 inibiu a
hipertrofia do VE e reduziu a expressdo génica de colageno do tipo I. Além disso, o
aumento na producdo de Ang Il aumenta a producdo de aldosterona que é um
importante mediador da hipertrofia do cardiomidcito, fibrose e apoptose (Mulrow et
al. 1999; Sun et al. 2009; Sohn et al. 2010). Estudos experimentais e clinicos tém
evidenciado que a inibicdo da ativacdo dos componentes do SRAA tais como, renina,
ECA, AT1 e aldosterona contribui para a atenuacao do processo de remodelamento e

prevencao da insuficiéncia cardiaca apds o IM.
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1.6 Ativacao Neural no Processo de Remodelamento

Além da ativacdo do SRA, a hiperatividade do Sistema nervoso simpatico (SNS) apds o
infarto do miocardio também contribui para o processo de remodelamento patolégico,
estando associado ao desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca (Cohn et al. 1984). O
aumento nos niveis plasmatico e teciduais de norepinefrina indicam um elevado tonus
simpatico apods o IM, estando associado a hipertrofia cardiaca (Sutton et al. 2000),
apoptose (Distefano et al. 2012), dilatacdo ventricular (Spinale FG, 2007) e ao aumento

do risco de morte em pacientes com insuficiéncia cardiaca (Cohn et al. 1984).

Em humanos, a ativacdao do sistema nervoso simpatico esta associada a uma piora na
sensibilidade baroreflexa arterial e pulmonar, bem como um aumento na resisténcia

vascular (Ferguson et al. 1992).

Um dos mecanismos proposto para explicar a génese da hiperatividade simpatica é a
ativacdo do sistema renina angiotensina cerebral. Em ratos Wistar, a infusao
intracerebral, intraventricular e sistémico de Lozartan reduziu a hiperatividade
simpatica e a pressao diastdlica final do ventriculo esquerdo apds o IM (Huang et al.
2009). Nessa mesma linha, um estudo conduzido por Lal et al. (2005) utilizando ratos
com deficiéncia de angiotensinogénio cerebral, demonstram uma atenuagdao do
remodelamento cardiaco apds o IM. Evidenciando assim, que a ativacdo do SRAA no

cérebro desempenha um papel central no processo de remodelamento.

1.7 Estresse Oxidativo no Processo de Remodelamento

Os niveis aumentados de Ang Il também auxilia indiretamente o remodelamento
ventricular através do aumento na formacdo das espécies reativas de oxigénio (EROs)
(Virdis et al. 2011). Nos macréfagos e fibroblastos a geracdo das EROs (de particular
importancia o anio superoxido (O,)) é formada pela NADPH oxidase (Harrison et al.
2000). A NADPH oxidase catalisa a reducdo do oxigénio molecular utilizando NADH ou
NADPH como doadores de elétrons, sendo uma fonte constitutiva das EROs
(Nedeljkovic et al. 2003). No coragdao a NADPH oxidase (subunidades gp22phox e
gp91phox) é a maior fonte de O, e é significativamente aumentada apds o IM (Fukui et

al. 2001). Além disso, tem sido demonstrado uma reducdo na atividade da superdxido
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dismutase (SOD), Catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) no coracdo de ratos
infartados (Hill & Singal, 1996). Essas enzimas fazem parte dos mecanismos celulares
antioxidantes, e participam na dismutacdo do O, em H,0, pela SOD, que
posteriormente é convertido em H,0 e O, pela CAT e GPx. Portanto, essas enzimas
tém importante participa¢do na prevencdo da formacdo EROs (Schneider et al. 2004).
Os niveis de GPx cardiaco também sdo reduzidos em pacientes com infarto agudo do

miocdrdio (Chiara et al. 2007).

Apds o infarto do miocardio as EROs estimulam a producdo das citocinas inflamatorias
e inversamente, as citocinas inflamatdrias estimulam a produgao das EROS (Nian et al.
2004; Irwin et al. 1999). Na fase crénica do IM, a formacdo das EROs e as citocinas
inflamatdrias ativam as MMPs e a deposicdo de coldgeno, que contribui para a
mudanga estrutural e reparo tecidual do miocardio isquémico (Siwik et al. 2000; Deten
et al. 2001). Essas observacées indicam que o estresse oxidativo é o desbalanco entre a
formacdo das EROs e a atenuacdo da capacidade de defesa antioxidante, fendmeno
esse que se destaca como parte importante do processo de apoptose, da resposta

inflamatdria, fibrose cardiaca e hipertrofia do cardiomidcito.

1.8 Diferencas de Géneros no Processo de Remodelame nto

Ao longo dos anos tem sido demonstrado que o processo de remodelamento
apresentam algumas diferengas de géneros importantes (Piro et al. 2010). Estudos
realizados em humanos sugere que homens e mulheres podem apresentar diferencas
na modulac¢do da via apoptdtica na regido infartada (Guerra et al. 1999). Nessa mesma
linha, Biondi-Zoccai et al. (2005) demonstraram que a apoptose de células miocardicas
em homens que morreram apds o IM foi maior quando comparado com mulheres,
estando essa diferencga relacionado com a maior expressdao da Bax no miocardio. Em
modelo animal, Cavasin et al. (2004) constataram que os camundongos machos
guando comparados as fémeas apresentam uma degradacdo da matriz extracelular
prematura por causa do aumento no nimero de neutréfilos e da atividade das MMPs.

Além disso, nesse mesmo estudo, foi verificado que os animais machos apresentaram

23



uma remocdo do tecido necrdtico e formacdo da cicatriz retardada, provavelmente

devido ao menor numero de macréfagos.

Entretanto, estudos sugerem que as diferengas entre homens e mulheres podem estar
relacionadas aos hormonios sexuais, dentre eles, o 17-B estradiol (Piro et al. 2010;
Pedram et al. 2010). Um estudo realizado em mulheres na pré e pds-menopausa
mostrou que as que se encontram no periodo pds-menopausa apresentam evidéncias
de um remodelamento ventricular esquerdo concéntrico com uma piora da fungao
ventricular (Schillaci et al. 1998). Do mesmo modo, o tratamento com o 17-B estradiol
em ratas ovariectomizadas, tém demonstrado atenuar o processo de remodelamento
ventricular através da reducdo na deposicdo de colageno e hipertrofia dos
cardiomidcito (Junior et al. 2012). Em outro estudo, foi demonstrado que a deficiéncia
dos hormoénios ovarianos através da ovariectomia pode induzir a uma redugao na
expressao de duas isoformas da SOD (SOD extracelular (ecSOD) e SOD mitocondrial
(MnSOD)) em cultura de células do musculo liso, e este fato foi associado com um
aumento na producdo de radicais livres (Strehlow et al. 2003). De outra forma,
Nickenig et al. (1998) avaliando a participacdo do estrogénio na modulacdo do
receptor AT1 de Ang Il, verificaram que a redu¢do dos hormonios ovarianos levou a um

aumento na densidade desse receptor.

Portanto, a reducdao dos hormoénios ovarianos pode interferir de forma negativa em
importantes vias que estdao presentes durante o processo de remodelamento. Diante
disso, a¢Oes que buscam atenuar o processo de remodelamento, tais como,
tratamentos farmacoldgicos ou ndo farmacoldgicos sdo indispensaveis para a

prevencao da insuficiéncia cardiaca pds IM.

A terapia de reposicao hormonal (TRH) tem sido uma das opc¢Oes terapéuticas
farmacoldgicas com o objetivo de reduzir o processo de remodelamento, assim como,
a incidéncia de morbidade e mortalidade em mulheres apds a menopausa. Estudos
clinicos tém encontrado uma relagao entre a TRH e redugdo de mortalidade em
mulheres apds a menopausa (Folsom et al. 1995; England et al. 1997; Shlipak et al.
2001). Um estudo conduzido por Bretler et al. (2012), evidenciaram que a TRH em

mulheres apds o IM pode reduzir os riscos de fibrilagdo atrial no primeiro ano apds o
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IM. Além disso, Shlipak et al. (2001), demonstraram que o uso da TRH antes da
hospitalizagdo por IM pode estar associado com a reducdo do risco de mortalidade
hospitalar em mulheres na pds-menopausa. Um estudo experimental realizado em
ratas ovariectomizadas avaliando a influéncia do 17-B estradiol na fase aguda e cronica
ap6s o IM, demonstraram que o uso da TRH na fase aguda do infarto pode ser
prejudicial, resultando no aumento do tamanho do infarto. No entanto, cronicamente,
a TRH pode reduzir a dilatacdo do ventriculo esquerdo apds o IM (Smith et al. 2000).
Entretanto, existem ainda muitas controvérsias acerca da utilizacdo da TRH no
processo de remodelamento apds o IM, contudo, muitos estudos ainda sdo

necessarios.

Nesse contexto, a pratica sistemdtica da atividade fisica vem sendo amplamente
estudada como uma opgao de tratamento apds o infarto do miocardio e prevencado da

insuficiéncia cardiaca.

1.9 Atividade Fisica no Processo de Remodelamento

A inatividade fisica estd associada com uma elevada incidéncia de morbidade e
mortalidade (Carnethon et al. 2005). Varios estudos tém demonstrado que a atividade
fisica induz a uma melhor capacidade aerdbica, conferindo uma sustentada
cardioprotecdo contra as doencas cardiovasculares em modelos animais e humanos,
melhorando assim a qualidade de vida (Brum et al. 2011; Campos et al. 2012; Erbs et
al. 2010). Em pacientes com insuficiéncia cardiaca estavel, submetidos a uma rotina de
treinamento fisico, observou-se melhora dos sintomas e aumento da tolerdncia ao
exercicio, com reflexos positivos na qualidade de vida, reduzindo o numero de
hospitalizagdes (Dubach et al. 2001). Em ratos alimentados com uma dieta rica em sal
a partir dos 6 meses, Miyachi et al. (2009) relataram que 9 semanas de treinamento
fisico de natagao foi capaz de reduzir a fibrose intersticial e aumentar de densidade
dos capilares no miocardio, associado com um remodelamento cardiaco benéfico e

atenuacgdo da insuficiéncia cardiaca em ratos hipertenso.

Estudos experimentais relatam que a atividade fisica esta associada a iniUmeros efeitos

benéficos durante o processo de remodelamento apds o IM. Resultados mais recentes
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demonstram que ratas fémeas submetidas a um programa de treinamento intervalado
durante oito semanas apresentaram uma reducdo da deterioracdo da contratilidade
cardiaca associado a uma atenuagdo de disfungdo mitocondrial apds o IM (Kraljevic et
al. 2013). Além disso, ratos obesos que realizaram um treinamento fisico durante o
mesmo periodo de tempo, demonstraram uma cardioprotecdo através da reducgdo do
estresse oxidativo e melhora da capacidade antioxidante (Barbosa et al. 2012). Outros
estudos que analisaram os efeitos do exercicio fisico praticado de forma crdnica
demonstram que o mesmo pode ainda reduzir a severidade do processo de
remodelamento por redugdo da atividade simpdtica (Flores et al. 2010), redugdo da
hipertrofia do cardiomidcito (Wisloff et al. 2002) e reducdo nos niveis circulantes de

Ang Il (Negra & Middlekauff, 2008).

Como citado anteriormente, a reducdo dos hormoénios ovarianos pode interferir
negativamente sobre vias importantes durante o processo remodelamento. Muitos
sdao os relatos sobre os efeitos benéficos do treinamento fisico na atenuagdo do
processo de remodelamento apds o infarto do miocdrdio. Contudo, ainda ndo temos o
conhecimento de um estudo que avaliou os efeitos do treinamento fisico sobre os
parametros funcionais cardiacos e sobre o processo de remodelamento em ratas

ovariectomizadas ap6s o infarto do miocardio.

Nesse contexto a hipdtese do presente estudos é que o treinamento fisico praticado
de maneira crdnica, possa interferir positivamente através da atenuagdao do processo
de remodelamento em ratas ovariectomizadas apds o infarto do miocardio. Como ja
demonstrado em outros modelos experimentais, o treinamento fisico pode atuar
melhorando a capacidade do sistema antioxidante e a reducdo da ativacdo do SRAA,

com consecutiva melhora da fungao cardiaca nesse modelo experimental.
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JUSTIFICATIVA
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2. Justificativa

De acordo com Kober et al. (1998), cerca de 40% dos pacientes com IM
desenvolvem disfun¢do ventricular com ou sem sinais de Insuficiéncia cardiaca,
gue adversamente influéncia na qualidade de vida, taxas de hospitalizacdo e
mortalidade. Tendo em vista que a reducdo dos hormonios ovarianos no periodo
pds-menopausa € um importante fator de risco para o aumento da incidéncia de
insuficiéncia cardiaca e da mortalidade apdés o IM, avaliar os efeitos do
treinamento fisico sobre a fungao cardiaca em ratas ovariectomizada apds o IM
pode contribuir para o entendimento dos mecanismos pelos quais o treinamento
fisico pode auxiliar na melhora da fungao cardiaca com a auséncia dos hormdnios
ovarianos apos o infarto do miocardio e, portanto, contribuindo para que o
exercicio fisico se justifique como uma importante estratégia terapéutica para a
reabilitacdo cardiaca e prevencdo da insuficiéncia cardiaca em mulheres

acometidas por um evento cardiaco isquémico apds a menopausa.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

O presente projeto de pesquisa teve como objetivo avaliar os efeitos do treinamento

fisico de corrida em ratas ovariectomizadas apds o infarto do miocardio sobre os

principais parametros funcionais cardiacos, além de verificar as respostas adaptativas

sobre o sistema renina angiotensina e o sistema antioxidante cardiaco.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos do treinamento fisico crénico sobre os parametros
funcionais cardiacos de ratas ovariectomizadas ap6s o infarto do miocardio;
Analisar os efeitos do treinamento fisico sobre os parametros
morfométricos cardiacos em ratas ovariectomizadas apds o infarto do
miocardio;

Analisar a expressdo dos receptores AT1 no musculo cardiaco de ratas
ovariectomizadas, submetidas ao treinamento fisico cronico apds o infarto
agudo do miocardio;

Analisar a expressdao da gp9lphox (subunidade da NADPH oxidase) no
musculo cardiaco de ratas ovariectomizadas, submetidas ao treinamento
fisico cronico apods o infarto do miocardio.

Analisar as respostas do treinamento fisico sobre a expressdao das enzimas
do sistema antioxidantes, Superdxido Dismutase (SOD 2), Catalase (CAT) no
musculo cardiaco de ratas ovariectomizadas apods o infarto do miocardio.
Analisar a atividade da citrato sintase no musculo sdleo das ratas que

realizaram o treinamento fisico.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Animais Experimentais

Foram utilizadas ratas da linhagem Wistar (Rattus Norvegicus Albinus), com oito
semanas de idade, pesando entre 250-300 gramas. Os animais foram obtidos do
biotério central da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), acomodadas em
gaiolas coletivas com no maximo cinco ratas por gaiola, tendo livre acesso a agua e
comida. Os animais foram acomodados em uma sala com temperatura entre 22 e
24°C e ciclo de dose horas claro e escuro. O estudo foi aprovado pelo Conselho de
Etica em Pesquisa com Animais do Centro Biomédico da UFES (protocolo n° 059/2012),
e todos os procedimentos experimentais foram conduzidos conforme “Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals”, seguindo todos os padrdes e procedimentos de
biosseguranca, e o descarte dos animais feitos em um freezer contido no Programa de

Pds Graduagao em Ciéncias Fisioldgicas, onde foi dada a destinagdo apropriada.

4.2 Ovariectomia

Apds anestesia com uma mistura de ketamina (50mg/kg, AGENER, BRASIL) e xilazina
(10 mg/kg, BAYER, BRASIL) as ratas foram submetidas a uma incisdo de
aproximadamente 1,5 cm na pele entre o ultimo rebordo costal e a coxa, a um
centimetro da linha mediana, seguida de uma incisdo na camada muscular, tendo a
cavidade peritoneal aberta para remocdo dos ovarios (ovariectomia) e ligadura da tuba

uterina em ambos os lados.

Apds a retirada dos ovdrios foi realizada a sutura da musculatura e pele. Ao final do
procedimento, os animais receberam uma inje¢do de antibidtico (Enrofloxacina — 2,5%
-0,1 mL—i.m.). Para comprovacdo do sucesso da cirurgia, apds o sacrificio, o Utero foi

retirado e pesado Umido. O grupo controle foi submetido a uma cirurgia ficticia.
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4.3. Indugdo do Infarto do Miocardio

O infarto do miocdardio foi obtido pela oclusdao da artéria coronaria descendente
anterior esquerda, conforme a técnica descrita por (Baldo et al. 2012). Sete dias apds a
ovariectomia, os animais foram pesados e anestesiados com uma injecdo
intraperitoneal contendo uma mistura de ketamina (50mg/kg, AGENER, BRASIL) e
xilazina (10mg/kg, BAYER, BRASIL). Alcancado o plano anestésico desejavel
(confirmado pela auséncia do reflexo da cdrnea), os animais tiveram seus membros
fixados a uma mesa cirdrgica, em posicdo supina. Com uma pequena depilacdo no
lado esquerdo do torax e adequada assepsia do local, foi realizado uma incisao na pele
do animal para exposicao e disseccdo dos musculos intercostais. Uma sutura em forma
de uma bolsa foi preparada previamente para o rdpido fechamento da incisdo cirdrgica
apos a ligadura da corondria. Apds os procedimentos iniciais, uma incisdo lateral no
nivel do quarto espaco intercostal foi realizada para exposicdo do coracdo. O coracao
foi exteriorizado e a artéria coronaria descendente anterior esquerda foi
permanentemente ocluida, usando um fio de mononylon 6.0 montado em agulha nao
traumatica (Medical Line). (Figura 2) Apds a oclusdo, o térax foi imediatamente
fechado com a sutura em bolsa previamente preparada. No caso dos animais que
necessitaram, foi realizada uma ventilagdo mecanica feita com madscara de borracha
aplicada diretamente sobre os orificios nasais. Trés grupos de animais (controle,
OVX+SHAMgsep e OVX+SHAMgr) foram submetidos ao procedimento de cirurgia ficticia,
gue consistiu na aplicacdo de todos os passos descritos anteriormente, exceto a
oclusdo da artéria coronaria descendente anterior esquerda. Apds o procedimento
cirargico os animais receberam uma injecao de antibidtico Enrofloxacina — 2,5% (10

mg/Kg, Vencofarma, Brasil) por via intramuscular.

33



Figura 2. Demonstracdo da oclusdo da artéria descendente anterior esquerda com um fio

mononylon 6.0.
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4.4. Grupos Experimentais

Duas semanas apds a indug¢dao do infarto do miocdrdio os animais foram divididos
aleatoriamente nos seguintes grupos: Controle, OVX+SHAMsgp, OVX+SHAME,

OVX+IMgsgp € OVX+IMgs. (Figura 3)

5

Figura 3. Representagdo esquematica da distribui¢do dos grupos.

4.5.Treinamento Fisico

O treinamento de corrida foi realizado em uma esteira elétrica (EP 131, Insight
equipament, Research and teaching, BRASIL), com inicio duas semanas apds a inducdo

do infarto do miocardio. O protocolo de treinamento consistiu da modificagdo de um
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protocolo utilizado previamente para treinamento de ratas fémeas, ovariectomizadas,

apos o infarto do miocardio (Flores et al., 2010).

O periodo de treinamento foi dividido em duas fases, fase de adaptacdo com duracao
de uma semana no qual os animais correram 10 min/dia a 0.3 Km/h, esse tempo foi
progressivamente aumentado até que no quinto dia os animais corressem
continuamente por 60 minutos. A fase de treinamento foi iniciada a partir da segunda
semana com duracdo de 60 min/dia, cinco vezes por semana com intervalo de dois
dias para repouso. A intensidade foi gradualmente aumentada em uma velocidade de
0.3 para 1.2 km/h durante oito semanas. (Figura 4) Durante o periodo de treinamento
fisico, os animais que ndo conseguiram concluir o protocolo (3 animais do grupo

OVX+IMg) foram excluidos do estudo, sendo substituidos por outros.

4.6. Protocolo Experimental

7 dias 15 dias 8 semanas .

| | 1 ||
| | Il

Infarto Inicio do Final do

do miocardio treinamento treinamento Sacrificio

ovX

Figura 4. A figura 4 apresenta todo o protocolo utilizado neste trabalho, avaliando o efeito do
treinamento fisico crénico em ratas OVX apds o infarto do miocardio.

4.7. Avaliagées hemodinamicas

Quarenta e oito horas apés o ultimo dia de treinamento fisico, os animais foram
pesados e anestesiados com uma mistura de ketamina (50mg/kg, AGENER, BRASIL) e
Xilazina (10mg/kg, BAYER, BRASIL) por via intraperitonial. Atingindo o ponto
anestésico, os animais foram fixados em uma mesa cirurgica na posi¢cdo supina para o
procedimento de cateterismo ventricular esquerdo como descrito por (Resende et al.,

2007).

Foi realizada uma depilagao e uma incisdo na altura mediana do pescogo para acesso a

artéria carotida direita. Um cateter de polietileno (PE50) preenchido com solucdo
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salina heparinizada (50 U/ml — Ariston Heparina Sddica) foi introduzido no limen do
vaso e em seguida conectado a um transdutor de pressdo (FE221 Bridge amp,
ADInstruments, Australia) o qual foi acoplado a um sistema de aquisicdo de dados
(Powerlab 4/35, ADInstruments, Australia). Na artéria cardtida direita foi obtida a
frequencia cardiaca (FC), pressado arterial sistolica (PAS), diastdlica (PAD) e pressao
arterial média (PAM). No ventriculo esquerdo foram obtidas as pressGes sistdlica
(PSVE) e diastdlica final (PDFVE) do ventriculo esquerdo, além da derivada maxima de
contracdo e relaxamento (dP/dt+ e dP/dt-, respectivamente). A figura 5 mostra uma

curva tipica de pressao ventricular esquerda, indicando os pontos de obtencdo de cada
parametro. Apds a avaliacdo das pressbGes ventricular o cateter foi recuado para a

artéria carétida para verificar se a valva adrtica nao foi lesada. O sangue foi coletado

por via cateter direto no tubo contendo EDTA.

| PDEVE

||
l

Figura 5. Figura representativa de uma onda de pressao ventricular, delimitando
os pontos de onde foram obtidas as variaveis.
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4.8. Coleta de tecido

Apds as analises descritas acima, os coracbes foram rapidamente removidos e o
ventriculo esquerdo foi separado e armazenado em recipientes contendo solucdo
tamponada de formol (10%) para as analises histolégicas. A coleta de tecido para a
biologia molecular foi realizada da mesma forma, porém os ventriculos esquerdos
foram armazenados em tubos criorresistentes, identificados apropriadamente e
armazenados a -80°C. Os ventriculos direitos foram retirados e avaliados os pesos
Umido e seco. Para calcular o percentual de agua no pulmao, estes foram colocados

em estufas a 96°C por 48 horas.

4.9 Analises Histologicas

Para as analises histoldgicas, os coracoes fixados em formol foram divididos em trés
fatias transversais de aproximadamente 2 mm. As fatias passaram por processo de
desidratacdo em banho de alcool, diafanizacdo em banhos de xilol e inclusdo em bloco
com banhos de parafina. Foram feitos cortes transversais em cada fatia com espessura
de 4um e montados em laminas de vidro, sendo coradas com picrosirius (Picrosirius
Red, F3BA, FLUKA, EUA) ou hematoxilina e eosina (Vetec, Brasil) para as andlises

especificas descritas e seguir.

4.10 Andlises do colageno e hipertrofia

O ventriculo esquerdo foi dividido em trés fatias de aproximadamente 2mm e
posteriormente preparadas para histologia. Cada fatia foi serialmente cortada em
secdes transversais de 4 um de espessura e coradas com picrosirius para determinar a
area ocupada por colageno. As fatias também foram coradas com hematoxilina-eosina
(H&E) para determinar drea de seccdo transversa do midcito. A porcentagem de

coloragdao vermelho do Picrosirius indicou o valor percentual ocupada por colageno.
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Nove dreas de cada corte foram analisadas na camada subendocdrdica e
subepicardica. As imagens foram obtidas com uma camera digital (Evolution, Media
Cybernetics, Inc., Bethesda, MD) acoplado a um microscopio éptico (Eclipse 400,
Nikon) sob aumento de 400 vezes. Para avaliacdo da area de seccdo transversa do
midcito, 40 a 60 midcitos posicionado perpendicularmente ao plano da seccdo e tendo
tanto um nucleo visivel e uma membrana de células claramente definida e ininterrupta
foram selecionados em cada animal. Imagens celulares vistos com uma camera de
video foram projetados em um monitor e rastreado. Imagens para a quantificacdo da
deposicdo de colageno e avaliagdo da area de seccdo transversa do midcito foram
processadas com o software Imagel) (v. 1.43u, National Institutes of Health, EUA).

(Forechi et al. 2012)

4.11 Andlises da extensdo do infarto

Para a analise da extensdo do infarto do miocardio, o ventriculo esquerdo foi dividido
em secoes transversais e corados com Picrosirius. Apds este procedimento, as sec¢des
de imagem foram digitalizadas (Laserjet Pro M1132, HP, EUA) e analisados com o
software Imagel. (National Institutes of Health, EUA). O perimetro do epicardio
relacionada a drea infartada (delimitado por Picrosirius coloragao) foi delimitada.
Todos os procedimentos foram repetidos para o endocardio. Extensdo do infarto foi
apresentado como o valor percentual médio do perimetro infartada do ventriculo

esquerdo. (Fraccarollo et al., 2008)

4.12 Western Blotting

A analise da expressao proteica foi determinada pelo método de Western Blotting. As
amostras foram homogeneizadas em um tampdo de lise contendo (em mmol/l) 150
NaCL, 50 Tris-HCL, 5 EDTA.2Na, 1 MgCl, mais inibidor de protease (Sigma Fast: Sigma).
A concentracdo proteica foi determinada pelo método de (Lowry & Rosebrough,
1951) utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padrado. Quantidades iguais de

proteina (50 pg), foram submetidas a eletroforese (2:30 h a 80V) em gel de
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poliacrilamida (SDS-PAGE) a 10%. Em seguida as proteinas foram transferidas para
membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF) durante periodo de 1:40 - 2:30h a 60V
em um sistema de blotting umido. Apds a transferéncia, foi realizado o bloqueio da
membrana com TBS-T + leite 5% (molico desnatado) por 2:30 horas e em seguida
lavada por 3 vezes com TBS-T por 5 minutos seis vezes. As membranas foram
incubadas por 4 horas com anticorpos monoclonais de rato para a catalase (CAT;
1:2000; Sigma fast, EUA), os anticorpos policlonais de coelho para superdxido
dismutase (SOD-2; 1:500; Sigma rdpidos, USA) e gp91phox (1:1000; BD, New Jersey,
EUA) e anticorpos policlonais de coelho para AT1 (1:500; Santa Cruz Biotechnology,
CA, EUA). Apds a lavagem das membranas com TBS-T, as mesmas foram incubadas
com anti-mouse IgG (1:3000, Inc. Abcam, Cambridge, MA, EUA) ou um anti-rabbit
(1:7000; Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA ). As bandas foram visualizadas usando um
sistema de NBT / BCIP (Invitrogen Corporation, CA, EUA) e quantificada utilizando o
software Imagel (National Institute of Health, NIH). As mesmas membranas foram
usadas para determinar a expressdo B-actina utilizando um anticorpo monoclonal de
mouse para B-actina (1:5000; Sigma Chemical CO, St. Louis, EUA), e os resultados
foram calculados utilizando a relagdo entre a densidade das proteinas de interesse

corrigidas pela intensidade da proteina utilizada como controle (B-actina).

4.13 Atividade da Citrato Sintase

Os musculos soleos foram homogeneizados em um tampdo de extragao fosfato
(fosfato de sdodio 50 mM, EDTA 1 mM e cocktail inibidores de proteases (Sigma-
Aldrich, EUA)) com pH 7,4, centrifugadas durante 15 minutos a 12000 g e 4°C. Em
seguida o sobrenadante foi coletado e utilizado para o ensaio. A quantificacdo de
proteina foi realizado pelo método de (Lowry & Rosebrough, 1951) utilizando
albumina de soro bovino (BSA) como padrdo. Apds a quantificacdo de proteina, foi
testada a quantidade de proteina a ser usada no ensaio, para isso, foi pipetado 7,5, 15,
30 ou 60 pg/ul de proteina em cada poco da placa para cultura de célula, adicionado
200 pl de mistura de ensaio e 11 pl de substrato (oxaloacetato 0,5 mM). Apds testar a

guantidade de proteina ser usada foi iniciado a analise das amostras. Na placa foi
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adicionado inicialmente 15 pg/ul da amostra e em seguida a mistura de ensaio, com a
placa posicionada para a leitura foi pipetado o substrato e realizado a leitura. O tempo
de duracdo do ensaio foi de 5 minutos, realisado a leitura de cinco amostras por vez,
com comprimento de onda de 412nm e temperatura da leitura a 25°C. A atividade

maxima de citrato sintase foi medida dentro do intervalo linear do ensaio.

4.14 Andlise Estatistica

Os valores das varidveis continuas sdao apresentados como média + SEM. Os dados das
médias dos pesos de drgdos, da expressdo proteica e dos parametros hemodinamicos
foram comparados pela andlise de variancia de uma via (ANOVA). Para verificar entre
guais grupos houveram diferencas foi utilizado o teste post-hoc de Fisher. Testes ndo
paramétricos foram utilizados para analisar os dados histoldgicos. Foi utilizado o teste
de Mann-Whitney para comparar o tamanho do infarto. Os valores de p menores do

gue 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5. Resultados

5.1. Peso corporal e dos 6rgaos

Conforme apresentado na tabela 1, observa-se que nao houve diferencas no peso
corporal inicial entre os grupos, porém os pesos corporais finais nos grupos OVX
estavam significativamente mais pesados quando comparado ao grupo controle
(p<0,05). Avaliando o efeito do treinamento fisico sobre o peso corporal final,
observou-se uma reducdo no grupo OVX+IMg quando comparado ao grupo
OVX+SHAMgep  (p<0,05). Quando analisado o somatdrio dos coxins de gordura
(retroperitoneal e parametrial), verificou-se que o treinamento fisico foi eficaz em
prevenir o acumulo excessivo de gordura abdominal nas ratas infartadas que
realizaram o treinamento fisico, demonstrado que o treinamento altera positivamente

a composicao corporal das mesmas.

O Peso do utero foi utilizado para analisar indiretamente a condi¢ao estrogénica nos
animais, demonstrando uma reducdo nos grupos que foram OVX (p<0,05). A atrofia
gue ocorre no Utero apds a OVX comprova a eficiéncia da cirurgia de castracao.
Avaliando o peso do pulmao, a razdo peso do pulmao/peso corporal e o percentual de
agua no pulmao, demonstramos o aumento de ambas varidveis nos animais infartados
(p<0,05). Porém, ao final do protocolo de treinamento, foi observada uma reducdo da
razdo peso do pulmdo/peso corporal no grupo OVX+IMg quando comparado ao grupo

OVX+IMsgp, ndo havendo diferencas significativas nas outras variaveis.

O peso seco dos ventriculos direito foi significativamente maior nos grupos infartados
em relacdo aos grupos controle e OVX+SHAMgr (p<0,05), ndo havendo diferencas

associados ao treinamento fisico apds o IM.

A analise da atividade do citrato sintase foi verificada para demonstrar a efetividade do
treinamento fisico. Ainda na tabela 1, demonstramos um aumento na atividade dessa
enzima nos animais que realizaram o treinamento fisico quando comparado aos

animais sedentarios (p<0,05).
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Tabelal. Parametros ponderais oito semanas apos o tramaufitsico

Controle  OVX+SHAMgp OVX+SHAMge OVX+IMgp OVX+IMge

(n=12) (n=12) (n=12) (n=12) (n=12)
PC Inicial (g) 232+574  233+1129  250+884  240+10,96  228+7,38
PC Final (g) 268 + 8,92 333+6,06  312+6,52 324 £8,13 304 +1547*F
PC (% Variagio) 15+049  33+2,08"" 20 + 2,00 26 + 2,38 30 +2,31""
Gordura abdominal (g) 16,7 + 1,67 20,2 +2,20 191023 250+1,68" 172+1,385
PU (mg) 0,521+0,02 0,121+0,008 0,098+0,005 0,090+ 0,003 0,090 + 0,003
VD seco (g) 0,03+0,002 0,040,001  003+0,002 0,050,008 0,05+0,004"
Pulm&o (g) 1,48+0,07  1,70+0,05 1,65+0,08 3,07+0,27*" 275+0,26""
Pulm&o/PC (mg/g) 5,46 £0,28 5,05 +0,23 531+£0,21 895+0,71 7,15+0,66 """
% Agua no Pulmé&o 79,9+029  79,7+0,31 794+041 81,9+048*" 81,9+0,458*"

Atividade CS, pmaing™min® 3270 + 2424105 + 5335870 + 583F 2933 + 457 4753 + 273 °

Dados sdo expressos como média £ EPM. PC, peso corporal; PU, peso do utero; VD, ventriculo direito; CS, citrato sintase. Trés
animais do grupo OVX+IMg foram excluidos do estudo durante o treinamento fisico. # p < 0,05 vs Controle; T p < 0,05 vs
OVX+SHAMg; ¥ p < 0,05 vs OVX+SHAMsep; S p < 0,05 vs OVX+IMsep. (One-way ANOVA seguido do teste post-hoc de Fisher)
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5.2. Parametros hemodinamicos arteriais

Na tabela 2 estdao apresentados os parametros hemodinamicos obtidos através do
cateterismo arterial. Como esperado, o treinamento fisico reduziu a frequencia
cardiaca nos animais OVX+SHAM¢g quando comparado aos grupos OVX+SHAMgp e
Controle (p<0,05). O mesmo ndo foi observado nos animais infartados, demonstrando
um aumento da frequencia cardiaca apds o infarto que ndo foi revertido pelo

treinamento fisico.

Como verificado através do cateterismo arterial o infarto levou a uma reducao das
pressdes arteriais sistdlica, diastdlica e média no grupo OVX+IMsgp quando comparado
aos grupos Controle, OVX+SHAMgsp e OVX+SHAMg. Essa reducdo foi
significativamente revertida apds o treinamento fisico no grupo OVX+IMg quando
comparado ao grupo OVX+IMsgp (p<0,05). Esse fato pode estar associado a melhora da
funcdo cardiaca apdés o IM nos animais treinados. Esses dados também estdo

apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Efeito da ovariectomia e treinamento fisico sabfrequencia cardiaca presséo
arterial sistélica, diastdlica e média.

Controle OVX+SHAMgp OVX+SHAMg: OVX+IMgp OVX+IMegr

(n=12) (n=12) (n=12) (n=12) (n=12)
FC (bpm) 202 +6 193 +9 167 + 9** 200+ 9" 213+6'
PAS (mmHg) 117 +6 135 +6 129 +5 107+6" 129+3°
PAD (mmHg) 83+5 106 + 5 104 + 47 85+ 4*" 99 + 3¢
PAM (mmHg) 93+4 114 + 6 115 + 4 93+6*" 112+3"°

Dados sdo expressos como media + EPM. FC, frequencia cardiaca, PAS, pressdo arterial sistélica, PAD, pressao
arterial diastdlica e PAM, pressao arterial média. # p < 0,05 vs Controle; T p < 0,05 vs OVX+SHAMg; ¥ p < 0,05
vs OVX+SHAMgep; S p < 0,05 vs OVX+IMsgp. (One-way ANOVA seguido do teste post-hoc de Fisher)
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5.3. Parametros funcionais cardiacos

Conforme demonstrado na figura 6A ndao houveram diferencas significativas
sobre a PSVE entre os grupos. A PDFVE (figura 6B) foi significativamente aumentada
nos grupos OVX+IMsep e OVX+IMg quando comparado aos grupos Controle,
OVX+SHAMsep e OVX+SHAMEr (p<0,05). Avaliando o efeito do treinamento fisico apds
o infarto, obervamos uma reducao significativa da PDFVE no grupo OVX+IMg quando
comparado ao grupo OVX+IMsgp (p<0,05). Ainda, apds as oito semanas de treinamento
fisico foi verificado um aumento do dP/dt+ no grupo OVX+IMgr quando comparado ao
grupo OVX+IMsep, porém, sem alteragOes significantes do dP/dt- causadas pelo

treinamento fisico (figura 6C e D).

>
w

1501 r "

_{

100+

50+

PSVE (mmHg)
o
%
% |
% |
%
%
%. |
PDFVE (mmHg)
- - N
e ¢ e 2
. i
1
1 H
- H }

$ S N
& N
P ¥ ,g;z‘ X 04“' & &@0 & &«9 \@é
& < & ¥ ¥ » &
Ky
150007 | * , D o & ¢ !
q —— - g .
£ 100004 — 2 5000-
E T T : E
= —— = l
Z  5000- 3 -10000+ *
o o L * y
; i ’ :
ol : : : -150001— , E . .
® & & & & ® & & & &
) O
& Q?& %v@ .\.x\\&% \\-\3‘\@ & Q?ﬁ“% 032&@ S ~\"'§
8 ¢ & o R S
o Ny o
I o o o

Figura 6. Avaliagcdo funcional cardiaca. (A) Pressdo sistélica do ventriculo esquerdo (PSVE). (B)
Pressdo diastdlica final do ventriculo esquerdo (PDFVE). (C e D) Derivada maxima e minima de
pressdo (dP/dt+ e dP/dt-). Dados sdo expressos como média = EPM (n = 12). *p< 0.05. (One-way
ANOVA seguido do teste post-hoc de Fisher)
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5.4 Expressoes proteicas do receptor AT1 e gp91phox

A expressdo proteica do receptor AT1 no ventriculo esquerdo foi significativamente
maior no grupo OVX+IMsgp quando comparado ao grupo OVX+IMg (p<0,05), portanto,
o treinamento fisico conseguiu prevenir esse aumento, demonstrando uma redugao

significativa no grupo OVX+IMg:. (Figura 7A)

Analisando a expressdao proteica da gp91phox, que é uma subunidade da NADPH
oxidase, pode observar na figura 7B que houve um aumento na expressdo dessa
enzima no grupo OVX+IMsep. No grupo OVX+IMg o treinamento fisico inibiu

significativamente esse aumento quando comparado ao grupo OVX+IMsep. (p<0,05)
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Figura 7. Expressdo proteica do receptor AT1 (A) e gp91phox (B) no ventriculo esquerdo apds oito
semanas de treinamento fisico. (n = 5). *p< 0.05. (One-way ANOVA seguido do teste post-hoc de

Fisher)
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5.5. Expressao proteica das enzimas antioxidantes

Como observado na figura 8A ndo houveram diferencas significativas entre os grupos

sobre a expressao da isoforma mitocondrial da enzima superdxido dismutase (SOD-2).

Analisando a expressdo da enzima antioxidante CAT, que decompGemm o perdxido de
hidrogénio (H,0;) em H,0 e O,, observamos um aumento significativo no grupo
OVX+IMg quando comparado a todos os demais grupos, demonstrando a efetividade

do treinamento fisico na melhora do sistema antioxidante. (p<0,05) (Figura 8B)
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Figura 8. Expressdo proteica das enzimas antioxidantes isoforma mitocondrial da superdxido
dismutase (SOD-2) (A) e CAT (B). Dados sdo expressos como média + EPM, comparados por ANOVA

de uma via, seguida pelo teste de pos hoc de Fisher. (n = 5). *p< 0.05.
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5.6. Avaliagao da extensao do infarto

A figura 9A e B mostra a area da extensdo do infarto no ventriculo esquerdo corado
com picrosirius. Como observado na figura 9C, ndo houve diferenga significativa na

area de infarto entre os grupos avaliados.
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Figura 9. Extensdo do infarto corado com picrosirius apds oito semanas de treinamento fisico (A e B).
Gréfico representativo da analise estatistica da extensdo do infarto (C) demonstrando a nao diferenga
entre os grupos. Dados sdo expressos como média £ EPM (n = 7). (Teste de Mann-Whitney para dados
ndo paramétricos)
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5.7. Avalia¢ao da deposicao de colageno intersticial

As figuras 10 A, B, C, D e E mostram imagens representativas da drea do miocardio
remanescente ao infarto ocupada por colageno. Como demonstrado na figura 10F, o
infarto levou a um aumento significativo da deposicdo de coladgeno intersticial no
grupo OVX+IMsp quando comparado aos grupos Controle, OVX+SHAMgep,
OVX+SHAMg: e OVX+IMg. Avaliando o efeito do treinamento fisico sobre a deposicado
de colageno intersticial, observou-se que o treinamento fisico reduziu
significativamente a deposicao de colageno nos grupos OVX+SHAMgr e OVX+IMgr apds

as oito semanas de treinamento. (p < 0,05)

|

Colageno (%)

Figura 10. Avaliacdo da deposicdo de coldgeno no ventriculo esquerdo. Na parte superior da figura
imagens representativas avaliadas em nove cortes transversais corados com picrosirius, em aumento de
400x dos animais Controle (A), OVX+SHAMggp (B), OVX+SHAME: (C), OVX+IMgep (D) and OVX+IMg (E). A
figura 4F demonstra o percentual da deposicdo de coldgeno entre os grupos. Dados sdo expressos como
média £+ EPM (n = 7). ¥*P< 0.05. Escala: 200 um. (Teste de Mann-Whitney para dados ndo paramétricos)
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5.8. Avaliagao da Hipertrofia cardiaca

Na figura 11 estao apresentadas na parte de cima as imagens representativas da area
de seccdo transversa do miocito corado com hematoxilina e eosina. Assim como
observado com a deposigao de colageno, o infarto aumentou significativamente a area
de seccdo transversa do midcito no grupo OVX+IMsep, 0 treinamento fisico preveniu
esse aumento no grupo OVX+IMge, assim como, reduziu no grupo OVX+SHAMge

quando comparado ao grupo controle. (p < 0,05)
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Figura 11. Avaliacdo da drea de secc¢do transversa do midcito. Imagens representativas das seccoes
coradas com hematoxilina e eosina dos grupos controle (A), OVX+SHAM, (B), OVX+SHAMg: (C),
OVX+IMggp (D) and OVX+IMg; (E). Foram fotografadas 40 a 60 midcitos em cada corte, sob aumento de
400x e escala de 50 um. Dados sdo expressos como média + EPM. (n = 7). *p< 0.05. (Teste de Mann-
Whitney para dados ndo paramétricos)
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5.9. Principais resultados

A figura 12 resume os principais resultados encontrados em nosso estudo.
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Figura 12. Diagrama dos efeitos do treinamento fisico apds o infarto do miocardio em ratas OVX.

Como demonstrado no diagrama, as ratas OVX e submetidas ao infarto do miocardio
apresentaram uma redug¢do da fun¢do cardiaca. Oito semanas apds o infarto, os
animais sedentarios tiveram um aumento na expressao do receptor AT1 e da enzima
gp91phox, assim como a redug¢dao na expressdao da CAT. Essas alteragGes proteicas
foram acompanhadas do aumento na de posicao de colageno e da area de secgao
transversa do midcito, sinalizando uma excessiva fibrose intersticial e hipertrofia
cardiaca. Além disso, os animais sedentdrios apresentaram um aumento da PDFVE e

reducdo do dP/dt+.

Ao contrario do que foi observado nos animais OVX e infartados sedentarios, o
treinamento fisico induziu a uma melhora da fung¢do cardiaca através da redu¢dao na
expressao do receptor AT1, redugdo da expressdao proteica de uma das principais
fontes na geracdo das espécies reativas de oxigénio no coracdo e melhora do sistema

antioxidante, via aumento na expressao da CAT. Em conjunto, melhora desses
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parametros levaram a uma reducao da deposicdo de colageno e reducdo da hipertrofia
cardiaca. Por fim, essas importantes alteracGes levaram a uma reducdo da PDFVE e
aumento do dP/dt+ apds oito semanas de treinamento fisico, reforcando a
importancia desses efeitos na reducdo dos efeitos deletérios do remodelamento

cardiaco apds o infarto do miocardio.
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DISCUSSAO
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6. Discussdo

O presente estudo teve como objetivo analisar os efeitos do treinamento fisico sobre a
atenuacao do processo de remodelamento, assim como, a melhora da funcao cardiaca

em ratas ovariectomizadas apds o IM.

Diante disso, obtivemos trés achados principais: i) o treinamento fisico melhorou os
parametros relacionados a funcdo cardiaca em ratas ovariectomizada ap6s o IM; ii)
atenuou os efeitos do remodelamento induzido pelo IM e, iii) reduziu a expressdo de
proteinas de uma das principais vias geradoras de espécies reativas de oxigénio, assim
como, aumentou a expressao da enzima antioxidante catalase, o que contribui para a

melhora da fung¢do contratil e para a reducdo do processo de remodelamento.

Em nosso estudo, pode-se observar um aumento no peso corporal final nos grupos
OVX quando comparados ao grupo controle. Resultados similares foram encontrados
em estudos desenvolvidos em nosso laboratério demonstrando um aumento do peso
corporal final acompanhado do aumento da adiposidade abdominal total em ratas
ovariectomizadas (Endlich et al. 2011; Claudio et al. 2013). Uma das explicacdes para o
aumento do peso corporal apds a reducdo dos hormoénios ovarianos esta relacionado
com uma série de alteragdes metabdlicas ocorridas nesse periodo resultando no
aumento da suscetibilidade para o desenvolvimento da obesidade (Zoth et al. 2010).
Em mulheres, esses resultados se reproduzem, mostrando um aumento do peso
corporal associado ao aumento no percentual de gordura apds a menopausa (Sénéchal

et al. 2011).

Ainda, observamos também que o treinamento cronico de corrida ndo conseguiu
prevenir o aumento do peso corporal no grupo OVX+SHAMg, porém, as ratas
infartadas que realizaram o treinamento fisico (OVX+IMg¢) apresentaram uma redugdo
do peso corporal quando comparado ao grupo OVX+IMsgp. Esses dados corroboram as
descricdes feitas por Flores et al. (2010) utilizando o mesmo modelo animal e 0 mesmo
protocolo de treinamento fisico. Cabe ressaltar que, no presente estudo, a redugdo no
peso corporal dos animais OVX+IMge foi acompanhado da redugao da adiposidade

abdominal, o que ndo foi observado no grupo OVX+SHAMg:. Da mesma forma, ratos
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obesos e infartados que realizaram dois meses de treinamento fisico de corrida ndo
apresentaram diferencas significativas sobre o peso corporal total, porém, tiveram
uma redugdo da gordura abdominal (Barbosa et al. 2012). Diante disso, essa pode ser a
explicacdo para a reducdo do peso corporal no grupo OVX+IMgg, reforcando os efeitos

positivos do treinamento fisico sobre a composi¢ao corporal.

Além das alteragdes sobre o peso corporal, nossos resultados mostraram um aumento
na razdo do peso do pulmdo pelo peso corporal (PP/PC) nos animais OVX+IMsgp
qguando comparado aos grupos controle, OVX+SHAMsp e OVX+SHAMg:. Esses
resultados estdo de acordo com os descritos por Jasmim et al. (2003), evidenciando
um aumento na razdo do PP/PC duas e oito semanas apds o infarto do miocardio. Ao
contrdrio do observado nos animais do grupo OVX+IMsgp, os animais do grupo
OVX+IMgr apresentaram uma reducdo da razdo do PP/PC, que pode ser explicada pela
melhora dos parametros funcionais, tal como, a reducao da PDFVE no grupo que
realizou as oito semanas de treinamento fisico. Embora tenhamos evidenciado que o
treinamento fisico reduziu a razdo PP/PC no grupo OVX+IMg, 0 mesmo ndo ocorreu
com o percentual de dgua no pulmao. Corroborando a esses dados, Jain et al. (2000)
demonstraram que ratos machos que realizaram cinco semanas de treinamento fisico
de corrida nao apresentaram redug¢ao no percentual de dgua no pulmado apds o
protocolo de treinamento. Porém, Portes et al. (2009) observaram alteracdes
significativas desse parametro em ratas infartadas sedentarias e infartadas que foram
submetidas a oito semanas de treinamento de natacdo. Essas diferencas observadas
podem ser explicadas pelo tipo de treinamento fisico utilizado em ambos os estudos,
visto que, a imersdo na agua reduz a forca gravitacional, aumentando o retorno
venoso, a pressao central, que consequentemente melhora a fungao ventricular
(Pendergast & Lundgren 2009). Esses fatores em conjunto podem promover efeitos

adicionais durante o treinamento fisico.

Avaliando os efeitos benéficos do treinamento fisico sobre a pressdo arterial apds o
IM, observamos que os animais OVX+IMg apresentaram um aumento da pressao
arterial média quando comparado aos animais OVX+IMsgp, este fato pode ser
explicado pela melhora da funcdo cardiaca evidenciada pela reducdo da PDFVE e

aumento da contratilidade ventricular demonstrado em nosso estudo. Embora o
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treinamento fisico tenha promovido efeitos benéficos sobre a pressao arterial apds o
IM, o mesmo ndo foi encontrado nos animais OVX+SHAMg quando comparado ao
grupo OVX+SHAMgp. Porém, um estudo realizado por Kemi et al. (2005),
demonstraram que as adaptacBes cardiovasculares ao treinamento fisico sdo
dependentes da intensidade, evidenciando a importancia da intensidade do programa
de treinamento nas adaptacbes miocardicas. Diante do exposto, esse fato pode

explicar a ndo alteragao de alguns parametros funcionais observado em nosso estudo.

Além dos achados citados acima, o treinamento fisico também garantiu melhoras
importantes durante o processo de remodelamento, uma delas é a reducdo na
deposicdo de colageno. O aumento na deposicdo de colageno contribui para um
remodelamento adverso apds o IM (Tziakas et al. 2003). Em nosso estudo, os animais
que realizaram oito semanas de treinamento fisico apresentaram uma redugdo na
deposicdo de colageno quando comparado aos animais do grupo sedentario. Um dos
mecanismos que pode explicar os efeitos benéficos do treinamento fisico sobre a
deposicdo de colageno apds o IM estd na reducdo da ativacdo do SRAA. A ativacao
neurohumoral apds um evento cardiaco isquémico aumenta a producdo de Ang Il
pelos fibroblastos (Sun et al. 2009). A Ang Il exerce seus efeitos através de dois
subtipos de receptores, o AT1 e AT2, porém, com maior predominancia do AT1 (Dostal
et al. 1997). A acdo da Ang Il sobre o receptor AT1 nas células cardiacas leva ao
aumento na deposicdo de colageno por diferentes vias de sinalizacdo (Tziakas et al.
2003). Esses efeitos progridem com a reducdo dos hormonios ovarianos (Junior et al.
2012; Shlipak et al. 2001; Cavasin et al. 2004). A reducdo nos niveis circulantes de
estrogénio aumenta a producdo de Ang Il e Endotelina (ET-1) pelos fibroblastos, pelos
macréfagos e também pelo endotélio. Sua agdo mediante a ativagdo do fator de
Transformacdo de Crescimento B (TGF-B) estimula a produgcdao das metaloproteinases
de matriz, a transformacdo de fibroblasto em miofibroblasto, tendo como resultado
final a sintese dos colagenos do tipo | e lll (Pedram et al. 2010). Cabe salientar que o
coracdo de um adulto normal é formado por aproximadamente 2% a 4% de colageno,
o que lhe confere uma alta rigidez e resisténcia a tragdo, e, portanto, pequenas
alteragdes na sua composicdao pode afetar de maneira adversa a contratilidade

cardiaca, assim, quanto maior a concentracao de colageno, pior é a forca desenvolvida
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pelo ventriculo (Brower & Gardner, 2006). Um estudo conduzido por Wan et al. (2007),
avaliou os efeitos do treinamento fisico sobre o SRAA e sobre o processo de
remodelamento apds o IM. Os autores demonstraram que a realizagao do treinamento
fisico apds o IM em ratos machos pode reduzir os niveis circulantes da renina, enzima
conversora de angiotensina (ECA), Ang Il e aldosterona, associado a preservacdo da
funcdo cardiaca. Esses efeitos foram independentes do tempo de inicio de
treinamento fisico (1 ou 6 semanas apds o IM). Similarmente, Braith et al.(1999)
verificaram que 16 semanas de treinamento fisico é capaz de reduzir os niveis
circulantes de Ang Il em pacientes com insuficiéncia cardiaca apds o infarto do
miocardio. Importante ressaltar que embora ndo tenhamos avaliado os diversos
componentes do SRAA, a reducdo na expressdo do receptor AT1 em nosso estudo,
pode sugerir que o treinamento fisico tenha uma importante influéncia sobre a
reducdo da deposicdo de colageno. Ainda, demonstrando a importante influéncia do
receptor AT1 no processo de remodelamento, Ju et al. (1997) evidenciaram que, o

bloqueio do receptor AT1, estd associado a reducao da fibrose cardiaca apds o IM.

Como demonstrado no presente estudo, a reducdo na deposicdo de coldageno nos
animais treinados foi acompanhada do aumento da contratilidade (dP/dt+) e redugdo
da PDFVE. O aumento na deposicao de coldgeno contribui para o aumento da rigidez e
reducdo da complacéncia da camara ventricular (Brower & Gardner, 2006). Diante
disso, sua reducdao desempenha um papel vital na redu¢do do remodelamento adverso
apos o IM (Sun et al. 2009), fazendo com que ocorra a distribuicdo normal da forca de
contracdo durante o ciclo cardiaco (Tombe et al. 2011). Semelhante ao descrito por
outros autores (Sutton & Sharpe 2000; Ricardo et al. 2004; Zornoff et al. 2008),
observamos que a reducdo na deposicdo de coldgeno apds o IM teve importante
colaboracdo para a reducdo PDFVE, assim como, no aumento da contratilidade

ventricular (dP/dt+).

A cascata de ativacdo neurohumoral, como ja descrito anteriormente, quando ativado
cronicamente, exerce varios efeitos deletérios apds o IM, dentre eles, a hipertrofia
cardiaca (Crabos et al. 1994). Isso pode ser evidenciado quando Meggs et al. (1993) e
Smith et al. (2000) constataram um aumento na expressao do receptor AT1 apds o IM

ou a reducdo dos hormonios ovarianos, o que ocasionou um aumento na expressdo do
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receptor de endotelina do tipo B, resultando na hipertrofia miocardica. Além disso, o
aumento na densidade do receptor AT1 em fibroblastos de ratos adultos pode induzir
a hipertrofia e o remodelamento ventricular adverso (Crabos et al. 1994). Como
descrito por Komukai et al. (2010), a reducdo dos hormobnios ovarianos durante a
menopausa, leva a um aumento na expressao do receptor AT1. No presente estudo
observamos um aumento na area de secgdo transversa do midcito cardiaco no grupo
IM indicando hipertrofia. Essa hipertrofia pode ser explicada pela expressao
aumentada do receptor AT1 no ventriculo esquerdo desses animais. Porém, outros
fatores também podem contribuir para esse efeito, como a hipertrofia miocardica
compensatoria e a formacdo excessiva das espécies reativas de oxigénio (EROs),

conhecido como estresse oxidativo.

As alteracGes na tensdo da parede ventricular devido a excessiva dilatacdo da camara
cardiaca é considerada um mecanismo compensatério benéfico que tende a
normalizar ou diminuir o estresse da parede, porém pode contribuir para a dilatagdo
do ventriculo esquerdo e progressao da insuficiéncia cardiaca (Litwin et al. 1991). De
acordo com a Lei de Laplace o estresse na parede do ventriculo esquerdo é
proporcional a dimensdao da cavidade, e inversamente proporcional a espessura da
parede. Assim, o aumento na espessura da parede da camara cardiaca compensa as
alteragdes hemodinamicas associadas a dilatagdo da camara ventricular, tornando-se
um mecanismo de hipertrofia compensatdria. Diante desse fato, este pode também
justificar o aumento da area de seccdo transversa dos cardiomidcito apds o IM, que foi
revertido pelo treinamento fisico por meio da redugao na dilatagao evidenciado

indiretamente pela reducdo da PDFVE, refletindo na reducdo do estresse da parede.

O estresse oxidativo é definido como um desbalanco entre os sistemas préo e
antioxidante, de maneira que o primeiro predomina, causando dano celular via
aumento das EROS. As enzimas antioxidantes, tais como a SOD, Catalase e a GPx
desempenham um papel fundamental na manutencdo da homeostase das EROs (Touyz
et al. 2004). Apds o IM a producdo das EROs estdo marcantemente aumentadas (Sun
et al. 2009). Tem sido demonstrado que o complexo enzimatico da NADPH oxidase é
uma importante fonte na produgao de anion superdxido apds o infarto do miocardio e

gue contribui significativamente para o estresse oxidativo (Hafstad et al. 2013).
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Esse complexo, possui duas subunidades associadas a membrana, a gp91phox
(também conhecida por NOX2) e a p22phox, além de mais cinco subunidades que
regulam e organizam o acoplamento da enzima na membrana, aumentando a sua
atividade e produzindo constitutivamente anion superdxido (Lassegue et al. 2012). No
coracdo a gp91phox esta envolvida no processo de remodelamento apds o IM (Looi et
al. 2008). Tem sido demonstrado que a ativacdo do receptor AT1 via Ang Il no
cardiomidcito leva a um aumento na produgdo de anion superoxido mediante a
ativacdo da NADPH oxidase, induzindo a hipertrofia do cardiomidcito por mecanismo
dependente da ativagdo da Akt (Hafstad et al. 2013; Lasségue et al. 2012). Além disso,
0 aumento nos niveis de Ang Il induz a ativagdo da Racl (outra subunidade da NADPH
oxidase) em conjunto com a gp91phox, aumentando a producdo das EROs (Hingtgen et
al. 2006). O efeito pro-fibrético da ativagdo da via Ang II/AT1 é também mediado pela
gp91phox (Wilson et al. 2009). De forma geral, o aumento na expressao da gp91phox
pode ser acompanhado do aumento na geracdo das EROs, e esse, por sua vez, ativa as
metaloproteinases de matriz induzindo ao aumento na degradacdo da matriz
extracelular com consequente aumento na deposicdo de colageno, assim como, da
hipertrofia do cardiomidcito do ventriculo esquerdo (Hafstad et al. 2013; Sun et al.
2007). Observagdes feitas por Yung et al. (2011), mostraram que a deficiéncia dos
hormonios ovarianos em ratas ovariectomizadas aumenta a expressdao da ECA, do
receptor AT1 de Ang Il e da NADPH oxidase, essas alteragdes foram acompanhadas do
aumento do estresse oxidativo e reducdo na biodisponibilidade de éxido nitrico (NO)
(Yung et al. 2011). Cabe ressaltar que o estrogénio € um composto antioxidante, e que,
no entanto, a sua auséncia pode elevar os niveis das EROS e ocasionar um efeito
adicional apds o IM (Kim et al. 2006). Em nosso trabalho, o treinamento fisico reduziu a
expressdao da gp91phox nos animais OVX+IMg, como demonstrado anteriormente,
essa reducdo foi acompanhada da reducdo na deposicdo de colageno e da hipertrofia
do cardiomiécito. Um estudo conduzido por (Barbosa et al. 2012), demonstraram que
ratos obesos que fizeram um programa de treinamento durante 8 semanas tiveram
uma redugao na produgao de anion superdxido, acompanhado por um aumento na
atividade da SOD e glutationa peroxidase (GPx) no coracdo e aorta desse modelo

animal. Resultados semelhantes foram observados por Pinho et al. (2012), mostrando
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qgue diferentes protocolos de treinamento fisico reduziu a producdo de anion

superoxido em ratos machos apds IM.

Demonstramos em nosso estudo, que em paralelo a reducdo na expressdo da
gp91phox, ocorreu uma melhora do sistema enzimatico antioxidante, comprovado
pelo aumento na expressdo da catalase. Estudo recente em nosso laboratério
demonstrou que oito semanas de treinamento fisico de natagdo aumentou a
expressao da catalase em artéria corondria de ratas OVX (Claudio et al. 2013). Diante
disso, um possivel efeito antioxidante relacionado com o treinamento fisico é a maior
sensibilidade da catalase aos efeitos do treinamento fisico, colaborando assim, para os
efeitos cardiovasculares benéficos do treinamento fisico. Assim, um possivel efeito

antioxidante treinamento fisico poderia contribuir na explicacdo desses resultados.

Diante do exposto, acredita-se que a ativacdo cronica do SRAA parece ser um dos
principais componentes presente nas respostas patoldgicas do sistema cardiovascular
apo6s o IM e a reducdo dos hormonios ovarianos. (Sun et al. 2009; Pedram et al. 2010).
Em nosso estudo, ocorreu uma reducdo na expressao do receptor AT1 de Ang Il nos
animais que realizaram oito semanas de treinamento fisico apds o IM. DescricGes
semelhantes foram descritos por Liu et al. (2000), evidenciando que a pratica crénica
de exercicio é capaz de reduzir os niveis circulantes de Ang Il em coelhos com
insuficiéncia cardiaca cronica. Além disso, camundongos que realizaram 8 semanas de
corrida apresentaram uma reducdo nos niveis de Ang ll, assim como reducdo na
atividade da ECA. Em conjunto, esses dados fornecem evidéncias de que a reducdo na
ativacdo do SRAA no coracdo explica, em parte, os efeitos benéficos do treinamento

fisico sobre a funcdo cardiaca (Brum et al. 2011).
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7. Conclusdo

Concluimos nesse estudo que o treinamento fisico cronico na esteira melhora os
parametros funcionais cardiacos em ratas ovariectomizadas apdés o IM. Nossos
resultados demonstram que esses efeitos estdo associados com a redugdo da
expressao do receptor AT1, da gp91phox, assim como, o aumento da expressao da
enzima antioxidante catalase, no coracdo, provavelmente contribuindo de forma
positiva na reducdo dos efeitos deletérios do estresse oxidativo. Esses dados reforcam
a importancia do treinamento fisico apdés o IM como um alvo terapéutico para o
restabelecimento da funcdo cardiaca, tendo em vista que mulheres infartadas exibem

um pior progndstico quando estdo no periodo pds-menopausa.
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