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RESUMO

As doencgas cardiovasculares representam uma grande fonte de morbidade e
mortalidade na maioria dos paises industrializados. Em mulheres no periodo poés -
menopausa essas doengas permanecem como a principal causa de morte. Com a
diminuicdo na producao dos estrogenos, observa-se o aparecimento e a elevagéo de
varios fatores que podem aumentar o risco de desenvolvimento dessas doencas.
Dentre esses fatores, o estresse oxidativo tem se destacado como um importante
mediador com significativa contribuicdo na fisiopatologia de varias doengas, como a
hipertensdo, a aterosclerose e a disfungcdo endotelial. Estudos experimentais e
clinicos demonstram um aumento marcante nos biomarcadores de estresse
oxidativo apds a menopausa. Apesar de varios trabalhos experimentais relatarem
efeitos benéficos da reposicdo hormonal com estrogénio (E2) na redugéo do risco
cardiovascular, os resultados de estudos clinicos ainda estdo longe de serem
conclusivos sobre o uso dessa terapia como indicagao exclusiva de previnir e tratar
as doengas cardiovasculares. Nesse contexto, modificagdes no estilo de vida se
fazem necessarias, como a incorporagdo da pratica regular de exercicios fisicos.
Muitos estudos tém demonstrado que o exercicio fisico pode influenciar
positivamente sobre os principais fatores de risco cardiovascular, inclusive em
mulheres na pés-menopausa. O objetivo do presente estudo é analisar os efeitos do
treinamento fisico crénico através da natagao e da terapia estrogénica na reatividade
vascular do leito coronariano de ratas ovariectomizadas, e o papel da expressao de
enzimas antioxidantes nessas respostas. Os experimentos foram conduzidos com
ratas ovariectomizadas, divididas aleatériamente em cinco grupos: SHAM,
ovariectomizadas (OVX), ovariectomizadas tratadas com E2 (OTRH),
ovariectomizadas treinadas (OEX) e ovariectomizadas tratadas com E2 mais
exercicio fisico (OTREX). A reposicdo com E2 foi feita através de inje¢des s.c.
contendo 5 ug de 173-Estradiol trés vezes por semana. O treinamento foi conduzido
através do treinamento continuo de natagao, por sessenta minutos diarios e cinco
vezes por semana. Tanto a terapia quanto o treinamento iniciaram-se sete dias apos
a ovariectomia e tiveram duracdo de oito semanas. Quarenta e oito horas apos a
ultima sessédo de treinamento e/ou tratamento, as ratas foram sacrificadas para
realizacdo de dois protocolos distintos de analise. Para o estudo funcional com
coragao isolado, avaliou-se os efeitos dos tratamentos sobre a resposta
vasodilatadora mediada pela bradicinina, e para a avaliagdo da expressao proteica
das enzimas antioxidantes foi realizada a dissec¢cdo das artérias coronarias. Os
resultados encontrados, demonstram que o exercicio e o E2 podem influenciar
positivamente sobre a composigcao corporal. A resposta vasodilatadora foi melhorada
em todos os grupos comparados ao OVX na maior concentragao (1000 ng), porém
foi mais pronunciada no grupo OEX, onde foi significativamente maior nas trés
maiores concentracdes. Em relagdo as enzimas antioxidantes, a SOD-1 aumentou
nos trés grupos experimentais em relagdo a OVX, a catalase aumentou somente no
grupo OEX comparado ao OVX, a glutationa peroxidase diminuiu em todos os
grupos comparados ao SHAM e a expressao da enzima eNOS foi significativamente
maior no grupo OEX em relagdo ao OTRH, enquanto que a de iINOS esteve
diminuida apenas no grupo OEX comparado ao SHAM. Portanto, de acordo com os
resultados desse estudo, pode-se concluir que tanto o treinamento fisico quanto a
reposicao com E2 exercem efeitos cardioprotetores, e a pratica regular do exercicio
pode ser uma excelente alternativa a terapia estrogénica em mulheres na pos-
menopausa.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases are a major source of morbidity and mortality in most
industrialized countries. In women in the postmenopausal period these diseases
remain the leading cause of death. With the decreased production of estrogens we
can observe the appearance and the rise of many factors which could increase the
risk of its development. Among these factors, the oxidative stress has been
highlighted as an important mediator with significant contribution in the
pathophysiology of many diseases, like hypertension, atherosclerosis and endothelial
dysfunction. Experimental and clinical studies show a markedly rise in the oxidative
stress biomarkers after menopause. Although many experimental works report
beneficial effects of hormonal replacement with estrogen (E2) in the reduction of
cardiovascular diseases risk, the results of clinical studies are so far to be conclusive
about the use of this therapy as exclusive indication to prevent and treat
cardiovascular diseases. In this context, lifestyle modifications are necessary, as the
incorporation of regular physical activity. Many studies have demonstrated that
physical training can positively influence on the main cardiovascular risk factors,
including in postmenopausal women. The aim of this study is to analyze the effects of
chronic physical training through swimming and the estrogen therapy in the vascular
reactivity of coronary bed of ovariectomized rats, and the role of antioxidant enzymes
expression in these responses. The female rats were divided in five groups following
ovariectomy: SHAM, ovariectomized (OVX), ovariectomized treated with E2 (OTRH),
Ovariectomized trained (OEX) and ovariectomized treated with E2 plus exercise
(OTREX). E2 replacement was performed by injection s.c. containing 5 pg of 17(3-
Estradiol, three times a week. The training was conducted by continuous swimming
training, sixty minutes daily and five times per week. Both training and therapy
started seven days after ovariectomy and lasted eight weeks. Forty eight hours after
the last treatment and/or training session, the animals were sacrificed to carry out two
different protocols of analysis. For the functional study with isolated hearts we
evaluated the effects of treatments on bradykinin-mediated dilation, and for the
assessment of antioxidant enzymes expression was performed dissection of the
coronary arteries. The results demonstrated that both exercise and E2 can modulate
the body composition. The endothelium-dependent vasodilator response was
improved in all groups compared to OVX in the highest concentration (1000 ng),
however, it was more pronounced in the OEX group which was significantly higher in
the three highest concentrations. In relation to antioxidant enzymes, SOD-1
increased in the three experimental groups compared to OVX. Catalase was
increased only in the OEX group compared to OVX and glutathione peroxidase
decreased in all groups compared to SHAM. The eNOS expression was significantly
higher in the OEX group in relation to OTRH, while INOS was decreased in this same
group compared to SHAM. Thus, according to the results of the present study, we
can conclude that both training and E2 treatment may play a role in the
cardioprotection and the practice of physical training can be a feasible alternative in
relation to estrogen therapy in post-menopausal women.
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1- INTRODUGAO

Atualmente, as doengas cardiovasculares (DCV) representam a principal causa de
morbidade e mortalidade, bem como uma grande fonte de incapacidade na maioria
dos paises industrializados (Mericli et al, 2003; Xu et al, 2004). Neste contexto, a
doenca arterial coronariana (DAC) é a principal responsavel pelas mortes

relacionadas as DCV entre mulheres (Maturana et al, 2007).

De acordo com a | Diretriz Brasileira sobre Prevencao de Doencgas Cardiovasculares
em Mulheres Climatéricas da Sociedade Brasileira de Cardiologia (2008), apesar de
a maior preocupacao nas mulheres apos a menopausa em termos de mortalidade
ser o cancer de mama, sabe-se que no Brasil, as doengas cardiovasculares ainda
representam a principal causa de morte, com indices em torno de 53% comparados

aos 4% atribuidos ao cancer de mama.

A menopausa, que ocorre em média em torno dos 50 anos de idade, é definida pela
Organizacdo Mundial de Saude, como a cessagao permanente da menstruacao,
como resultado da perda da funcgao folicular ovariana ou da remogao cirurgica dos
ovarios (ooforectomia), que resulta em uma queda abrupta nos niveis de estrégenos
(Maturana et al, 2007; Sanchez-Rodriguez, 2012). Em decorréncia dessas
alteragbes, estudos observacionais e experimentais relatam uma variedade de
efeitos adversos para o organismo feminino que sdo ocasionados pela deficiéncia
dos estrégenos, principalmente o 17@-Estradiol (E2). Dentre eles, os principais
incluem sintomas vasomotores (fogachos), atrofia urogenital, declinio cognitivo,
diminuicdo do condicionamento fisico aerdbio, forca muscular e densidade mineral
0ssea, aumento do peso corporal e o risco de desenvolvimento de doengas crbnico
degenerativas, como o diabetes do tipo Il, a osteoporose e a doenga de Alzheimer
(Spritzer e Wender, 2007; Irigoyen et al, 2005), além do aumento dos biomarcadores
para DAC como a proteina C-reativa, citocinas inflamatérias e dos biomarcadores de

estresse oxidativo (Reckelhoff, 2006).

De maneira geral, as mulheres tém uma expectativa de vida média maior comparada
a a meédia masculina (White, 2002). Uma das possiveis razbes para essa
discrepancia parte da observagao de que as mulheres no periodo fértil tem baixo

risco e incidéncia de DCV , bem como relativa cardioprotecao quando comparado



18

aos homens da mesma idade (Florian et al, 2004; Kang et al, 2011; Vassale et al,
2009; White, 2002). No entanto, essa protegao € gradualmente perdida apos a
menopausa, igualando ou excedendo os riscos observado nos homens (White,
2002; Kang et al, 2011).

Apesar do periodo da menopausa coincidir com um momento em que as mulheres
se encontram em idade mais avangada, o qual ja se constitui como um fator de risco
para DCV, existem inumeras evidéncias na literatura, de que as diferengas entre os
géneros e entre os periodos pré e pds-menopausa estejam relacionados
principalmente aos horménios sexuais, particularmente ao E2. Essa suposicéo
ocorre devido a observagdao de que biomarcadores importantes para o risco
cardiovascular estdo aumentados mesmo em mulheres jovens que foram

submetidas a ooforectomia bilateral.

Analisando essa questao, Verhoeven et al (2009) estudaram alguns dos parametros
séricos para o risco de DAC em mulheres que se encontram na menopausa
fisiolégica, e as que foram submetidas a ooforectomia bilateral. Os autores
verificaram que as concentragbes de dimetilarginina assimétrica (ADMA), um inibidor
enddégeno da oxido nitrico sintase, da leptina, da homocisteina, do colesterol total
(CT) e de sua fracdo de baixa densidade (LDL), estavam aumentados de maneira

similar por ambos os tipos de menopausa.

Dentre os principais fatores que aumentam o risco para DCV apds a menopausa, as
espécies reativas de oxigénio (EROS) é um dos que estdo em evidéncia nos ultimos
tempos, visto que, varias condigdes fisiopatolégicas sdo associadas ao aumento na
producgéo dessas especies. Em um estudo recente, Sanchez-Rodriguez et al (2012)
associaram o aumento da produgdo das EROS com a deplecdo estrogénica em
mulheres, e, concluiram que a menopausa € um fator de risco para o estresse

oxidativo e consequentemente, para o desenvolvimento de DCV.

Em estudos experimentais realizados com ratas ovariectomizadas (OVX), que sao
utilizadas como modelo de menopausa, observa-se que a diminuigdo na
concentragdo de E2 pode reduzir a biodisponibilidade de um importante fator
vasodilatador, o éxido nitrico (NO). A redugdo na produgdo dessa molécula pode
gerar uma série de efeitos deletérios sobre o sistema vascular. Kang et al (2011),
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demonstraram, em arteriolas coronarianas de ratas OVX e com idade avangada,
uma diminuigdo na vasodilatacdo dependente do endotélio induzida por fluxo com
reducao na producao de NO. Esse efeito foi associado a uma redugao na expressao
da enzima antioxidante superdxido dismutase citosdlica (SOD-1), e consequente

aumento no estresse oxidativo.

Wassman et al (2001) verificou na aorta de ratas OVX espontédneamente hipertensas
(SHR), que a deficiéncia estrogénica aumentou a produgdo de EROS, com um
aumento na vasoconstricdo induzida por angiotensina Il (Angll). Observagdes
similares foram feitas no estudo de Yung et al (2011), com ratas normotensas, na
qual a OVX aumentou a expressdo da enzima conversora de angiotensina (ECA),
aumentou na produgdo de Angll na aorta e também dos receptores AT da
angiotensina I, paralelamente a um aumento na expressao das subunidades
gp91phox e p22phox da NAD(P)H oxidase, ocasionando dano celular oxidativo,
indicado pelo aumento do conteudo de nitrotirosina.

Como consequéncia dessas alteracbes, houve um aumento na vasoconstricdo
induzida por Angll e piora na vasodilatagdo dependente de NO, ocasionada
possivelmente por disfuncdo endotelial. Esse fendmeno se refere a um estado
fisiopatolégico no qual as fungdes homeostaticas das células endoteliais estédo
alteradas promovendo vasoespasmo, trombose, aumento na camada intima
vascular e inflamagdo (Nedeljkovic et al, 2003), resultando em prejuizo na
vasodilatacdo dependente do endotélio, principalmente pela diminuicdo na
biodisponibilidade de NO, e portanto, € considerado um fator chave para o
desenvolvimento de DCV (Frey et al, 2009).

Portanto, através dos resultados dos estudos mencionados acima, pode-se reforcar
que a deficiéncia estrogénica é um fator de grande importancia para o aumento no
risco cardiovascular observado apds a menopausa, e o0 estresse oxidativo

provavelmente exerce um papel de grande importancia nesse processo.

As EROS sao produzidas naturalmente no organismo através de processos
metabdlicos oxidativos (Schneider e Oliveira, 2004), e exercem influencia sobre

varios processos fisiolégicos como no sistema de defesa imunoldgico, inflamagéo,
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biossintese hormonal, fertilizagdo, sinalizagdo celular, entre outros (Paravicini e
Touyz, 2008; Elahi et al, 2009).

Essas espécies sdao compostos quimicos que compreendem dois principais grupos.
Um deles sdo os radicais livres (RL), como o anion superéxido (O3’), radical hidroxil
(OH"), radicais lipidicos (ROO") e o 6xido nitrico (NO), sendo definido como qualquer
espécie capaz de existéncia independente (por isso chamado de “livre”) que contém
um ou mais elétrons desemparelhados, que o torna altamente instavel e reativo
(Halliwell, 2006). O outro grupo, é composto pelos derivativos de oxigénio nao
radicais, como o peréxido de hidrogénio (H20;), peroxinitrito (ONOQO’) e o acido
hipocloroso (HOCL), que sdo menos reativos, mais estaveis e com meia-vida maior
do que os RL, porém, possuem efeitos oxidantes e contribuem para o estresse
oxidativo (Elahi et al, 2009; Paravicini e Touyz, 2008)

A espécie precursora, o anion superéxido (O;’), pode ser gerada por diversas fontes
a partir do oxigénio molecular, que incluem a cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial, as enzimas xantina oxidase, Oxido nitrico sintase desacoplada,
ciclooxigenase e lipoxigenase, citocromo p450, NAD(P)H oxidase, mieloperoxidase e
hemoproteinas (Cai e Harrison, 2000; Elahi, 2009; Frey et al, 2009).

O O pode ser convertido em perdxido de hidrogénio (H,O,) espontaneamente em
baixo pH, ou pela agdo da enzima superéxido dismutase (SOD), formar peroxinitrito
(ONOOQO") quando reage com NO, e pode também formar o RL com maior reatividade
nos sistemas biolégicos, o radical hidroxil (OH") através da reagdo de Haber-Weiss
quando reage com H,0,. O H,O,, através da reagao descrita por Fenton, ainda pode
formar OH" quando reage com metais de transi¢cdo, geralmente ferro ou cobre
(Schneider e Oliveira, 2004; Frey et al, 2009).

Nas células vasculares, a principal fonte de EROS ¢é o sistema da NAD(P)H oxidase
(Elahi et al, 2009; Frey et al, 2009). Esse sistema cataliza a redugéo do oxigénio
molecular utilizando NADH ou NADPH como doadores de elétrons, sendo nessas
células uma fonte constitutiva de superoxido (Nedeljokovic et al, 2003). Os principais
estimulos para sua ativagdo sao os fatores de crescimento (PDGF, EGF, TGF-B),
citocinas (TNF-a, IL-1), fatores mecanicos (shear stress), fatores metabdlicos

(hiperglicemia, hiperinsulinemia, etc), hipoxia, agonistas acoplados a proteina G
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(serotonina, bradicinina, endotelina), além da angiotensina Il através do receptor AT
que € um importante e potente regulador (Paravicini e Touyz, 2008; Frey et al,
2009).

NAD(P)H
Oxidase

P450
[ Mono-oxygenase ] [ i b ]

Figura 1: Principais vias de formagéao das EROS no sistema vascular. Extraido de Paravicini
e Touyz (2008).

O estresse oxidativo é definido como um desequilibrio entre os sistemas pro e
antioxidantes, de maneira que o primeiro predomine, gerando toxicidade celular pela
formacao excessiva de EROS (Halliwell, 2006; Schneider e Oliveira, 2004). Esse
fendbmeno resulta em varios processos danosos a célula, oxidando macromoléculas
como o DNA, proteinas, carboidratos e lipideos de membrana, podendo levar a
diversas alteragcbes na fungao celular (Cai e Harrison, 2000), e ainda é considerado
um mecanismo chave na patogénese da aterosclerose, promovendo a disfungao
endotelial, a proliferagdo e apoptose das células do musculo liso vascular (CMLV) e,
supostamente, a desestabilizagdo das placas ateroscleroéticas (Strehlow et al, 2003).

Na doencga vascular, o estresse oxidativo contribui de maneira marcante para a
disfuncédo endotelial de maneira que ha uma diminuicdo da biodisponibilidade do NO
tanto pela sua inativacdo oxidativa pelo O," (formando ONOO’) quanto pelo
desacoplamento da enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), que no lugar do
NO passa a produzir O," contribuindo para o aumento do estresse oxidativo

(Fostermann, 2010). Ainda, também foi evidenciado que essas espécies exercem
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fungcbes como sinalizadores intracelular, o qual sio responsaveis pela indugdo do
fatores de transcrigdo, como o fator de transcrigdo nuclear kappa B (NFkB) e AP-1.
O NFkB é expresso em células endoteliais e nas CMLV e sua atividade é regulada
de maneira redox-sensivel mediada principalmente por H;O, (Frey et al, 2009;
Ungvari et al, 2007). Sua ativagéo induz a transcricdo de uma variedade de genes
responsaveis pela inflamagao vascular, como das citocinas pré-inflamatérias (TNF-q,
IL-18, IL-6) e moléculas de adesédo celular (ICAM e VCAM), portanto, sua

estimulacao crénica pode predispor a aterosclerose (Ungvari et al, 2007).

O ONOQO', além de diminuir diretamente a biodisponibilidade de NO, pode contribuir
para a fisiopatologia vascular através do aumento da expressdo de moléculas de
adesao e quebra do glicocalice endotelial, aumentando a adesdo de neutrdfilos,
inibindo canais de potassio voltagem dependente e ativado por calcio em arteriolas
coronarias, inibindo a prostaciclina sintase vascular, e, dependendo do ambiente
celular, estimulando ou inibindo a agregacéo plaquetaria, além de mediar a oxidagéo
de cofatores, como a tetrahidrobiopterina, que é a principal causa de
desacoplamento da eNOS (Pacher et al, 2007). A reacao entre O," e NO ocorre a
uma velocidade extremamente rapida de 6.7x10° mol/l"'s™, sendo cerca de trés
vezes mais rapida que a velocidade de reagdo com a SOD (Cai e Harrison, 2000),
demonstrando que para a manutencao do equilibrio nas concentragcées de EROS, é
necessario manter também o equilibrio do sistema antioxidante, a fim de se evitar o

estresse oxidativo e os danos consequentes a célula.

Os mecanismos celulares antioxidantes podem ser divididos em enzimatico e nao-
enzimatico. As principais enzimas antioxidantes vascular, dentre outras, sdo a
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx)

(Paravicini e Touyz, 2008).

Em mamiferos, trés isoformas da SOD foram identificadas: a citoplasmatica CuZn-
SOD (SOD-1), a mitocéndrial Mn-SOD (SOD-2) e a extracelular CuZn-SOD (SOD-3
ou ecSOD). Essas trés isoformas catalizam a mesma reagdo, a dismutagdo do O,
em H,O,, que posteriormente é convertido em H,O e O, pelas enzimas peroxidases
CAT e GPX. Portanto, essas enzimas evitam o acumulo de O," e H;O; na célula,
prevenindo a formacdo do OH’ contra o qual ndo existe um sistema enzimatico de
defesa (Schneider e Oliveira, 2004).
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O sistema n&o-enzimatico compreende moléculas sintetizadas enddgenamente
como a bilirrubina, ceruloplasmina, hérmonios sexuais, melatonina, coenzima Q,
acido urico, além de outras que s&o ingeridas através da dieta ou pela
suplementagdo, como o acido ascérbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), B-
caroteno (precursor da vitamina A) e grupos fendlicos de plantas (flavondides)
(Schneider e Oliveira, 2004).

Dentre os hormdnios sexuais, os estrégenos também s&o considerados como
compostos antioxidantes, desde que a presenca de um anel fendlico na posi¢cao A
de suas estruturas quimica, permite a esses hormdnios atuarem como scavenger de

radicais livres e previnir o dano oxidativo (Sanchez-Rodriguez et al, 2012).

As acdes biologicas dos estrégenos, cujo mais potente € o 17B-estradiol (E2), sédo
mediadas por duas isoformas distintas de receptores nucleares (ERa e ERB) que
sdo amplamente distribuidos nos tecidos, incluindo o sistema cardiovascular (Bolego
et al, 2006). Na parede vascular, os ERs sdo expressos em todos seus
componentes, no endotélio, nas CMLV e na camada adventicia (Ross et al, 2008).
Esses receptores sdo definidos como fatores de transcrigdo ativados por ligantes e
sua ligacdo com o E2 resulta em sua translocagdo para o nucleo, dimerizagéo e
recrutamento de cofatores, alterando a transcricdo de genes (Murphy, 2011). Sua
atividade transcricional ocorre diretamente através da ligagdo no DNA com
elementos especificos de resposta estrogénica (ERE), indiretamente por alterar a
atividade de outros fatores de transcricdo (ex. AP-1, NFkB), ou de maneira
independente do ligante (ex. fatores de crescimento), mediante fosforilagdo em

residuos especificos de serina. (Bolego et al, 2006; Murphy, 2011).

Esses receptores ainda exercem fungdes ndo gendmicas quando associados a
membrana plasmatica, como por exemplo, o ERa pode sofrer palmitoilagdo no

residuo de cisteina 447, que leva a sua associagdao com a caveolina (Murphy, 2011).

Mais recentemente, foi identificado um receptor de membrana acoplado a proteina
G (GPR 30), com alta afinidade pelo estrogénio (Deschamps e Murphy, 2009).
Verificou-se que, esse receptor é expresso em todos os tecidos responsaveis pela
regulacao integral do sistema cardiovascular, incluindo o endotélio e as células do

musculo liso vascular (Lindsey e Chappell, 2011). Estudos avaliando o papel
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vascular desse receptor verificaram que, a infusdo de um agonista seletivo para
GPR30 (G1) causa vasodilatagdo em anéis de artéria coronaria epicardica de porcos
(Meyer et al, 2010). Em ratos normotensos, esse agonista causou a diminuicdo da
pressao arterial (PA), assim como, vasodilatacdo em artérias mesentéricas pré-
contraidas de ratos e artéria mamaria interna humana (Haas et al, 2009). Um dos
mecanismos associados a vasodilatacdo é descrito por Yu et al (2011), que
verificaram que a estimulagcdo desse receptor diretamente sobre o musculo liso
vascular causa a abertura de canais de potassio de alta condutancia estimulados por
Ca?* (BKca). Além disso, observou-se ainda um aumento significativo de gordura
visceral em camundongos com delecdo génica para esse receptor (Haas et al,
2009), sugerindo que esses receptores possuem um papel importante na regulagéao
da PA, no controle do ténus vascular e também na obesidade quando estimulado
por E2. A figura 2 demonstra as principais vias de sinalizagao intracelular genédmica
e ndo-gendmica dos receptores de estrogénio.

A expressédo vascular desses receptores parece ser regulada diferencialmente tanto
pela concentragdo plasmatica do horménio (E2), assim como por estados

patolégicos.

Pinna et al (2008), observaram que apos a ovariectomia ocorre uma diminuigdo na
expressao de ERa, reestabelecida com a reposicdo de E2, assim como, foi
observado por Gavin et al (2009) em células endoteliais de mulheres saudaveis apos
a menopausa. Nesse estudo, os autores compararam também a expressao desse
receptor em diferentes fases do ciclo menstrual, que se relacionou diretamente com
o periodo do ciclo com maior concentracdo de E2, na fase ovulatéria tardia. Em
estudo com cultura de célula endotelial de ovinos, a expressdo de ERa aumentou
significativamente apds longo periodo de incubacgéo (6 horas) com E2, em contraste
ao ERB que teve sua expressdo diminuida, sugerindo que as isoformas séao
reguladas diferencialmente pelo hormdnio, e seu padrdao de expressdo é
responsavel pela modificacdo das agdes do mesmo sobre o endotélio vascular
(Ihionkhan et al, 2002).

A presenca de doencas vasculares também é outro fator que pode alterar de
maneira consideravel a expressdo dos ER na parede vascular. Nakamura et al

(2004) encontraram uma redugdo significativa na expressdo de RNAm dos dois
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subtipos de ER na aorta de mulheres em estagio avangado de doencga
aterosclerdtica comparadas com mulheres em estagio moderado, indicando que o
dano da parede arterial pode também danificar e regular para baixo os ER na pos
menopausa. Em artéria aorta de ratas fémeas hipertensas, foi verificado uma leve
reducdo, que ndo foi estatisticamente significativa, na expressdo de ambos os
receptores nos animais mais velhos, sugerindo que talvez ndo seja somente a
quantidade do receptor que esteja alterada nessa condi¢do, mas também o

mecanismo de sinalizagdo pds-receptor (Wynne et al, 2004).

Figura 2: Mecanismo de acgéo celular gendmico promovido pelos receptores de estrogénio:
Apos sua ligacao com E2 e translocagao para o nucleo, ER forma um dimero resultando no
recrutamento de coreguladores (ndo demonstrado) e se liga aos elementos de resposta
estrogénica (ERE) no DNA (A), ou com outros fatores de transcri¢ao (TF) - (B). ER pode ser
ativado também de maneira independente do ligante, através da sinalizagdo dos receptores
de membrana e de fatores de crescimento que sdo acoplados a enzimas quinase (C e D).
Extraido de Murphy (2011).

Embora ainda ndo se tenha elucidado completamente os mecanismos de acédo dos
seus receptores e sua regulagdo sobre o sistema cardiovascular, o fato € que
verifica-se em diversos estudos, que o E2 pode exercer varios beneficios para o

sistema cardiovascular.

Foi demonstrado que o tratamento com E2 pode prevenir o aumento da pressao
arterial de ratas normotensas (Hernandez et al, 2000) e hipertensas (Silva-Antonialli
et al, 2004), regular o tbnus vascular coronariano (Santos et al, 2004), melhorar a
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vasodilatagdo dependente do endotélio mediada por fluxo (LeBlanc et al , 2009;
Kang et al, 2011) e a resposta vasodilatadora aguda induzida pela bradicinina em
artéria coronaria isolada de humanos (Barton et al, 1998), melhorar o perfil lipidico
(Weigt et al 2012), prevenir o desenvolvimento de lesdes ateroscleréticas em
camundongos com delegao génica para o receptor de apolipoproteina E (ApoE KO)
(Elhage et al, 1996; Bourassa et al, 1997), diminuir a produc&o de endotelina-1 em
células endoteliais humanas (Wingrove e Stevenson, 1997; Bilsel et al, 2000), de
citocinas pro-inflamatérias (Ray et al, 1997; Arenas et al, 2006), assim como, a
expressao do receptor AT da angiotensina Il (Silva-Antonialli et al, 2004), que € um
potente regulador da NAD(P)H oxidase.

O aumento na producao de NO &, provavelmente, o principal fator responsavel pelos
beneficios cardiovasculares do E2, uma vez que esses hormbnios sdo conhecidos
por aumentar a expressao da eNOS e também por ativar agudamente a sinalizagao
da via da fosofatidil inositol 3-quinase (PI3K), levando a fosforilagdo e ativacéo
dessa enzima (Murphy, 2011). De fato, a grande maioria dos trabalhos que
avaliaram os efeitos do tratamento crénico com E2 ou com moduladores seletivos de
receptores de estrogénio (SERMs), ou ainda, que avaliaram os efeitos agudos do E2
e de seus agonistas seletivos, relataram melhora da vasodilatagdo dependente do
endotélio, com consequente aumento na produgdo de NO (Hernandez et al, 2000;
Bolego et al, 2005; LeBlanc et al, 2009; Kang et al, 2011; Moraes et al, 2011) .

Os estrogenos podem ainda aumentar a biodisponibilidade de NO sem aumentar a
expressao e/ou atividade da eNOS, mediante suas propriedades antioxidantes.
Nessa linha, estudos demonstraram que o E2 pode regular a expresséo génica de
enzimas antioxidantes. O estudo de Kang et al (2011), mostrou em arteriolas
coronarianas que o tratamento com E2 aumentou a expressdo da SOD-1, porém,
nao exerceu qualquer efeito sobre a expressao da catalase. Strehlow et al (2003)
demonstraram in vivo e in vitro que o E2 pode aumentar a expressao proteica e do
RNAmM das isoformas da enzima superoxido dismutase mitocondrial e extracelular

(SOD-2 e 3 respectivamente), além da atividade dessa enzima.

Conforme exposto acima, pode-se verificar que varios estudos experimentais
demonstram que o E2 pode influenciar positivamente a saude cardiovascular.

Porém, os resultados dos grandes estudos clinicos como o Women Health Initiative
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(WHI) e o Heart and Estrogens/Progestin Replacement Study (HERS), que avaliaram
no ambito da prevencgao primaria e secundaria respectivamente, desapontaram em
nao demonstrar beneficios da terapia de reposi¢gdo hormonal sobre os eventos
cardiovasculares (Bolego et al, 2006). Contudo, deve-se deixar claro que esses
estudos tiveram uma série de limitagdes metodologicas, e seus resultados devem
ser interpretados com cautela. Portanto, muitos estudos ainda deverdo ser
conduzidos a fim de se elucidar completamente o papel desses hormonios sobre a

saude cardiovascular.

Nesse contexto, modificacées no estilo de vida e inclusdo de habitos saudaveis
como dieta balanceada e a pratica regular de exercicios fisicos se fazem necessario

para diminuir o risco de doengas cardiovasculares na mulher apés a menopausa.

A pratica sistematica da atividade fisica esta associada a inumeros beneficios ao
sistema cardiovascular. Tem sido bem estabelecido que as pessoas que praticam
exercicios fisicos aerdbicos regularmente se beneficiam de baixo risco
cardiovascular e melhor qualidade de vida do que aqueles que sdo sedentarios
(Souza-Rabbo et al, 2004). O exercicio pode também influenciar positivamente os
mais diversos fatores de risco para doengas cardiovasculares, como a hipertensao,
diabetes mellitus, obesidade, hiperlipidemia e disfungcdo endotelial (Okabe et al,
2007), portanto, a atividade fisica é recomendada ndo somente para fins
preventivos, mas também como um agente terapéutico, associada ou ndo a terapia

farmacolégica (Zanesco e Zaros, 2009).

Um dos efeitos benéficos do exercicio consiste em sua eficiéncia em modificar
positivamente a composi¢ao corporal. Estudos clinicos e experimentais, inclusive em
condigdes de deficiéncia estrogénica, relatam que o exercicio é capaz de previnir o
ganho excessivo de gordura, assim como, alterar o seu padrao de distribuicdo
(Genazzani e Gambacciani, 2006; Velthuis et al, 2009).

Em estudos com ratas OVX, tanto o exercicio fisico aerdbio (Pighon et al, 2011),
como o exercicio resistido (Corriveau et al, 2008) praticados de maneira cronica,
foram capazes de reduzir a gordura visceral associados com uma diminuicdo na
expressédo de enzimas lipogénicas e de marcadores inflamatorios, semelhante aos
resultados da terapia estrogénica, podendo-se concluir que o exercicio pode exercer

efeitos estrogénicos quando esse esta diminuido.
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Além da composicdo corporal, estudos conduzidos com ratos hipertensos,
demonstram que o exercicio pode reduzir a pressao arterial (PA) sistémica. Em ratos
SHR, Rossoni et al (2011) demonstraram que o treinamento de baixa intensidade foi
suficiente em promover a redugédo da PA e da frequéncia cardiaca, associado com a
reversdo de fatores associados a hipertensdo como a hipertrofia ventricular
esquerda e a fragdo de colageno miocardico. Endlich et al (2011), verificaram que a
PA de ratos SHR diminuiu em resposta tanto ao treinamento de corrida quanto ao de
natacdo, esse, que no entanto, € associado a um aumento na concentragao

plasmatica do peptideo atrial natriurético.

O exercicio fisico crénico ainda reduz a severidade de lesbes ateroscleréticas em
camundongos com delegcdo do gene para a apolipoproteina E (ApoE KO) por
melhorar o sistema antioxidante e aumentar a produgédo de NO (Shimada et al, 2007,
Okabe et al, 2007), aumenta o fluxo sanguineo coronariano e sua densidade capilar
(Roque et al, 2011) e suprime a inflamagao subclinica (Brandt e Pedersen, 2010).
Em ratas OVX, o treinamento fisico foi capaz de reverter a rigidez arterial, reduzir os
niveis vasculares de endotelina-1 e previnir a diminuicdo de NO (Park et al, 2008).
Em humanos, o exercicio modificou o perfil inflamatério de pacientes com DAC para
um perfil antiinflamatério (Goldhammer et al, 2005) e reduziu os niveis de glicose,
colesterol LDL e marcadores especificos de estresse oxidativo em mulheres na
menopausa (Karolkiewcz et al, 2009).

Muitos séo os relatos sobre os efeitos benéficos da pratica regular do exercicio fisico
sobre os principais fatores de risco responsaveis pelo desenvolvimento de DCV,
assim como, sao os trabalhos experimentais que avaliaram a terapia estrogénica. No
entanto, ainda sédo poucos os estudos conduzidos no sentido de avaliar os efeitos
vasculares do exercicio fisico em condicdo de deficiéncia estrogénica, como no
periodo pés-menopausal. Assim sendo, ainda ndo temos conhecimento de um
estudo que avaliou os efeitos crénicos do exercicio fisico sobre a circulagao

coronariana de ratas OVX.

A hipotese do presente estudo é que o exercicio fisico praticado de maneira crdnica,
possa previnir a disfungao endotelial que € observado em a ratas OVX e melhorar a
reatividade vascular coronariana, da mesma maneira que € observado nos estudos

com reposicao de E2. Como em estudos com outros modelos relatam que o
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exercicio fisico pode atuar melhorando o sistema antioxidante, acreditamos que
esse seja um dos possiveis mecanismos responsaveis pela melhora da reatividade

vascular.

Ademais, analisar as respostas adaptativas ao exercicio fisico pode contribuir para
que esse se justifigue como uma importante alternativa terapéutica contra as
alteracgdes cardiovasculares que sdo geradas com a diminui¢do na produgéo desses
horménios. Levando em consideragdo que a expectativa de vida hoje é maior, e que
as mulheres passam cerca de um terco de suas vidas nesse periodo, estudos nessa

direcédo visam colaborar para que essa populagao envelhega com qualidade de vida.
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2- OBJETIVOS

2.1- Objetivo Geral

Analisar os efeitos do treinamento fisico crénico com natagdo e da terapia
estrogénica sobre a reatividade vascular no leito coronariano de ratas

ovariectomizadas e o papel da expressao das enzimas antioxidantes.

2.2- Objetivos Especificos

e Avaliar os efeitos do treinamento fisico e da terapia estrogénica sobre o peso

€ a composigao corporal de ratas ovariectomizadas;

e Avaliar os efeitos do treinamento fisico e da terapia estrogénica sobre a

reatividade vascular coronariana endotélio-dependente;

e Analisar os efeitos do treinamento fisico e da terapia estrogénica sobre a
expressao das enzimas antioxidantes (SOD-1, SOD-2, Catalase e Glutationa

Peroxidase) em artérias coronarias de ratas ovariectomizadas;

e Analisar os efeitos do treinamento fisico e da terapia estrogénica sobre a
expressdo das isoformas endotelial e induzida da oxido nitrico sintase (eNOS
e iNOS).
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- Animais Experimentais

Foram utilizadas para esse trabalho 120 ratas fémeas Wistar (Rattus Norvegicus
Albinus), com 8 semanas de idade e peso corporal entre 225 e 240 gramas. Os
animais foram fornecidos pelo Biotério Central de Pesquisa do Programa de Pés-
Graduacdo em Ciéncias Fisiolégicas da Universidade Federal do Espirito Santo
(UFES). O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas

com Animais do Centro Biomédico da UFES sob parecer numero 024/2011.

Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas (n=5), com livre acesso a agua e
racao (Purina Labina), sob condi¢des de temperatura (22-24°C), e umidade (40-
60%) controladas. O ciclo de luz foi regulado para periodos de 12/12 horas

alternando entre claro e escuro.

3.2- Grupos Experimentais

Foram realizados dois estudos separados. Para os dois estudos, os animais
passaram exatamente pelos mesmos procedimentos durante 0 mesmo periodo de
tempo. No entanto, os animais do primeiro estudo foram utilizados para a coleta das
artérias coronarias (dissecg¢ao) para a analise molecular (expressao das enzimas), e
do segundo, para o estudo funcional com coragao isolado. Apés o procedimento

cirurgico, os animais foram divididos aleatoriamente em cinco grupos:

1- SHAM
2- Ovariectomizadas (OVX)
Ovariectomizadas tratadas com E2 (OTRH)

A W
1 1 1

Ovariectomizadas tratadas com E2 e exercicio fisico (OTREX)

5- Ovariectomizadas e exercicio fisico (OEX)

3.3- Protocolo Experimental

e Ovariectomia.
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e Recuperagao da cirurgia (7 dias).

e Periodo de adaptacao ao treinamento (5 dias).

e Treinamento fisico (natagdo) durante 8 semanas e/ou terapia de reposi¢cao
estrogénica.

e Sacrificio dos animais para dissecgédo das artérias coronarias ou para estudo
funcional (coracdo isolado), quarenta e oito horas apds a ultima sessao de

treinamento e/ou tratamento (E2).

3.4- Ovariectomia

Apds anestesia com ketamina (70 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) 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 incisao
na camada muscular, tendo a cavidade peritoneal aberta para remogao dos ovarios
e ligadura da trompa uterina em ambos os lados. Apds o procedimento foi feita a
sutura da musculatura e da pele. O grupo SHAM foi submetido a uma cirurgia
ficticia. Ao final do procedimento, os animais receberam uma inje¢cdo de antibiotico
(Enrofloxacina - 2,5% - 0,1 mL — i.m.). Todas as ratas foram submetidas a cirurgia na
mesma época, nos seus respectivos estudos e iniciaram o treinamento fisico e a
terapia estrogénica sete dias apds o procedimento cirurgico. Para comprovagao do
sucesso da cirurgia, apos o sacrificio, o utero foi retirado e pesado umido.

3.5- Terapia Estrogénica

A terapia de reposicao estrogénica foi feita através de injegcbes subcutdanea com
volume de 0,1 ml contendo 5 pg de 17 estradiol-3-benzoato (Sigma, St. Louis, MO)
diluido em o6leo de milho, como descrito previamente por Saengsirisuwan et al
(2009). Os animais que n&o fizeram a TRH tiveram o mesmo volume injetado

contendo somente 6leo de milho.

3.6- Treinamento Fisico (Natagao)
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Para a execucgdo do protocolo de exercicio fisico das ratas através da natacao, foi
montado um aparato especialmente projetado para esse tipo de treinamento (figura
3). O aparato consiste de um tanque de vidro com 1,8 m de comprimento, 0,7m de
altura (a profundidade da agua foi mantida em torno de 0,6 m) e 0,6 m de largura,
dividido em seis raias, cada uma com 0,3 m comprimento, que ainda conta com um
sistema de filtragem e aquecimento da agua, permitindo que a mesma seja mantida

limpa e sob temperatura constante de 3211 °C.

O protocolo de treinamento foi realizado por um periodo de 8 semanas, no qual os
animais treinaram cinco dias consecutivos com intervalo de dois dias para repouso.
O treinamento foi iniciado sete dias apds a ovariectomia. A primeira semana foi
dedicado ao periodo de adaptagao ao treinamento, conforme protocolo descrito por
Kuru et al (2009), com o tempo inicial de 10 minutos no primeiro dia, até os animais
nadarem continuamente por 60 minutos no quinto dia até o final do periodo de

treinamento.

Figura 3: Aparato utilizado para o treinamento de natagéo das ratas.
3.7- Disseccao das artérias coronarias
Quarenta e oito horas apds o término da ultima sessdo de treinamento, as ratas

foram sacrificadas por decapitagao. O térax foi aberto e o coragao retirado e mantido
em solugéo de Krebs Henseleit (em mmol/L: 115 NaCl, 25 NaHCO,, 4,7 KCl, 1,2
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MgSO,.7H,0, 2,5 CaCl,, 1,2 KH,PO,, 5,5 glicose e 0,01 Na,EDTA) a pH 7.4 durante
o procedimento de dissecgdo. O ramo descendente anterior da artéria coronaria
esquerda e o ramo septal foram isolados com o auxilio de um microscopio de
disseccdo e congelados rapidamente em nitrogénio liquido e, posteriormente,
estocado a -80 °C até a analise.

3.8- Western Blotting

A analise da expresséo proteica foi determinada através do método de Western
Blotting. Para as dosagens, foi feito um “pool” de 3 animais (n=1), que em cada
grupo tiveram um n conforme segue: SHAM=3; OVX=4; OTRH=4; OTREX=4 e
OEX=5. As amostras foram, posteriormente, homogeneizadas em tamp&o de lise
contendo (em mmol/l) 150 NaCl, 50 Tris-HCI, 5 EDTA.2Na, 1 MgCl, mais inibidor de
protease (Sigma Fast; Sigma). A concentracdo de proteina foi determinada pelo
método de Lowry et al (1951) utilizando albumina de soro bovino (BSA) como
padrao. Depois, foi pipetado um volume contendo 50 ug de proteina das amostras,
que foram submetidas a eletroforese (1:30 h a 100V) em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) a 10% e transferidas a uma membrana de nitrocelulose (1:40 h a 100V) em
um sistema de blotting umido. Apds a transferéncia, foi realizado o bloqueio na
membrana em tampao TBS-T contendo 5% de BSA overnight a 4°C, e em seguida
lavada trés vezes com TBS por 10 minutos cada. As membranas foram incubadas
overnight com os anticorpos primarios policlonal anti-goat para SOD-1 (1:2500-
Sigma), policlonal anti-goat para SOD-2 (1:2000-Sigma), monoclonal anti-mouse
para Catalase (1:2000-Sigma), policlonal anti-rabbit para GPx (1:1500-Santa Cruz
Biotechnology), monoclonal anti-mouse para eNOS (1:1500-BD) e iNOS (1:1500-
BD) e policlonal anti-mouse para [B-actina (1:1500-Santa Cruz Biotechnology),
proteina utilizada como padrdo. Posteriormente, as membranas foram lavadas
novamente com TBS, e depois incubadas por 2:30 h com o respectivo anticorpo
secundario. A revelagcado foi realizada em uma camara escura, adicionando na
membrana o substrato (Luminata HRP Substrate-Millipore) para a enzima conjugada
ao anticorpo secundario (peroxidase), que quando reage com seu substrato produz
luminescéncia que é transferida a um filme de raio X. A analise da densidade das

proteinas foram realizadas através do software ImagedJ (National Institute of Health).
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3.9- Estudo com coragao isolado (Método de Langendorff Modificado)

Para o estudo da Pressédo de Perfusdo Coronariana (PPCm) basal, e a resposta
vasodilatadora a bradicinina, os animais foram anestesiados com hidrato de cloral
(40 mg/kg, i.p), e sacrificados por decapitagcdo. O térax foi aberto, o coragao
dissecado de suas conexdes e imediatamente transferido para o aparelho de
perfusdo através da canulagdo da aorta, no nivel de sua curvatura. A perfusao
retrograda foi realizada pelo método de Langerdorff modificado (Hugo Sachs
Electronics, March-Hugstetten, Alemanha) sendo utilizada uma solug&o nutridora
composta de NaCl, 120mM; CaCl, .2H,0, 1,25mM; KCI, 5,4mM; MgSO, .7H,0,
2,5mM; NaH,PO, .H,0, 2,0mM; NaHCO; , 27,0mM; NaySO4 , 1,2mM; EDTA,
0,03mM e glicose 5,5mM, mantida a 37°C por um banho-maria, e continuamente
aerada por mistura carbogénica (95% O, e 5% CO;) na camara de saturacdo de
oxigénio a uma pressao controlada de 100 mmHg, mantendo o pH estavel em 7,4.
O fluxo coronariano foi mantido constante em 10 mL/min por meio de uma bomba
peristaltica (MS-Reglo — 4 canais, Hugo Sachs, Alemanha). Um baldo de latex foi
inserido no ventriculo esquerdo através de uma canula de ago conectada a um
transdutor (Statham Transducer P23Db, Incor, SP, Brasil) para mensurar a forga
isovolumétrica cardiaca. O baldo foi pressurizado por meio de uma seringa de vidro
de forma a manter uma pressao diastdlica intraventricular de 10 mmHg. A PPCm foi
monitorada com um transdutor (Statham Transducer, P23Db) conectado a um
cateter de perfusdo adrtica. Como o fluxo foi mantido constante (10 mL/min), as
alteracdes na pressao de perfusdo foram relacionadas diretamente as mudancas na
resisténcia vascular. Apdés o periodo de estabilizacdo da preparagdo (40 min), a
PPCm basal foi mensurada. A resposta vasodilatadora do leito coronariano foi
avaliada através da administragdo in bolus (0,1 ml) em concentragdes crescentes
(0,1; 1; 10; 100; 300 e 1000 ng) de bradicinina (Sigma, St. Louis, MO). Os grupos
foram compostos de um numero conforme segue: SHAM= 6; OVX= 8; OTRH= §;
OTREX= 8 e OEX=9.

3.10- Analise Estatistica
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Os dados foram expressos como meédia * erro padrao da média (EPM). A analise da
expressao das enzimas antioxidantes (SOD-1, SOD-2, CAT e GPx), da 6xido nitrico
sintase endotelial e induzida (eNOS e iINOS), assim como, o pesos dos 6rgaos € a
PPCm foram feitas através da analise de variédncia de uma via (one-way ANOVA).
Para a analise da resposta vasodilatadora a bradicinina foi utilizado a analise de
variancia de duas vias (two-way ANOVA). Nos dois casos, para verificar entre quais
grupos houveram diferengas foi utilizado o teste post-hoc de Fisher, e considerado

como significativo o valor de p< 0,05.
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4- RESULTADOS

4.1- Peso Corporal e dos 6rgaos

Conforme apresentado na tabela 1, que demonstra o peso corporal (PC) e os pesos
dos 6rgaos no momento do sacrificio das ratas, pode-se observar que ndo houve
diferengas no peso corporal inicial entre os grupos, porém, ao final do periodo de
treinamento/tratamento, como esperado, as ratas dos grupos OVX estavam
significativamente mais pesadas comparadas aos grupos SHAM, OTRH e OTREX
(p< 0,05), assim como o grupo OEX, que teve seu PC final significativamente maior
em comparagao aos grupos SHAM e OTRH (p< 0,05). O percentual de variagéo de
peso das ratas durante o protocolo demonstrou que os grupos OVX e OEX tiveram
uma variagao significativamente maior comparadas ao restante dos grupos (p<
0,05). Entretanto, quando analisado os conchins de gordura retroperitoneal,
parametrial e 0 seu somatorio, verifica-se que apenas o treinamento foi eficiente em
evitar o acumulo excessivo de gordura nas ratas que ocorre com a ovariectomia (p<
0,05), demonstrando que o treinamento altera positivamente a composi¢ao corporal

das mesmas.

O peso uterino (PU) e sua razdao com o PC, que foi utilizado para analisar
indiretamente a condigdo estrogénica nos animais, estava significativamente menor
(p< 0,05) nos grupos que nao fizeram a reposicdo hormonal (OVX e OEX),
demonstrando a atrofia que ocorre com os uteros com a deficiéncia de E2 e

comprovando a eficiéncia da cirurgia de castragao e da reposigao estrogénica.

A analise do peso do coragao (PCOR), assim como, o peso do ventriculo esquerdo
(PVE), e suas respectivas razdes com o PC, foi verificado para demonstrar a
efetividade do treinamento fisico. A hipertrofia cardiaca que ocorre resposta ao
treinamento é uma adaptacdo fisiolégica esperada devido ao aumento na
sobrecarga de volume, desde que a intensidade seja suficiente em promover tais
adaptagcées. O PCOR e PVE foram significativamente maior nos dois grupos

treinados (OTREX e OEX) em comparagao aos demais grupos (p< 0,05), enquanto
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que suas razbes mostram que todos os grupos tiveram o peso cardiaco

relativamente maiores comparados as ratas OVX (p< 0,05).

Tabela 1: Peso corporal das ratas (PC), cochins de gordura retroperitoneal (GR) e
parametrial (GP), peso do utero (PU), peso do coracdo (PCOR) e peso do ventriculo
esquerdo (PVE).

SHAM oVX OTRH OTREX OEX
PC (inicial) (g) 22745 2364 2396 23816 23443
PC (final) (g)  277+10#* 328+12 279+ 9#* 28515¢# 309+8
PC (% variagdo) 24.42+3.46#" 38.61:2.78 18.39+2.96#* 17.18:2.90#* 34.37:3.24
GR (g) 4.31:0.88  6.05:0.82  4.10:+0.34  3.30:0.50#  3.99+0.91#
GP (g) 6.170.7 596+0.95  5.39:0.74  4.25:0.35  3.79+0.39#§
GR+GP (g) 10.48+1.46  12.01+1.36  9.48+3.24  7.55+2.14#  7.79+1.20#
PU (mg) 527465 145+4211§ 5841145 669+50 161+3411§
PU/PC (mglg)  1.99:0.24  0.45:0.12t1§ 2.14+0.14  2.41:0.77  0.52+0.1111§
PCOR (mg) 844133 85728 86649 1033+33#1§  1091+32#1§
PCOR/PC(mglg) 3,06:0,1#  2,67+0,09  3,10:0,15# 3,6410,12#1§ 3,57+0,15#1§
PVE (mg) 570420 568+13 598+29 702+28#1§  657+23#§

PVE/PC (mg/g)  2,07+0,08# 1,83+0,08 2,11+0,07# 2,48+0,1#1§* 2,14+0,08#

Dados expressos como média + EPM. § p< 0,05 vs grupo SHAM, # p< 0,05 vs grupo OVX e
T p< 0,05 vs grupo OTRH, * p< 0,05 vs grupo OEX e t p< 0,05 vs grupo OTREX (One-way
ANOVA seguido do teste post-hoc de Fisher).

4.2- Pressao de Perfusao Coronariana Basal

Conforme mostrado no grafico1, ndo houve diferenca sobre a Pressdo de Perfusao
Coronariana média (PPCm) basal entre os grupos (SHAM - 87.11+2.88; OVX -
79.74+3.38; OTRH - 83.4714.66; OTREX - 76.15+£3.96; OEX - 82.52+5.43 mmHg).

4.3- Resposta vasodilatadora dependente do endotélio

Como verificado no grafico 2 a ovariectomia (OVX) diminuiu a resposta
vasodilatadora dependente do endotélio a bradicinina nas trés maiores
concentragdes (100, 300 e 1000 ng). Provavelmente, essa diminuicdo ocorra devido
a disfungdo endotelial, como ja relatado em outros trabalhos com esse modelo
(Moien-Ashfari et al, 2003; Xu et al, 2008; Kang et al, 2011) . Por outro lado, tanto o
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treinamento quanto o tratamento com E2 previniram esse efeito, e a resposta
vasodilatadora dependente do endotélio foi restaurada, sendo estatisticamente
significativa (p< 0,05) na concentragdo de 1000 ng comparado ao grupo OVX. No
grupo treinado (OEX), essa resposta foi mais pronunciada, pois foi significativamente
diferente (p< 0,05) nas trés maiores concentragbes em comparagdo com O grupo
OVX.
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G
rafico 1: Pressdo de perfusdo coronariana média basal (PPCm). Dados expressos como
média + EPM. Nao houveram diferengas significativas entre os grupos.

4.4- Expressao das enzimas antioxidantes

Como observado no grafico 3, houve um aumento na expressdo da isoforma
citosélica da enzima superéxido dismutase (SOD-1) coronariana no grupo tratado
com E2 (p< 0,05 vs OVX), assim como, nas ratas treinadas cronicamente (p< 0,05
vs OVX). Nao houve efeito adicional com a interagcdo entre o tratamento e o

treinamento com E2 sobre a expressdo da enzima, porém, foi significativamente
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maior que o grupo OVX (p< 0,05). Ainda, foi verificado que houve uma aumento na
expresséo dessa enzima comparando o grupo treinado (OEX) em relagdo ao grupo

SHAM, mas que néao atingiu significancia estatistica (p= 0,052).
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Grafico 2: Resposta vasodilatadora dependente do endotélio em concentragdes crescentes
de bradicinina (0,1 a 1000 ng). Dados expressos como média + EPM. * p< 0,05 comparados
ao grupo OVX.

Como mostrado no grafico 4, ndo houve diferengas significativas entre os grupos
sobre a expressao da isoforma mitocondrial da enzima superdxido dismutase (SOD-
2).

Analisando a expressado da enzima antioxidante catalase (CAT), que decompdem o
peréxido de hidrogénio (H2,02) em H,O e O,, pode-se observar no grafico 5 que
houve um aumento apenas no grupo treinado (OEX) comparado ao grupo
ovariectomizado (OVX, p< 0,05). Foi observado um aumento do grupo treinado

(OEX) em relagao ao grupo com reposi¢cao de estrogénio (OTRH), que, no entanto,
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nao atingiu significancia estatistica (p= 0,058) Curiosamente, no grupo OTREX, a
reposicdo com E2 parece ter inibido 0 aumento da expressdo dessa enzima que foi

induzida pelo treinamento.
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Graf
ico3: Expressao da isoforma citosdlica da enzima antioxidante superéxido dismutase (SOD-
1). Dados expressos como média £ EPM. # p< 0,05 comparado com o grupo OVX (One-way
ANOVA seguido do teste post-hoc de Fisher).
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Gr
afico 4: Expressao da enzima antioxidante superdoxido dismutase mitocondrial (SOD-2).
Dados expressos como média + EPM.

A expressdo coronariana da enzima glutationa peroxidase (GPx), que também faz a
decomposicédo do H,O,, encontra-se diminuida em todos os grupos em comparagéo
ao grupo SHAM (p< 0,05) como demonstrado no grafico 6. Foi também verificado

que os grupo treinado com terapia estrogénica (OTREX) teve a expresséo
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coronariana dessa enzima diminuida em relagdo ao grupo OVX (p< 0,05), assim
como, o0 grupo que fez somente o treinamento em comparagéo aos grupos OVX e
OTRH (p< 0,05).
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Grafico 5: Expressao da enzima antioxidante catalase (CAT). Dados expressos como média
+ EPM. # p< 0,05 comparado com o grupo OVX (One-way ANOVA seguido do teste post-
hoc de Fisher).
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Gr
afico 6: Expressao da enzima glutationa peroxidase (GPx). Dados expressos como média +
EPM. § p< 0,05 comparados com o grupo SHAM, # p< 0,05 comparados com o grupo OVX
e I p< 0,05 comparado com o grupo OTRH (One-way ANOVA seguido do teste post-hoc de
Fisher).

O grafico 7 mostra a expressdo da enzima O6xido nitrico sintase endotelial
(eNOS), a qual foi significativamente maior somente no grupo treinado (OEX, p<
0,05) em comparagao com o grupo tratado com E2 (OTRH). Assim como observado
com a enzima CAT, o tratamento com E2 preveniu 0 aumento da expressao dessa

enzima no grupo tratado e treinado (OTREX).
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rafico 7: Expressdao da enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS). Dados expressos
como média £ EPM. t p< 0,05 comparado com o grupo OTRH (One-way ANOVA seguido
do teste post-hoc de Fisher).

Como analisado no grafico 8, a expressdo da enzima Oxido nitrico sintase
induzida (iINOS) esta diminuida em todos os grupos comparados ao grupo SHAM,
entretanto, apenas estatisticamente significativa somente no grupo treinado (OEX,
p< 0,05).
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rafico 8: Expressao da enzima oxido nitrico sintase induzida (iNOS). Dados expressos como
média £ EPM. § p< 0,05 comparado com o grupo SHAM (One-way ANOVA seguido do teste
post-hoc de Fisher).
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5- DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo analisar os efeitos do treinamento fisico
cronico de natagcdo e da terapia estrogénica sobre a vasoreatividade do leito
vascular coronariano de ratas OVX, e verificar o papel da expressdo das enzimas

antioxidantes sobre esses efeitos.

Demonstramos nesse estudo que tanto o treinamento fisico crénico quanto a terapia
estrogénica podem melhorar a vasodilatagdo dependente do endotélio no leito
vascular coronariano de ratas OVX, assim como, aumentar a expressao proteica de
algumas enzimas antioxidantes. Esse pode ser um dos mecanismos relacionados
aos beneficios do exercicio fisico e da reposicao com estrogénio sobre a fungao

vascular e a prevencgao da aterosclerose.

Durante o periodo de treinamento/tratamento pdde-se observar que as ratas do
grupo OVX tiveram um aumento significativo no PC. Esses resultados ja estdo bem
estabelecidos na literatura, onde varios autores demonstram o aumento do PC em
ratas com deficiéncia estrogénica, inclusive associados a uma série de alteragbes
metabdlicas (Latour et al, 2001; Shinoda et al, 2002; Corriveau et al, 2008; Xu et al,
2008; Zoth et al, 2010; Pighon et al, 2011).

Esses resultados também se reproduzem em humanos, onde se observa que ha um
aumento de peso corporal apds a menopausa, juntamente com o aumento no
percentual de gordura (Douchi et al, 2002; Genazzani e Gambacciani, 2006;
Sénéchal et al, 2011). O estudo realizado por Genazzani e Gambacciani (2006),
avaliaram em 2175 mulheres, os efeitos do climatério sobre as modificagdes do peso
e a distribuicdo de gordura corporal. Esses autores verificaram que as mulheres no
periodo de transi¢do para a menopausa (perimenopausa) e pos-menopausa tendem
a ter um aumento no peso corporal, assim como, uma mudanga do padrao gluteo-
femoral (gindide), para um padrao central de distribuicdo de gordura (andréide),
padrao esse que predispde as maiores alteracdes metabdlicas e ao aumento no
risco cardiovascular. Entretanto, as mulheres menopausadas tratadas com E2,
estavam com a composicdo corporal semelhante as observadas em mulheres na

pré-menopausa, podendo-se concluir entdo que essas alteracdes estao relacionadas
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com as mudangas enddcrinas ocorridas durante o climatério. Em adi¢gdo, com a
deficiéncia estrogénica observa-se uma alteragdo do metabolismo lipidico, havendo
uma diminuicdo da atividade de enzimas lipoliticas, e aumento da atividade de
enzimas lipogénicas, como a lipase lipoproteica, mecanismo esse, que favorece o

ganho de gordura apdés a menopausa (Ferrara et al, 2002).

O treinamento crénico de natagdo ndo conseguiu prevenir o ganho de peso nas
ratas, como aconteceu com os grupos que fizeram a reposicao com E2, porém, foi
suficiente em alterar a composigdo corporal, como analisado pelo peso dos
depdsitos de gordura (retroperitoneal e parametrial) e sua somatoria. Resultados
similares com animais exercitados foram encontrados por Shinoda et al (2002) em
ratas OVX e Zoth et al (2010) em ratas Wistar OVX com obesidade induzida por
dieta, embora esses autores ndo tenham avaliado exatamente os mesmos depdsitos
de gordura desse estudo, porém, demonstrando que tanto o exercicio, quanto a
reposicdo com E2 e a combinagdo de ambos, podem influenciar positivamente as
mudangas na composigao corporal induzidas pela OVX. Ainda, corroborando com os
estudos animais, estudos clinicos em mulheres na menopausa, demonstraram que
esses efeitos sdo contrabalanceados tanto pela reposicdo com E2 (Genazzani e
Gambacciani, 2006; Yuskel et al, 2007), quanto pelo exercicio fisico (Douchi et al,
2000; Velthuis et al, 2009).

Em dois estudos transversais, foram avaliados os efeitos do exercicio fisico sobre a
distribuicdo corporal e densidade mineral 6ssea em mulheres apdés a menopausa. O
estudo de Douchi et al (2000) verificou que as mulheres que se exercitavam
regularmente tinham reducdo de gordura central e maior densidade Ossea, e o
estudo de Velthuis et al (2009) analisaram os efeitos de um programa de
treinamento aerdbio em conjunto com treinamento resistido de 12 meses sobre o PC
e a adiposidade de mulheres na menopausa. Corroborando com o que foi verificado
nesse estudo com ratas OVX, os resultados ndo demonstraram diferencas
significativas sobre o PC, porém, o grupo treinado teve uma redug¢ao nos valores de
percentual de gordura e na circunferéncia de cintura, reforcando os efeitos positivos

do exercicio fisico sobre a composi¢céo corporal.

Embora a PPCm basal n&o tenha diferido entre os grupos (grafico 1), a

vasodilatagdo dependente do endotélio foi significativamente maior em todos os
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grupos na maior concentragdo, quando comparados ao grupo OVX, mostrando que
a OVX diminui consideravelmente a vasodilatagao dependente do endotélio, e tanto
o exercicio fisico quanto a terapia estrogénica foram capazes de evitar essa redugao
(grafico 2). Moien-Ashfari et al (2003) demonstraram em artéria caudal de ratas, que
a OVX diminuiu a sensibilidade a vasodilatacdo dependente do endotélio induzida
pela acetilcolina. Essa diminuigdo foi maxima em aproximadamente 12 semanas
apos a cirurgia de OVX, préximo ao tempo de cirugia do presente estudo que foi de
9 semanas. Assim como foi verificado nesse estudo, a reposigdo com E2 preveniu a
diminuicdo da resposta vasodilatadora. Outros estudos com E2 corroboram com
esses resultados, como o de Xu et al (2008), que demonstrou em ratas, que a partir
da nona semana apdés a OVX ha um aumento significativo da PA, aumento da
atividade da renina, diminuicdo do NO, do ANP, e da angiotensina Il plasmaticos,
sendo somente esse ultimo ndo compativel com o resultado do estudo. Como
consequéncia, houve uma diminuicdo da resposta vasodilatadora dependente do
endotélio a acetilcolina verificado em anéis de aorta toracica. Todos esses efeitos
foram revertidos pelo tratamento com E2. No estudo de LeBlanc et al (2009), houve
uma diminuicdo da dilatagdo dependente do mediada por fluxo em arteriolas
coronarianas com a OVX, que ocorre devido a uma e diminuigdo na produgao de
NO, assim como, no trabalho de Kang et al (2011), que ainda associou esses efeitos
com o aumento no estresse oxidativo vascular. No entanto, esses efeitos foram
revertidos com a reposi¢cao de E2, que restaurou a produgao de NO juntamente com
a diminuicdo no estresse oxidativo. Ainda, o estudo de Barton et al (1998)
demonstrou que a pré-incubagdo com E2 em artérias coronarias isoladas de
humanos potencializou significativamente a resposta vasodiatadora a bradicinina.
Portanto, de acordo com esses resultados, pode-se concluir que a deficiéncia de E2
pode alterar o balango entre os fatores endoteliais responsaveis pela regulagéo tanto
do tbnus quanto da reatividade vascular, e a terapia estrogénica restaura esse

balanco.

No entanto, no grupo treinado (OEX) essa resposta foi mais pronunciada, uma vez
que foi significativamente maior nas trés maiores concentragdes em relacdo ao
grupo OVX. Estudos em animais, que avaliaram as respostas do exercicio sobre a
reatividade vascular demonstraram resultados semelhantes sobre a vasodilatacao

dependente do endotélio em varios leitos, como o trabalho de Moraes et al (2008),
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que verificou uma melhora da vasodilatagao induzida pela acetilcolina em anéis de
aorta e no leito vascular mesentérico de ratas com obesidade induzida por dieta,
assim como, o trabalho de Wang et al (1993), em artéria coronaria de cachorros em
resposta a acetilcolina e o de Laughlin et al (2002), em artéria coronaria de porcos
com a vasodilatacdo induzida pela BK. Estudos em ratas OVX, demonstram que o
exercicio fisico aerdbio pode previnir a disfuncdo endotelial induzidas pela OVX na
aorta, por evitar a calcificagdo arterial e a diminuicdo na expressao da eNOS,
associado com uma diminui¢do na sintese de endotelina-1 (Park et al, 2008), e,
inclusive o exercicio resistido isométrico pode melhorar marcadamente a resposta
vasodilatadora em anéis de aorta induzido pela acetilcolina (Figard et al, 20006).
Estudos em mulheres na pdés menopausa apdiam esses resultados em modelos
experimentais, como o estudo de McKechnie et al (2001), que verificaram que as
mulheres que eram fisicamente mais ativas em suas atividades cotidianas, avaliadas
por auto relato em um questionario, exibiam melhor reatividade vascular, este que foi
avaliado pela hiperemia reativa e pelo teste pressoérico ao frio, assim como, o estudo
de Tew et al (2012) que avaliou os efeitos de 48 semanas de treinamento sobre a
reatividade microvascular cutanea, e demonstrou que a mesma esteve reduzida nas
mulheres pdés menopausa e foi restaurada a niveis similares aos das mulheres

jovens.

A diminuigdo no estresse oxidativo com o aumento na expressdo das enzimas
antioxidantes, SOD-1 e catalase, no grupo treinado, pode ser um dos possiveis
mecanismos associado a esse resultado. A expressao da SOD-1 aumentou tanto em
resposta ao treinamento quanto nos grupos que fizeram o tratamento com E2
(grafico 3). A importancia desse fato, consiste no relato de que a atividade da SOD-1
em aorta de camundongos, contabiliza por cerca de 50-80% de toda a atividade das
isoformas da SOD na parede vascular, a isoforma mitocondrial por 2-12%, e o
remanescente a isoforma extracelular, com padrao similar observado em humanos
(Faraci e Didion, 2004; Shimokawa, 2010). Morikawa et al (2003), ainda descreveu
que essa enzima exerce um papel fundamental como um EDHF sintase no leito
mesentérico e coronariano de camundongos, desde que o H,O, foi descrito como
um EDHF. Em artéria basilar de caninos, a inibicdo da atividade dessa enzima pelo
dietilditiocarbamato, reduziu significativamente o relaxamento vascular induzido pela

bradicinina, que foi restaurado apés a adicao de Tiron, um composto scavenger de
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0O,". (Wambi-Kiéssé e Katusic, 1999). Essa enzima ainda previne a reagdo do NO
com O superoxido, e a consequente formacdo de um poderoso oxidante, o
peroxinitrito. Foi demonstrado por Laursen et al (2001) em camundongos ApoE KO,
que o peroxinitrito € o principal responsavel pela oxidacdo de um co-fator essencial
para a atividade da eNOS, a tetrahidrobiopterina (BH4). A oxidagdo desse co-fator
causa o desacoplamento dessa enzima, que ao invés de produzir NO, passa a
produzir predominantemente o anion superoxido, contribuindo ainda mais para o
aumento no estresse oxidativo vascular. Os experimentos de Zou e Ulrich (1996)
verificaram que o peroxinitrito também diminui a formagéo de prostaciclina, através
da inibicdo da prostaciclina sintase, confirmando em estudo posterior que o
mecanismo pelo qual a inibicdo ocorre € devido a nitragdo de residuos de tirosina
dessa enzima pelo peroxinitrito (Zou et al, 1997). Além disso, Liu et al (2002),
relataram que esse composto inibe ainda a atividade de canais de potassio ativado
por Ca®* (BKca) nas células do musculo liso vascular, contribuindo para a diminuicdo
do relaxamento mediado por EDHF. Portanto, de acordo com esses resultados,
pode-se verificar que além do papel de remocdo do O,’, essa enzima ainda pode
mediar o relaxamento vascular via EDHF, assim como, aumentando a
biodisponibilidade de NO por inibir sua reagdo com O,. Como visto acima, o
peroxinitrito interfere negativamente sobre a producgéo e atividade dos trés principais
fatores que causam o relaxamento vascular, evidenciando assim, a necessidade da

regulacao finamente controlada da produgao do O, pela SOD.

Em estudos avaliando o tratamento com E2, verifica-se que a expressao dessa
enzima diminui com a OVX, como no estudo de Kang et al (2011) em arteriolas
coronarianas, demonstrando que esse horménio provavelmente exerce um papel
regulador sobre essa enzima. Strehlow et al, (2003), ainda relataram em cultura de
CMLV de aorta de ratas e em mondcitos humano, que a incubacdo com E2 nao
exerce efeito sobre a expressdo de SOD-1, porém, aumenta a expressao da SOD-
2, contrario ao que foi observado em nosso estudo com artérias coronarias. Por
outro lado, em estudos animais com o exercicio fisico verifica-se que a expressao
vascular de SOD-1 é aumentada em varias espécies como em artéria coronaria de
porcos (Rush et al, 2000; Laughlin et al, 2002), na aorta e no leito mesentérico de
ratos com obesidade induzida por dieta (Moraes et al, 2008) e aorta de

camundongos diabéticos (Lee et al, 2011), todos eles relatando aumento na
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vasodilatagdo mediada pelo endotélio, sugerindo que essa enzima é, de fato, de
grande importancia para a manutencéo da fung&o endotelial.

O mecanismo que parece regular essa resposta nos ratos exercitados é o aumento
no stress mecanico endotelial. O trabalho de Inoue et al (1996) demonstrou que, de
fato, o shear stress é capaz de modular sua expressdo em células endoteliais de

aorta de humanos, porém, ndao no musculo liso.

Com o aumento na expressao da SOD-1, acredita-se que nos grupos tratados, tenha
havido um aumento na producao de H,O,. As enzimas peroxidases, como a catalase
e a GPx tem um papel essencial na manutencédo do equilibrio de H,O, nas células,
por sua conversao a agua e oxigénio (Suvorava e Kojda, 2009). Como verificado nos
graficos 5 e 6, a expressdo da catalase aumentou somente no grupo treinado,
enquanto a de GPx foi diminuida. Provavelmente, o aumento na expressédo da
catalase contrabalanceou a diminuicdo da GPx no grupo treinado, enquanto que nos
outros grupos a expressao dessas enzimas foram mais homogéneas. Similarmente,
no estudo realizado por Kang et al, 2011, a expressao coronariana da catalase nao
foi alterada em funcéo do tratamento com E2, assim como no estudo de Strehlow et
al (2003), onde a incubagcdo com E2 em CMLV né&o alterou a expressdo dessa
enzima. Porém, outros trabalhos tém relatado o aumento na expressao vascular
dessa enzima em fungdo do treinamento agudo e crénico, com diminuigdo nas
lesdes aterosclerédticas de camundongos com delegdo para o receptor de LDL
(Meilhac et al, 2001), e da vasodilatacdo dependente do endotélio em ratos (Husain,
2004). No estudo de Meilhac et al (2001), inclusive, foi avaliado o efeito da
suplementacdo exdgena com a vitamina E. Os resultados desse estudo
demonstraram que a adicdo dessa vitamina antioxidante exdégenamente, diminuiu
tanto a expressao quanto a atividade da catalase por diminuir o estresse oxidativo
extracelular, requisito necessario para a inducdo de sua expressao e aumentar sua
atividade. Cabe ressaltar novamente, que o E2 €, por si s, um antioxidante, devido
ao anel fendlico localizado na posicdo A de sua estrutura molecular (Sanchez-
Rodriguez, 2012), que, no entanto, possui muita similaridade com a molécula da
vitamina E. Essa pode ser uma das razdes pelo qual a reposicdo com E2 parece ter
inibido o aumento na expressdo da catalase observada no grupo que fez o

tratamento com a terapia estrogénica e o treinamento (OTREX).
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Em contraste ao estudo de Meilhac et al (2001), que demonstrou um aumento na
expressdo da catalase na aorta com 1 e 6 semanas de treinamento, o estudo de
Lauer et al (2005) ndo conseguiu detectar essas alteragbes com 3 semanas de
treinamento. Entretanto, € dificil de explicar esses resultados conflitantes, pois os
autores utilizaram os mesmos animais (camundongos), exatamente a mesma
metodologia de treinamento, como o tipo de treinamento que foi a esteira, o tempo
de treinamento de 30 minutos e a intensidade que foi de 15 m/min, além do método
utilizado para o sacrificio, dentre outros. Porém, o estudo de Husain et al (2004)
demonstrou que o treinamento aumentou a expressao e atividade de varias enzimas

antioxidantes na aorta de ratos, inclusive da catalase.

Recentemente, as fungdes do H;O, sobre as células vasculares tém sido
amplamente relatadas. Essa molécula é reconhecidamente um importante
componente de sinalizagdo de receptor, o qual atua como um mensageiro
intracelular mediando varias fungdes celulares, como a proliferacédo, diferenciacao,
apoptose e senescéncia (Rhee et al, 2005). Dentro de variagdes fisioldgicas, o H20;
modula a vasodilatagao induzida pelo aumento do metabolismo cardiaco em artérias
coronarias de ratos (Otake, 2010), atua como um fator hiperpolarizante derivado do
endotélio em alguns leitos vasculares de varias espécies (Matoba et al, 2000;
Shimokawa, 2010), inclusive em arteriolas coronariana de humanos (Liu et al, 2011),
assim como, ja foi descrito em aorta de camundongos, que o H,O, derivado da
isoforma neuronal da o6xido nitrico sintase, € um dos principais fatores de
relaxamento derivado do endotélio vascular em resposta a acetilcolina (Capettini et
al, 2008). Em conformidade com o seu papel de segundo mensageiro intracelular, o
H,O, atua também como regulador da expressao génica e ativador seletivo de
fatores de transcri¢gao (Faraci and Didion, 2004), como o fator de transcrigdo nuclear
kappa B (NFkB), responsavel pela transcricdo de genes de moléculas pro-
inflamatorias, e portanto, sua estimulagdo cronica com o aumento no estresse
oxidativo pode aumentar a predisposi¢cao para o desenvolvimento da aterosclerose
(Ungvari et al, 2007). Nesse sentido, Rhee et al (2005), colocam que em estudos
com mensageiros intracelulares como os nucleotideos ciclicos e inositol 3-fosfato
indicam que a eliminagdo dos mensageiros apos o término de suas fungdes € critico
para a fungao celular, sendo, portanto, um processo altamente regulado. No caso do

H,O, isso parece especialmente verdadeiro, desde que essa molécula é
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prontamente convertida a espécie deletéria OH’, contra o qual ndo se tem

conhecimento de um sistema enzimatico que o decomponha.

Estudos em camundongos ApoE KO, demonstraram uma redugdo do
desenvolvimento da aterosclerose em animais que superexpressavam a catalase, ou
a catalase e SOD-1, mas ndo o que somente superexpressava SOD-1, sugerindo
que talvez o H,0O, tenha um potencial aterogénico maior que do que o superoxido,
provavelmente pelo aumento da sinalizagcédo induzida por H,O, sobre o NFkB (Yang
et al, 2004; Yang et al, 2009). Resultado semelhante foi encontrado em aorta de

camondongos com receptor de LDL™"

através do exercicio fisico (Meilhac, 2001),
onde houve aumento da expresdo da catalase. Em estudo com cultura celular, foi
verificado que a superexpressao da catalase diminui a translocagédo do NFkB para o
nucleo induzido pelo TNF-a, diminuindo a transcricdo génica mediado por esse fator
de transcricdo (Lupertz et al, 2008). Como a expressdo da catalase encontra-se
aumentada nos ratos treinados, possivelmente esse seja um dos mecanismos
responsaveis pela menor expressao de iINOS nesse grupo, demonstrando também o

efeito antiinflamatdrio do exercicio fisico.

Confirmando essa hipétese, Yang e Chen (2003), demonstraram em aorta de
coelhos hipercolesterolémicos que o exercicio regular diminui a produgéo vascular
de INOS e a expressao de moléculas de adesdo vascular, além de previnir o
espessamento da camada intima e melhorar a disfungao vascular severa induzida
pela dieta rica em colesterol, demonstrado pela vasodilatagcdo induzida pela

acetilcolina.

Ainda, um outro fator que justificaria a melhora da dilatacdo dependente do endotélio
integrada com o0 aumento das enzimas antioxidantes nos ratos treinados é
demonstrado por Suvorava et al (2010). Esses autores verificaram em camundongos
transgénicos, que o aumento na concentragdo vascular de H;O, induzido pelo
exercicio diminui o numero de células endoteliais progenitoras circulantes. No
entanto, nos animais que superexpressam a catalase houve um aumento na
liberacdo dessas células apds o exercicio, evidenciando que, o aumento da

expressao dessa enzima pode auxiliar no mecanismo de reparo endotelial.
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Também ja foi reportado, que o H,O, aumenta a expressdo de eNOS em cultura
celular, por um mecanismo dependente de Ca*'/Proteina quinase dependente de
calmodulina-Il e JNK-2 (Cai et al, 2001). Em outro estudo desse mesmo grupo de
pesquisadores (Lauer et al, 2005), foi analisado em camundongos transgénicos que
superexpressam catalase especificamente no endotélio, o papel do H,O, sobre a
expressao vascular da eNOS. A expressao dessa enzima foi maior nos animais
selvagens exercitados em comparagdo aos que superexpressavam a catalase,
mostrando que o H;O, enddgeno exerce um papel fundamental na adaptagao

endotelial ao exercicio por estimular a expressao da eNOS.

Portanto, assim como verificado por Meilhac et al (2001) em camundongos, e por
Ulker et al (2003) em ratos SHR, a desregulagdo na expressado e atividade das
enzimas antioxidantes contribui de maneira relevante para a disfungdo endotelial.
Nesse contexto, como notado pelos autores mencionados acima, a catalase parece
ter um papel fundamental na reversdo dos efeitos vasculares deletérios causados
pelo estresse oxidativo, que geralmente ocorre com a deficiéncia estrogénica
(Hernandez et al, 2000, Sanchez-Rodriguez et al, 2012). O exercicio fisico, como
demonstrado por esse e outros estudos (Meilhac et al, 2001; Husain, 2004) parece

contribuir com a melhora da fungao vascular também nesse sentido.

Outro mecanismo, além do H;O,, como o shear stress laminar € um estimulo
potente para o aumento na expressao e estabilizacdo do RNAm da eNOS (Davis et
al, 2001), assim como, o aumento da sua atividade mediante fosforilagdo do residuo
de Ser1179, por mecanismos dependentes de proteina quinase A e B/Akt (Boo et al,
2002b; Go et al, 2001), e no residuo de Ser635, dependente de proteina qunase A
demonstrado em células endoteliais bovina (Boo et al, 2002a). Como o exercicio
fisico de forma aguda, reconhecidamente aumenta tanto o estresse oxidativo quanto
a tensao exercida sobre a parede vascular, e consequentemente a produg¢ao de NO,
provavelmente, o aumento da dilatagdo endotélio dependente no grupo treinado
ocorra por meio tanto da elevacao na liberagdo desse fator vasodilatador quanto no

aumento de sua biodisponibilidade.

Em outros trabalhos, foi verificado que a expressdo vascular da eNOS, de fato,
aumenta com o exercicio (McAllister and Price, 2010; Kuru et al, 2009), e

consequentemente, ha uma melhora da dilatagdo endotélio dependente, ainda que
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ocorra a inibigcdo crénica dessa enzima (Kuru et al, 2009). Resultados similares
foram encontrados em cachorros (Wang et al, 1993) o qual foi demonstrado que o
exercicio cronico aumenta a reatividade vascular a acetilcolina de artérias coronarias
epicardicas através do aumento na producdo de NO. Posteriormente, Sessa et al
(1994) comprovou esse mecanismo por identificar um aumento na producado de NO
(nitrito) em grandes e microvasos coronarianos estimulada por acetilcolina, assim
como, um aumento na expressdo do RNAmM da eNOS na aorta desses mesmos

animais.

Os resultados do presente estudo demonstram que o treinamento fisico cronico de
natacao pode melhorar a dilatagdo dependente do endotélio e previnir a disfungéo
endotelial observado em ratas OVX, na mesma propor¢ao aos observados com a
terapia estrogénica. Um dos mecanismos potenciais para esses efeitos € o aumento
na expressao de enzimas antioxidantes, que por sua vez, evita o aparecimento do
estresse oxidativo vascular induzido pela deficiéncia de E2 e as consequéncias de
seus efeitos citotdxicos. A resposta mais pronunciada do grupo exercitado pode
estar relacionada principalmente com o aumento na expressdo da enzima catalase,
que parece ter um papel essencial na reversao da disfungcdo endotelial, assim como
foi observado em outros estudos (Meilhac et al, 2001; Ulker et al, 2003). Além disso,
os efeitos positivos do exercicio fisico sobre a composi¢do corporal € outro
importante fator que pode estar associado a esses resultados, visto que o aumento
da adiposidade pode aumentar demasiadamente o risco cardiovascular. Portanto,
esses dados apoiam a teoria de que o exercicio fisico praticado de maneira regular
pode ser uma alternativa terapéutica viavel em relagdo a terapia estrogénica na

prevencao e tratamento de doengas cardiovasculares no periodo pés-menopausa.

No entanto, outros mecanismos além da expressdao das enzimas antioxidantes
podem estar associados a esses resultados promovidos pelo exercicio fisico,
abrindo a possibilidade de futuras investigagdes para o esclarecimento dessa e de

outras possiveis questodes.

Em conclusado, tanto o treinamento fisico crénico quanto a terapia estrogénica
podem exercer um papel importante sobre a reatividade vascular coronariana e a

expressédo de enzimas antioxidantes, e essa pode ser uma das razdes pelo qual o
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exercicio e a terapia estrogéncia reduzem o risco de doenga arterial coronariana em

mulheres na pos-menopausa.
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