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Resumo

RESUMO

J4 esta bem estabelecido na literatura que as doencas
pulmonares podem causar diretamente alteragcbes na mecanica
cardiaca. Estas alteracoes acarretam prejuizos que
invariavelmente induzem o estabelecimento da insuficiéncia
cardiaca. Aproximadamente 30% dos casos de insuficiéncia
cardiaca estdo relacionados a faléncia do ventriculo direito, sendo
que esta situacdo é a principal causa de morbidade e mortalidade
pdés-transplante cardiaco. As alteracdes patolégicas do ventriculo
direito resultantes da disfuncdo do pulmdo sdo denominadas de
Cor pulmonale. Estas manifestacdes, quando crdnicas, se
caracterizam por hipertrofia e dilatacdo do ventriculo direito
secundaria a hipertensdo pulmonar, evoluindo progressivamente
para o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca congestiva.
Embora o0s mecanismos envolvidos no desenvolvimento da
insuficiéncia cardiaca ainda n&o tenham sido completamente
elucidados, varios estudos apontam para a participacdo das
espécies reativas de oxigénio (ERO) nestes processos. A
utilizacdo da droga monocrotalina (MCT) para desenvolvimento de
Cor pulmonale, € o modelo experimental mais amplamente aplicado
para o estudo de hipertensdo pulmonar, hipertrofia seletiva de
ventriculo direito e insuficiéncia cardiaca.

Apesar da constante evolucdo no desenvolvimento de
farmacos que melhorem tanto a morbidade quanto a mortalidade de
portadores de doencas cardiorrespiratorias, a utilizacdo de
terapéuticas nao farmacolégicas como o exercicio fisico,
principalmente em programas de reabilitacdo, tem demonstrado
resultados positivos no tratamento destas doencas. Um dos
mecanismos responsaveis por estes beneficios é a modulacdo do
estresse oxidativo.

O objetivo deste estudo foi avaliar as alteracfes induzidas
por um protocolo de treinamento fisico, em parametros

morfométricos (evolucdo do peso corporal, congestdo hepatica e
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Resumo

pulmonar, hipertrofia cardiaca), hemodinamicos (presséao sistélica
e diastolica final do ventriculo direito (PSVD e PDFVD) e indices
de contratilidade e relaxamento (+xdP/dt)) e no estresse oxidativo
cardiaco avaliado pela atividade das enzimas antioxidantes
super6xido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx) e glutationa S-transferase (GST), pela
quimiluminescéncia (QL) e pelas espécies reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS) em ratos tratados com a droga
monocrotalina.

Foram utilizados ratos Wistar machos pesando = 180g
subdivididos em quatro grupos: controle sedentario (CS),
monocrotalina sedentario (MS), controle treinado (CT), e
monocrotalina treinado (MT). O treinamento fisico constituiu-se de
corrida em esteira rolante adaptada (5 vezes por semana, 0.9/0.6
Km/h), durante trés, quatro ou cinco semanas. A sindrome Cor
pulmonale foi induzida por dose Unica da droga monocrotalina
(MCT, 60mg/kg i.p.).

Os animais tratados com MCT apresentaram hipertrofia de
ventriculo direito, sendo que na terceira semana de tratamento, o
exercicio fisico foi capaz de evitar o desenvolvimento da mesma.

O tratamento com MCT promoveu um aumento significativo
na PSVD e PDFVD, em todos os tempos de tratamento, sendo que
o protocolo de treinamento fisico foi capaz de atenuar a PDFVD,
na quarta semana de tratamento. Ainda com relacdo aos
resultados hemodinamicos, o0s animais tratados com MCT
apresentaram aumento significativo na +dP/dt e diminuigéao
significativa -dP/dt do ventriculo direito, nos trés tempos de
tratamento. Os animais exercitados apresentaram uma diminuicao
na +dP/dt e um aumento na -dP/dt nestes mesmos periodos
experimentais. Em conjunto, estes dados indicam que os animais
tratados com MCT se apresentavam em um estagio transitério de
insuficiéncia cardiaca compensada.

Na quarta e quinta semanas, nos animais tratados com MCT,

houve um aumento significativo do dano causado aos lipidios de
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Resumo

membrana, medido através da QL em eritrécitos e do TBARS em
homogeneizado de tecido cardiaco, sendo este efeito reduzido
pelo exercicio fisico. Com relacdo aos dados de TBARS, os
animais tratados com MCT e exercitados mostraram uma
diminuicdo significativa nos valores quando comparados aos
demais grupos, em todos 0s tempos experimentais.

A atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT GPx e GST
avaliadas tanto em eritrécitos quanto em homogeneizado de tecido
cardiaco, apresentaram respostas tempo e tecido dependentes.
Apesar de que tanto o exercicio quanto a MCT tenham sido capaz
de modular a acdo enziméatica antioxidante durante o
desenvolvimento do protocolo experimental, as alteragcdes mais
significativas foram relacionadas a GPx e GST.

Em conjunto, nossos resultados indicam que o exercicio foi
capaz de modular as alteracBes fisioldégicas tradicionalmente
induzidas pela administracdo de MCT e que estas alteragbes foram
dependentes do tempo de tratamento e do tecido avaliado.
Possivelmente, os beneficios gerados pelo exercicio fisico tenham
sido induzidos por uma melhora nos danos no leito vascular
pulmonar com uma consequente diminuicdo da pés-carga imposta
ao ventriculo direito, além de uma adaptacdo positiva do sistema
de defesa antioxidante.

Estes resultados corroboram os beneficios da indicacdo de
um programa regular de exercicios fisicos tanto para terapéutica
de reabilitacdo quanto para manutencdo da qualidade de vida de
portadores de hipertensdo pulmonar e insuficiéncia cardiaca

direita.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), no ano de
2020, mais de 40% do total de Obitos da populacdo mundial estara
relacionado a doencas cardiovasculares.

No Brasil, segundo dados do Sistema Unico de Satde (SUS),
a insuficiéncia cardiaca (IC) acomete 2 milhdes de pacientes, com
uma incidéncia de 240 mil novos casos por ano.

Estes dados, bastante alarmantes, sao com certeza
motivadores para o grande numero de pesquisas desenvolvidas na
area da saude. Principalmente nas dudltimas duas décadas, se
registraram grandes avangcos especialmente na area da
Farmacologia. Muito jA se sabe a respeito de diagndsticos e
agentes causadores, mas os verdadeiros fatores e 0S processos
gque desencadeiam as doencas cardiovasculares, em especial a
sindrome da insuficiéncia cardiaca, permanecem desconhecidos.

A insuficiéncia cardiaca é caracterizada por alteragcdes nos
parametros hemodinamicos, mudancas em respostas reflexas do
sistema nervoso autondédmico e modificacdes no sistema endécrino
(ex., sistema renina-angiotensina), que acabam por prejudicar a
funcdo cardiaca. A IC pode ser causada por diversos fatores, tais
como hipertensao, infarto do miocardio, defeitos na acdo de
valvulas cardiacas e cardiomiopatias idiopaticas; assim como, por
conseqléncias secundarias de determinadas doencas como a
diabetes ou intervencdes com farmacos como quimioterdpicos (Ho
et al., 1993). Embora inUmeros avan¢cos em pesquisas no sentido
da prevencdo e tratamento das manifestacdes clinicas que
culminam com a insuficiéncia cardiaca tenham sido alcancados,
esta doenca permanece sendo responsavel por um alto indice de
morbidade e mortalidade da populacdo mundial.

A maioria dos estudos sobre insuficiéncia cardiaca esta
relaciona ao déficit de desempenho do ventriculo esquerdo.
Entretanto, aproximadamente 30% dos casos de insuficiéncia
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cardiaca estdo relacionados a faléncia do ventriculo direito (VD),

sendo que esta situacdo € a principal causa de morbidade e
mortalidade pOs-transplante cardiaco (Lovoulos et al., 2004).

1.1 Hipertensao Pulmonar

Além da insuficiéncia cardiaca, as doencas relacionadas as
alteracdes fisiopatoldgicas do sistema respiratorio representam um
grande custo social, sendo responsaveis por altos indices de
morbidade e mortalidade da populacdo mundial. A Doenca
Pulmonar Obstrutiva Crdnica (DPOC) se caracteriza pela
manifestacdo de um grupo de desordens que podem incluir tanto
condicdes de obstrucdo ao fluxo de ar quanto de restricdo dos
volumes pulmonares. O tabagismo é o principal fator de risco para
o desenvolvimento da DPOC (80-90%), sendo que a exposicao a
ambientes com presenca de particulas toxicas, como residuos de
combustiveis e de produtos industriais, também contribui
significativamente.

Nos Estados Unidos, cerca de 14 milh6ées de individuos séo
portadores de DPOC. Os sintomas como tosse, perda de peso e
fadiga precoce se apresentam progressivamente com a evolucado
da doenca. Deste modo, a perda da capacidade funcional pulmonar
caracteriza a principal causa de morbidade apresentada por
portadores de DPOC.

As alteracdes dos processos fisiologicos do pulmé&@o que se
apresentam na DPOC podem levar ao desenvolvimento da
hipertensdo pulmonar. A hipertensdo pulmonar pode ocorrer como
um fenbmeno isolado ou associado a varias alteracbes
cardiopulmonares, estando relacionada a altos niveis de morbidade
e mortalidade. Ela é uma condicdo progressiva caracterizada por
um aumento da resisténcia vascular pulmonar e definida como um
aumento da pressao arterial pulmonar média.

Atualmente, os tratamentos farmacolégicos da DPOC nao tém

se mostrado eficientes em reverter o quadro da doenca, mas sao
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capazes de retardar a progressdao da mesma e garantir uma melhor
gualidade de vida. Rosemberg & Resnick (2003) demonstraram que
pacientes que participam de programas de reabilitacdo que incluem
a pratica regular de exercicios fisicos (aerdbios e resistidos),
apresentam melhoras tanto na manifestacdo dos sintomas quanto
na qualidade de vida.

A DPOC é um importante fator de risco para o0
desenvolvimento de outras doencas crbnicas onde se incluem as
doencas cardiovasculares. J4 estd bem estabelecido na literatura
gque as doencas pulmonares podem causar diretamente alteracdes
na mecanica cardiaca. Estas altera¢cdes acarretam prejuizos que
invariavelmente induzem o estabelecimento da insuficiéncia

cardiaca (Sietsema, 2001).

1.1.2 “Cor pulmonale”

As alteracBes patoldgicas do ventriculo direito resultantes da
disfuncdo do pulmao sdo denominadas de “Cor pulmonale”. Estas
manifestacdes quando crbnicas se caracterizam por hipertrofia e
dilatacdo do VD secundaria a hipertensdo pulmonar causada por
doenca do parénquima pulmonar e/ou do sistema vascular (entre a
origem da artéria pulmonar e a entrada da veia pulmonar no atrio
esquerdo) (Braunwald, 1997).

As modificacbes, tanto estruturais quanto funcionais,
apresentadas pelos pulmdes sdo responsaveis pelo aumento na
tensdo que o ventriculo direito necessita desenvolver para se
contrair. Este aumento na pos-carga imposta ao ventriculo direito é
o principal estimulo para o desenvolvimento da hipertrofia
(Sietsema, 2001).

As alteracBes na fisiologia cardiorrespiratoria apresentadas
nos portadores de Cor pulmonale sdo responsaveis pela limitada
capacidade de execucao de atividades fisicas. Uma ineficiéncia na
oferta de oxigénio, em situacdes de aumento na demanda

energética para o exercicio, ocasiona um déficit no consumo de
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oxigénio. Esta situacdo é determinante para o aparecimento da
fadiga precoce apresentada por estes individuos, determinando
incapacidade de execucdo de suas atividades diarias e,

consequentemente, diminuicdo de qualidade de vida.

1.2 Modelos Experimentais de Insuficiéncia Cardiaca

Nas dultimas décadas, pesquisas cientificas na &area da
Cardiologia tém apresentado grande progresso. Hoje em dia, novos
medicamentos e terapias nao farmacologicas sédo capazes de
atenuar a morbidade e diminuir significativamente os indices de
mortalidade em portadores de cardiopatias. Entretanto, com o
aumento da expectativa de vida a incidéncia, prevaléncia e custos
sociais das doencas cardiacas continuam aumentando. Mesmo com
a elucidacao de diversos mecanismos que induzem a disfuncao do
midcito cardiaco, ainda persistem questionamentos que impedem o
completo entendimento da origem, instalacdo e desenvolvimento
da sindrome da insuficiéncia cardiaca. A cada nova descoberta,
apresentam-se novos desafios e, neste cenario, a utilizacdo de
modelos animais representa uma metodologia alternativa de estudo
para a comunidade cientifica.

O emprego de animais como modelo de estudo tem sido
utilizado pelo homem por séculos. O uso de modelos com ratos
apresenta vantagens em relacdo ao estudo com humanos, das
quais pode-se citar: a disponibilidade de um grande numero de
amostra, o controle de variaveis que possam interferir no estudo
(como nutricdo, condicdes ambientais etc.), o desenvolvimento de
estudos cronicos, técnicas invasivas e utilizacdo de drogas
citotoxicas. Dentre o0os varios modelos experimentais de
insuficiéncia cardiaca, a inducdo de hipertensdo pulmonar se
apresenta como sendo extremamente eficiente, principalmente
para o estudo do mecanismo de desenvolvimento e da evolugédo da

doenca. O protocolo com administracdo da droga monocrotalina
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(MCT) € o modelo mais comumente utilizado para inducdo da
hipertensdo pulmonar, hipertrofia seletiva do ventriculo direito e
conseqlente insuficiéncia cardiaca (Brown et al., 1998; Hasenfus,
1998; Monnet e Chachques, 2005).

1.2.1 Monocrotalina como Modelo de Inducédo de Hipertensao

Pulmonar e Insuficiéncia Cardiaca

A monocrotalina € uma substancia quimica classificada como
alcaléide macrociclico pirrolizidina. Os alcaldides pirrois sédo de
origem vegetal, sendo que sua toxicidade depende da sua
estrutura quimica (somente o0os que possuem ligacdo dupla na
posicdo 1,2 sao toxicos) (Figura 1.1). Estas plantas séao
amplamente distribuidas por varios continentes, sendo que mais de
200 tipos foram identificados, em 300 diferentes espécies de
plantas de mais de 13 familias. Embora as plantas ndo toxicas
sejam comumente utilizadas como fonte de alimentacao,
substitutos do café, chéds, e na Medicina, as que possuem
caracteristicas téxicas podem crescer como ervas daninhas em
plantacbes e serem colhidas juntamente com os grdos. Em funcéo
disto, existem varios eventos documentados de contaminacao
humana (doenca cronica hepatica) por ingesta de trigo
contaminado no Afeganistdo, cha de ervas na Jamaica e pdo na
Africa do Sul. Ja foi detectada a presenca destes alcaldides pirrois
no leite de vaca e no mel, tanto nos Estados Unidos quanto na
Australia, mas em concentracdes nado téxicas para os humanos
(Wilson et al., 1992).
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metabolizada por

P450 IllIA4

N

dehidromonocrotalina

monocrotalina

H CH20H

/

dehidroretronecina

Figura 1.1: estrutura quimica e metabolismo da monocrotalina.

A monocrotalina é derivada da Crotalaria spectabilis (Figura
1.2) e, embora todas as partes da planta sejam tdxicas, varios
estudos utilizam a administracdo direta da semente na dieta de
animais. Seu metabolismo hepatico gera a dehidromonocrotalina
(MCTD), um metabodlito reativo, que € subsequentemente
transportado até os pulmdes, causando lesdo do leito vascular e
consequente remodelamento estrutural dos mesmos, resultando em
hipertensdo pulmonar, hipertrofia de ventriculo direito por aumento
de poOs-carga e consequente insuficiéncia cardiaca (Figura 1.3)
(Meyrick et al., 1980). A toxicidade seletiva pelo pulméao ¢é
contraria a de outros alcaldides pirrdis por diferencas no
metabolismo hepéatico e cinética sangiinea da monocrotalina. A
dehidromonocrotalina é acumulada nos eritrocitos onde €
estabilizada durante o transporte até o pulméao. Uma segunda fase
de metabolismo da MCT é através da conjugacdo com a glutationa

(GSH) que representa a reacao de detoxificacdo. Em ratos, a droga
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causa necrose hepéatica periacinar somente em altas doses
enquanto uma dose Unica baixa causa hipertensdo pulmonar Cor
pulmonale sem doenca hepatica. Nem todas as espécies sdao
susceptiveis a MCT, em porcos e aves domésticas, causa
toxicidade renal. Embora, somente com algumas excec¢fes, a
intoxicacdo em humanos por ingestdo possa causar doencga
hepatica crénica, em 1976 foi registrada, no interior da india, uma
epidemia de doenca hepatica veno-oclusiva por contaminacdo de
Crotalaria com 267 casos resultando em 28 6Obitos (Wilson et al.,
1992).

Crotalaria spectabilis ‘

Photo by Berty Wargo

Figura 1.2: planta Crotalaria spectabilis.

Uma das principais vantagens da utilizacdo do modelo com
monocrotalina €& que o0s resultados apresentados por animais
tratados com esta droga, mimetizam varias alteracdes fisioldgicas
apresentadas por humanos portadores de hipertensdo pulmonar
primaria e Cor pulmonale. Animais tratados com MCT apresentam
alteracbes hemodinamicas e estruturais do ventriculo direito, como
aumento no pico de pressao sistdlica e hipertrofia, além de

elevada producdo de endotelina e peptidio natriurético atrial no
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tecido cardiaco e diminuicdo na producdo de Oxido nitrico no
endotélio pulmonar. Deste modo, é considerado um modelo
apropriado para estudar em maiores detalhes a patofisiologia do
desenvolvimento da hipertensdo pulmonar, Cor pulmonale e
insuficiéncia cardiaca congestiva com a finalidade de identificar
nova estratégias terapéuticas em humanos (Doggrel e Brown,
1998; Seyfarth et al., 2000; Wolkart et al., 2000).
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Figura 1.3: metabolismo e mecanismo de ac¢do da monocrotalina no
desenvolvimento de hipertensao pulmonar e hipertrofia ventricular direita.

Utilizando o modelo experimental de Cor pulmonale, Jong e
colaboradores (2000), e Farahmand e colaboradores (2004),
descreveram a evidente participacdo das espécies reativas de
oxigénio (ERO) nos diferentes estagios de desenvolvimento tanto
de hipertrofia quando de insuficiéncia cardiaca. A relagdo das
ERO, das enzimas antioxidantes e do estresse oxidativo na

patogénese da insuficiéncia cardiaca sera discutida a seguir.
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1.3 Estresse Oxidativo

A geracdo de energia necessaria ao metabolismo celular
ocorre essencialmente na cadeia respiratéria mitocondrial. Dentro
da mitocdndria, como resultado final da fase aerdbia deste
processo, ocorre a reducao tetravalente do oxigénio molecular, ou
seja, recebimento de quatro elétrons simultaneamente, com
consequente formacdo de agua e liberagcdo de energia para
ressintese de ATP. Mas cerca de 5% do oxigénio que entra nesta
organela, sofre uma reducdo monovalente, ou seja, had o
recebimento de quatro elétrons, porém cada um separadamente.
Durante este processo de reducdo, ocorre a formacao de “espécies
reativas de oxigénio”, tais como o radical superdxido (02%), o
peroxido de hidrogénio (H,O0;) e o radical hidroxil (OH®).

Estas espécies reativas, que possuem um elétron
desemparelhado no seu orbital mais externo (energético), sao
denominadas radicais livres (Hiroyuki, 2004). Esta configuracéao
lhes confere uma caracteristica extremamente instavel e reativa.
Sua interacdo com elementos biolégicos como aminoacidos, DNA e
lipidios de membrana levam, quase na maioria dos casos, a lesdes
irreversiveis nestas estruturas. A lipoperoxidacdo (LPO) é o
resultado da oxidacdo dos lipidios de membrana causada
principalmente pelo radical hidroxil (Figura 1.4). Este processo
pode levar a danos na integridade da membrana, causando
desarranjos na homeostasia celular, podendo inclusive culminar
com morte celular. Varias doencas estdo associadas a acao destas
espécies reativas de oxigénio com moléculas bioldgicas, tais como
diabetes, catarata, sindrome de Parkinson e a propria insuficiéncia
cardiaca (Yu 1994; Carrol et al., 1987).

Na tentativa de minimizar ou até mesmo inibir os efeitos
deletérios das ERO, nosso organismo possui um complexo e
bastante eficiente sistema de defesa antioxidante. Este sistema é
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composto de elementos enzimaticos e ndo-enzimaticos (Ferreira e
Matsubara, 1997).

ERO
=_=
Fosfolipidios ~ *% Proteinas de 17
de membrana 4 ‘-‘ membrana *
¥,

Figura 1.4: danos aos lipidios de membrana (LPO) causado pela acdo das
espécies reativas de oxigénio (ERO).

Dentre os compostos ndao-enzimaticos, destacam-se 0s
tocoferdis, sendo o a-tocoferol o tipo mais comum deste elemento
consumido na dieta. Sua eficiéncia reside no fato de ter a
capacidade de inibir reacdes desencadeadas pela LPO por sua
insercdo nas membranas celulares. A vitamina C (acido asco6rbico),
um potente antioxidante amplamente consumido pela populacéo,
desempenha um papel muito importante em processos de
regeneracao do a-tocoferol. O B-caroteno, precursor da vitamina A,
e o tripeptidio glutationa, presente em grandes concentracdes na
maioria das células eucariontes, somam-se as demais vitaminas
citadas, na constituicdo do nosso sistema de defesa antioxidante
ndo-enzimética (Yu, 1994; Ferreira e Matsubara, 1997; Singal et
al., 2000).

Os principais elementos constituintes do sistema de defesa

10
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antioxidante enzimatico séo:

1. Superodxido dismutase (SOD), que atua como primeira linha
de defesa antioxidante. Sua funcdo é dismutar o radical
superéxido O,"" (ERO gerada no primeiro passo do processo
de reducdo monovalente do oxigénio até peroxido de
hidrogénio);

2. Catalase (CAT), responsavel por dissociar o peroxido de
hidrogénio (H,0,) a 4gua. O peroxido de hidrogénio ndo é
considerado um radical livre por ndo possuir elétrons
desemparelhados no seu orbital mais energético, mas é
considerado uma ERO, pois, quando na presenca de metais
de transicdo como o ferro e o cobre, pode dar origem ao
radical hidroxil (OH®), um dos radicais mais agressivos a
sistemas bioldgicos;

3. Glutationa peroxidase (GPx), assim como a catalase,
catalisa a reducdo de perd6xido de hidrogénio e também
hidroperoxidos organicos a agua ou alcool, respectivamente.
A diferenca entre estas duas enzimas é que a GPx & mais
efetiva em baixas concentracbes de H,O, da ordem de nM
enquanto a acdo da CAT se encontra mais ativa com
concentracbes da ordem de mM de H,;O, (Tsutsui et al.,
2001; Singal et al., 1999).

O estresse oxidativo é definido como um estado de
desequilibrio no balanco entre a formacdo de oxidantes e a
capacidade de atuacdo do sistema antioxidante em favor dos
primeiros. E sugerido que o estresse oxidativo esteja envolvido no
quadro de transicdo da hipertrofia compensada para a insuficiéncia
cardiaca (Singal et al., 1999, 2000).

11
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1.4 Hipertrofia Cardiaca

O pleno desenvolvimento da atividade cardiaca depende de
uma delicada e complexa interagcdo que envolve dentre outros,
elementos do sistema neuroenddécrino, sinalizadores celulares para
transcricdo génica e componentes funcionais do musculo cardiaco.
Neste sentido, a estrutura do miocardio desempenha um papel
fundamental no trabalho eficiente deste o6rgdo. O formato do
midcito cardiaco depende da composi¢do interna da célula e de
sua capacidade de interagcdo com o0 meio externo. Uma
caracteristica intrinseca de todas as células € a sua capacidade de
modificar seu funcionamento em resposta a estimulos externos.
Deste modo, alteracfes extracelulares percebidas pelo miocardio
sdo capazes de promover modificacdes tanto bioquimicas e
eletrofisioléogicas quanto estruturais do mesmo. Dependendo do
tipo e do tempo de duracdo destes estimulos, as modificacdes
adaptativas apresentadas pela célula cardiaca alteram suas
caracteristicas funcionais.

Durante seu desenvolvimento, o midcito cardiaco passa por
varias modificacbes e, na fase adulta, pode ser alterado em
resposta a quadros de determinadas doencas. A hipertrofia do
miocardio € provavelmente o melhor exemplo de adaptacdo de uma
estrutura celular a estimulacéao (Terracio e Thomas, 1998).

A hipertrofia cardiaca pode ser classificada como fisiolégica
(ex: induzida pelo exercicio) ou patoldgica (resposta a sobrecarga
cronica de volume e/ou pressédo) (Wakatsuki et al., 2004). A
manifestacdo patoldgica representa uma fase de reestruturacdo do
tecido cardiaco com a finalidade de compensar uma diminuicdo da
funcdo de bombeamento. Este processo é transitério e
invariavelmente evolui para estagios mais avancados nos quais,
mesmo hipertrofiado, o coracdo torna-se progressivamente incapaz
de manter um funcionamento adequado. A longo prazo, estas

alteracbes estruturais do midcito cardiaco sdo novamente
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modificadas, ocorrendo diminuicdo de tecido contrétil e deposicéao
de tecido fibroso. Este novo arranjo celular promove uma
diminuicdo da capacidade contratil do coracdo e a instalacdo de
um quadro de insuficiéncia cardiaca (incapacidade do coracdo em
manter a eficiéncia de seu trabalho em niveis que permitam a
integridade de todo o sistema) (Singal et al., 1999; Tombe, 1998).
Uma das caracteristicas do desenvolvimento do processo de
insuficiéncia cardiaca € um aumento gradual da pressédo diastolica
final e diminuicAo da pressao sistdlica ventricular final. Na
tentativa de compensar estes declinios na funcdo de
bombeamento, varios mecanismos sdo deflagrados, dentre estes, o
que controla a resposta de remodelamento do midcito cardiaco é o

mais amplamente conhecido (Tombe, 1998).

1.5 Estresse Oxidativo e Insuficiéncia Cardiaca

Embora a causa exata da insuficiéncia cardiaca néo tenha
sido completamente elucidada, devido aos multiplos fatores
envolvidos no seu desencadeamento, varios estudos apontam para
a participacdo de radicais livres e em especial das ERO na
patogénese desta doenca (Halliwell, 2000; Yu, 1994; Darley-Usmar
e Halliwell, 1996, Khaper et al., 1999).

Em sua revisdo, Antozzi e Zeviani (1997) descrevem a
importancia das bases moleculares e bioquimicas para o
entendimento de cardiomiopatias primarias e as subdividem em
dois grupos: 1) como resposta a desordens da contratilidade do
miocardio e de proteinas contrateis e 2) como desordens no
metabolismo energético cardiaco, sendo os defeitos nos processos
de fosforilagcdo oxidativa na mitocdndria e no processo de beta
oxidacao, reconhecidamente as principais causas metabdlicas da
cardiomiopatia. Devido a estas alteracbes metabdlicas, € possivel
inferir as consequentes alteracdes nos processos de oxi-reducgéao
que ocorrem na célula, e conseqientemente no status de estresse

oxidativo ao qual este 6rgdo esta submetido.
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Tsutsui et al. (2001), analisando mio6citos cardiacos isolados
de caes com insuficiéncia cardiaca induzida, encontraram que
estes apresentavam maior susceptibilidade a lesdes celulares
induzidas por estresse oxidativo, quando comparados com seus
controles. Singal et al. (2000) descrevem a possivel participacao
das ERO e o comportamento do sistema de defesa antioxidante no
processo de insuficiéncia cardiaca congestiva, concluindo a
evidente participacdo destas espécies nesta sindrome. Os autores
sugerem ainda, que a partir destes dados, novas estratégias de

tratamento com elementos antioxidantes devam ser propostas.

1.6 Exercicio, Estresse Oxidativo e Insuficiéncia Cardiaca

O relatorio que apresenta o posicionamento da Organizacgéo
Mundial da Saude (OMS) e da Federacdo Internacional de
Medicina do Esporte (FIMS), com relacdo ao “exercicio para a
saude”, descreve um panorama comportamental de nossa
sociedade, no que diz respeito a atividade fisica e sua relagdo com
doencas, sendo aspectos a destacar:

% metade da populagdo mundial é insuficientemente ativa;

% homens sedentarios tém risco de desenvolver doencas

coronarianas duas vezes maior do que os fisicamente ativos;

% a atividade fisica aumenta a longevidade e protege contra

o desenvolvimento das principais doencas crénicas néo

transmissiveis, como a doenca arterial coronariana,

hipertensdo arterial, acidente vascular encefalico, diabetes
mellitus ndo insulino dependente, osteoporose e neoplasias
de colon;

% criancas, adolescentes e adultos devem ser estimulados a

pratica da atividade fisica e em especial os individuos da

terceira idade com a finalidade de manter sua independéncia

de movimentacao e autonomia pessoal.
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Também em relacdo a associacdo do exercicio com qualidade
de vida e com base nos riscos e beneficios documentados do
exercicio fisico para pacientes com doenca arterial coronariana, €
posicionamento oficial do American College of Sports Medicine,
gue a maior parte dos pacientes coronariopatas deve participar de
um programa de exercicios individualmente prescritos para atingir
uma saude ideal dos pontos de vista fisico e emocional (ACSM,
1998). Além disso, segundo a Associacdo Americana do Coracao,
a pratica de exercicios orientados e regulares por individuos com
insuficiéncia cardiaca, parece ser segura e benéfica.

Até alguns anos atrads, os individuos cardiopatas eram
aconselhados a evitarem o esforco fisico em funcdo de que esta
pratica poderia acelerar o processo de evolucédo da doenca. Com o
passar do tempo, estudos comecaram a demonstrar que a
incapacidade de execu¢do do exercicio ndo estava somente
relacionada ao grau de disfuncdo ventricular sistdlica e que,
adicionalmente, alteracdes estruturais e metabdlicas do miocardio
contribuiam para o desenvolvimento dos sintomas da limitacao
funcional e do aparecimento de demais eventos clinicos adversos
(McKelvie et al., 1995). Deste modo, atualmente, a inatividade
fisica em portadores de doencas cardiovasculares ndo € sO
desnecessaria como também indesejavel, sendo que no ambiente
clinico, o exercicio fisico se tornou uma ferramenta extremamente
atil tanto para diagnéstico como uma das principais prescricfes
nao farmacoldégicas na rotina terapéutica. Dois estudos se
destacam neste contexto, Belardinelli e colaboradores (1999),
desenvolveram o primeiro ensaio clinico prospectivo de longa
duracdo, randomizado e controlado de treinamento fisico em
pacientes portadores de insuficiéncia cardiaca congestiva. Os
resultados deste estudo demonstraram que o0 programa fisico
promoveu um aumento no pico de consumo maximo de oxigénio,
diminuicdo na readmissao hospitalar, melhora da qualidade de vida
e estava associado a uma diminuicdo na mortalidade destes

individuos. A partir destes dados, Georgiou e colaboradores
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(2001), estabeleceram o custo financeiro efetivo individual dos
pacientes que participaram do programa de treinamento fisico em
relacdo aos insuficientes sedentarios, constatando uma
significativa diminuicdo dos custos além de um aumento na
expectativa de vida nos individuos exercitados.

Todos estes beneficios gerados pelo exercicio se
desenvolvem através da exposi¢cao continua do individuo a esta
atividade (treinamento). Deve-se observar, que para populacdes
especiais, como pacientes com insuficiéncia cardiaca, as
manifestacdes clinicas devem ser observadas com rigor quando do
planejamento de um programa de exercicios, para que este nao
ofereca riscos aos seus participantes (Meyer, 2001). Portadores de
IC apresentam capacidade de bombeamento cardiaco reduzida
(fracdo de ejecdo é em geral < 35%), frequéncia cardiaca maxima
reduzida e sistema nervoso simpatico hiperativo. Além disso, estes
pacientes apresentam sinais de fadiga precoce durante o esforgo
até mesmo de ligeiro a moderado, possuindo um consumo mMAaximo
de oxigénio (VO, max.) bastante Ilimitado. Estes individuos
possuem uma estimativa de vida de 5 anos apds o diagndstico
desta doenca, apresentando como primeiro sintoma fadiga precoce
e, conseqglentemente, intolerdncia ao exercicio, tornando limitada
a execucao de atividades da vida diaria e, deste modo, diminuicao
da qualidade de vida dos mesmos.

A capacidade limitada de execugcdo de exercicios,
caracterizada pela fadiga precoce, apresentada por individuos
cardiopatas € também explicada pelas alteracbes metabdlicas
musculares desenvolvidas por estes pacientes. Sullivan et al.
(1991) descrevem importantes diferencas na resposta metabdlica
da musculatura esquelética entre pacientes com insuficiéncia
cardiaca crdonica e normais, quando submetidos a exercicio sub-
maximo e maximo. Seus resultados demonstram que a atividade de
enzimas da rota de fornecimento de energia aerbbia na
musculatura esquelética é inversamente relacionada a acumulacéao

do lactato sanguineo durante exercicios sub-maximos. Estes dados
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dao suporte a concepcdo de que a atividade reduzida destas
enzimas na musculatura esquelética desempenha um papel
importante na resposta metabdlica de pacientes com insuficiéncia
cardiaca crénica submetidos ao exercicio (Sullivan et al., 1991).
Além disso, uma prejudicada dilatacdo endotélio-dependente dos
vasos de resisténcia, é observada em quadros de insuficiéncia
cardiaca, o que também contribui para intolerancia ao exercicio
apresentada nesta doenca. Esta ineficiente vasodilatagdo pode ser
simplesmente decorrente da diminuicdo do oOxido nitrico (NO),
como também da interacdo de outros fatores como das ERO ou
liberacdo de prostandides. Varin et al. (1999) analisando ratos
submetidos a insuficiéncia cardiaca por ligadura da artéria
coronaria e, posteriormente, submetidos a dez semanas de
natacdo, descreveram que 0 exercicio restaura parcialmente a
dilatacdo mediada por fluxo de pequenas artérias através de um
incremento na expressdo da eNOS e prevencao da producdo de
vasoconstritores prostandides e de radicais livres. A partir de seus
resultados, os autores concluiram que esta restauracdo da
dilatacdo mediada por fluxo deva contribuir para um aumento na
capacidade de execucédo de exercicio em situacdes de insuficiéncia
cardiaca crdnica.

A relacdo do exercicio com o estresse oxidativo € largamente
descrita na literatura. Durante o exercicio, a taxa de consumo de
oxigénio aumenta significativamente em relacdo ao repouso
(Grass, 2000).

Embora provoque um aumento no metabolismo celular e,
muitas vezes, seja reconhecido como um fator de estresse para o
organismo, quando executado em uma intensidade e frequéncia
adequada a cada individuo, o exercicio pode induzir adaptacdes do
sistema de defesa enzimatico antioxidante, evitando deste modo
possiveis danos decorrentes deste processo (Souza-Rabbo et al.,
2003). Estas adaptacbes geradas pelo treinamento fisico podem
ser benéficas ao individuo, mesmo em situacdes que ndao envolvam

0 exercicio.
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A partir dos dados apresentados, fica evidente a inter-relacao
da triade insuficiéncia cardiaca, estresse oxidativo e exercicio.
Apesar dos constantes avanc¢os de areas afins nas descobertas de
novos metodos de diagnodstico, medicamentos de ultima geracao e
de terapias nao farmacoldégicas alternativas com relacdo ao
combate as causas e consequéncias da insuficiéncia cardiaca (em
qualquer nivel de sua manifestacdo), a mortalidade decorrente
desta doenca ainda permanece elevada. Deste modo, faz-se
necessaria uma incessante procura de subsidios, através de
estudos, para o desenvolvimento de terapias mais eficientes no
sentido ndo s6 da manutencdo da qualidade vida, como também da
longevidade de individuos portadores desta doenca.
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1.7 Hipotese

O presente estudo foi elaborado com a intencdo de testar a
hip6tese de que o0s animais submetidos a um programa de
exercicios fisicos melhoram o quadro de hipertrofia de ventriculo
direito e insuficiéncia cardiaca induzidos pela droga monocrotalina,
através da modulacdo tanto de respostas hemodinamicas quanto

de marcadores de estresse oxidativo.
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1.8 Objetivos
1.8.1 Objetivo Geral

Em ratos Wistar, testar o efeito do treinamento fisico no
quadro de Cor pulmonale induzido por monocrotalina em trés
tempos distintos de tratamento, através da avaliacdo de

parametros hemodinamicos, estruturais e de estresse oxidativo.

1.8.2 Objetivos Especificos

Este estudo teve por objetivo, nos distintos grupos
experimentais de animais tratados com monocrotalina por trés,
quatro e cinco semanas, assim como nosS seus respectivos
controles:

a) avaliar a evolucédo do peso corporal dos animais;

b) quantificar o grau de congestao dos pulmdes e figado;

c) quantificar o grau de hipertrofia do ventriculo direito,

esquerdo e cardiaca;

d) avaliar o perfil hemodinamico, através das medidas de
pressao ventricular sistdolica e diastélica final do
ventriculo direito;

e) avaliar o indice de contratilidade e relaxamento do
ventriculo direito (+ dP/dt);

f) analisar a lipoperoxidacdo, através das técnicas de
guimiluminescéncia (QL) em eritrocitos e substancias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) em tecido
cardiaco;

g) quantificar o potencial total antioxidante (TRAP) no
plasma;

h) verificar a atividade das enzimas antioxidantes
superoéxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPx), glutationa transferase (GST) e

catalase (CAT), em tecido cardiaco e eritrocitos.
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2 MATERIAIS e METODOS

2.1 Animais

Foram utilizados 96 ratos machos Wistar pesando
aproximadamente 180 g adquiridos do Biotério do Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul. Os animais foram mantidos em caixas plasticas com
medidas de 270 x 260 x 310 mm, sendo quatro animais por caixa.
Todos 0s animais permaneceram em ambiente com temperatura
controlada (21°C) e ciclo “claro-escuro” de 12 horas e umidade
relativa de 70%. Agua e racdo comercial foram oferecidas ad
libitum. A evolucdo do peso foi aferida semanalmente.

Todos os procedimentos com 0s animais estavam de acordo
com as normas estabelecidas pela Comissdo de Pesquisa e Etica
em Salude do grupo de pesquisa e pés-graduacdo do Hospital de

Clinicas de Porto Alegre (Goldim e Raymundo, 1997).

2.2 Grupos Experimentais

Os animais foram distribuidos nos seguintes grupos

experimentais:

1. Grupo controle sedentario (CS) — sem monocrotalina, nao
submetido ao protocolo de treinamento fisico;

2. Grupo monocrotalina sedentario (MS) — com monocrotalina,
nao submetido ao protocolo de treinamento fisico;

3. Grupo controle treinado (CT) —» sem monocrotalina, submetido
ao protocolo de treinamento fisico;

4. Grupo monocrotalina treinado (MT) — com monocrotalina,

submetido ao protocolo de treinamento fisico.
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2.3 Protocolo Experimental

A partir do 30° dia ap06s o nascimento, 0s animais dos grupos
treinados passaram por um periodo de adaptacdo ao exercicio que
constituiu de duas semanas de corrida em esteira rolante
adaptada. Imediatamente ap6s o término deste periodo (com os
animais pesando aproximadamente 180g), foi injetada a droga
monocrotalina (dose uUnica, 60mg/kg i.p.) sendo que 0s animais
controles receberam solucdo salina no mesmo volume e via de
administracdo. Apo6s 48 horas, iniciou-se o0 protocolo de
treinamento que teve a duracdo de trés, quatro e cinco semanas.
Durante as sess0Oes de exercicios os animais dos grupos SC e MC,
permaneceram proximos a esteira rolante e foram manipulados
com a finalidade de sofrerem estresse semelhante aos animais
submetidos ao exercicio. Vinte e quatro horas apds a dultima
sessdo de exercicio (na 3%, 42 e 52 semanas), 0os animais foram
anestesiados e canulados para que fossem feitos 0s registros
hemodinamicos. Ap6s o0 procedimento de registro, os animais

foram mortos por deslocamento cervical.

2.4 Protocolo de Treinamento

O protocolo de treinamento constituiu de sessdes de corrida
em esteira ergométrica adaptada (Figura 2.1) (modelo TK 01,
IMBRAMED) segundo protocolo pré-estabelecido (Tabela 1), cinco
vezes por semana, durante trés, quatro e cinco semanas. Os
animais foram mortos individualmente por deslocamento cervical,
24 horas apoOs a Uultima sessdo de exercicio ao término do

protocolo (incluindo o grupo controle).
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Figura 2.1: animais executando uma sesséao do protocolo
de treinamento fisico.

Tabela 2.1: Protocolo de Treinamento Fisico. Frequéncia: 5 x por semana.

Periodo de adaptacéo

Semana Tempo  Velocidade max.
(min) (Km/h)

r 45 0.6

2" * 60 0.9

1 - -

2 - -

3 - -

4 - -

5a

(%) Injecao de monocrotalina ou solugao salina.

Periodo de treinamento

Tempo Velocidade max.
(min) (Km/h)
60 0.9 /0.7
50 0.6
50 0.6
50 0.6
50 0.6
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2.5 Inducédo de Hipertensdo Pulmonar e Insuficiéncia Cardiaca

Para inducdo de hipertensdo pulmonar e insuficiéncia
cardiaca foi aplicada uma injecdo intraperitonial Unica para cada
animal (60mg/Kg) da droga Monocrotalina (Crotaline — C240
SIGMA) (Werchan et al., 1989). A crotalina € um alcaldide de
origem vegetal sendo um potente agente carcinogénico. Seu
metabolismo hepatico gera dehidromonocrotalina (MCTD), um
metabdlito reativo que € subseqglentemente transportado até os
pulmbes, sendo capaz de induzir uma resposta citotoxica
resultando em hipertensao pulmonar. Os animais do grupo controle
e grupo treinado receberam uma injecdo com mesmo volume de

solucdo salina nas mesmas condi¢cdes.

2.6 Avaliacdo Hemodinamica

Para a avaliacdo de parametros hemodinamicos, 0s animais
foram anestesiados com quetamina (60mg/Kg) e xilazina (10mg/KQg)
administradas intraperitonialmente. A veia jugular direita foi
exposta e uma canula (catéter de polietileno PE-50) foi implantada
e introduzida até o atrio e ventriculo direito. A pressao sistolica
ventricular direita (PSVD) e a pressédo diastdlica final ventricular
direita (PDFVD) foram monitoradas usando um transdutor de
pressao (Strain-Gauge - Narco Biosystem Miniature Pulse
Transducer RP-155, Houston, Texas, USA) ligado a um
amplificador de sinais (pressure Amplifer HP 8805C). Os sinais
analdégicos de PA foram digitalizados (CODAS - Data Acquisition
System, PC) com frequéncia de amostragem de 2000 Hz,

expressos em mmHg.
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2.7 Analise da Derivada de Contracdo e Relaxamento do
Ventriculo Direito

A anélise foi feita utilizando-se programa comercial
associado ao sistema de aquisicdo. Este programa permite a
derivagcdo da onda de pressédo ventricular direita e detecgdo de
méaximos e minimos destas curvas batimento a batimento,
fornecendo os valores das derivadas de contracado (+ dP/dt) e de

relaxamento (- dP/dt). Dados expressos em mmHg/s.

2.8 Hipertrofia Cardiaca

Imediatamente apdés os animais serem mortos, os coracdes
foram retirados sendo primeiramente pesados integralmente e logo
apos, os ventriculos direito e esquerdo mais o septo, foram
pesados separadamente. A hipertrofia cardiaca foi avaliada
através da razdo do peso do coracédo isolado pelo peso corporal,

expressada em g/mg.

2.9 Nivel de Congestao Hepéatica e Pulmonar

Imediatamente apds a morte dos animais, figado e pulmao
foram extraidos, pesados e posteriormente submetidos a processo
de secagem em estufa (65°C por 48h) e novamente pesados. O
nivel de congestdo hepatica e pulmonar foi avaliado a partir da

razdo do peso dos 6rgdos umidos/secos e expresso em g/g.

2.10 Preparacao do Tecido

O coracdo foi imediatamente retirado, pesado e
homogeneizado em ultra-Turrax em cloreto de potassio (KCI)
1,15% (5mL por g de tecido para coracao e 9mL por g de tecido
para figado), fluoreto de fenil metil sulfonila (PMSF) na

concentracdo de 100mM em isopropanol e na quantidade de 10yl
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por mL de KCI| adicionado. A suspensao foi centrifugada a 3000rpm
por 10min em centrifuga refrigerada (Sorvall RC %B — SM 24), a 0-
4°, para remocao dos nucleos e fragmentos de células (Llesuy et
al.1985). O sobrenadante foi aspirado, separado em aliquotas e
congelado em freezer (-70°C), sendo utilizado posteriormente
para as analises da atividade das enzimas antioxidantes e da
lipoperoxidacao.

2.11 Preparacao do Sangue

Imediatamente apds o0 registro de pressdo, realizou-se a
coleta de 1,5mL de sangue, através de puncao do plexo venoso
retro-orbital com um capilar de vidro com uma das extremidades
guebrada em bisel (Halpern & Pacaud, 1951). Para isso, o0s
animais foram previamente anestesiados com quetamina (90mg/Kg
de peso corporal) e xilazina (10mg/Kg de peso corporal). O
sangue coletado foi centrifugado por 10 minutos a 1000 x g em
centrifuga refrigerada (Sorvall RC 5B - Rotor SM 24). Os
eritrocitos foram lavados com soro fisiolégico (NaCl 0,9%) por trés
vezes e aliquotados para a medida de lipoperoxidacdo. Para isso,
os eritrécitos foram ressuspensos em soro fisiolégico (NaCl 0,9%)
e analisados imediatamente. Para a verificacao da atividade e das
enzimas antioxidantes foi adicionado aos eritrocitos solucao de
acido acético 1mM e sulfato de magnésio 4mM, para poderem ser

armazenados em frezeer a —80°C.

2.12 Quantificacdo de Proteinas

As proteinas foram quantificadas pelo método descrito por
Lowry e colaboradores (1951), que utiliza como padrdao uma
solucdo de albumina bovina na concentracdo de 1 mg/mL.
Reagentes utilizados: Reativo de Folin Ciocalteau, diluido em agua
destilada na propor¢cdo de 1:3, e Reativo C, que é composto por
50mL do reativo A, 0,5mL do reativo B1 e 0,5mL do reativo B2,
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onde os reativos A, Bl e B2, sdo respectivamente: NaHCOj;
(bicarbonato de sédio) 2% (P/V) em NaOH (hidroxido de sédio)
0,1N; CuSO4 . 5 H,0 (sulfato de cobre) 1% (P/V); KNaC4H40¢. 4
H,O (tartarato de sodio e potassio) 2% (P/V). A medida foi
efetuada em espectrofotbmetro a 625 nm e o0s resultados

expressos em mg/mL.

2.13 Dosagem de Hemoglobina

A hemoglobina foi dosada nas amostras de eritrécito diluido
em soro fisiologico. Esta analise foi feita utilizando-se uma mistura
de cianetos para se obter o reativo de Drabkin, este reativo reage
com a hemoglobina formando cianometahemoglobina, que foi
medida, em espectrofotbmetro a 546 nm e os resultados expressos

em mg/mL segundo Drabkin & Austin, 1935.

2.14 Quimiluminescéncia (QL)

O método consiste em adicionar um hidroperéxido organico
de origem sintética ao homogeneizado de tecido, avaliando-se a
capacidade de resposta produzida pela amostra. A realizacéao
deste tipo de teste consiste no fato de que os hidroperoxidos séao
espécies quimicas bastante instaveis, reagindo com lipidios por um
mecanismo radicalar que gera produtos que emitem luz pela
amostra em estudo. A quimiluminescéncia (QL) foi medida em
contador beta (LKB Rack Beta Liquid Scintilation Spectrometer). O
meio de reacao no qual foi realizado o ensaio consistiu em 3,5mL
de uma solucao reguladora de KCI 140mM, fosfatos 20mM, (pH
7,4), na qual foi adicionado 0,5mL de amostra. Os resultados foram
expressos em contagens por segundo (cps), por miligrama de

proteina segundo Gonzalez-Flecha e colaboradores (1991).
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2.15 Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitarico (TBARS)

A técnica consiste em aquecer o material bioldégico a ser
testado na presenca de acido tiobarbitdarico, para medir
espectrofotometricamente a formacao de um produto de coloragéao
rosea. Para tanto, foi utilizada uma aliquota de 0,25 mL de
homogeneizado, a qual foram adicionados 0,75 mL de acido
tricloroacético a 10%, que tem a funcédo de desnaturar as proteinas
presentes e acidificar o meio de reacdo. Esta mistura foi, entéo,
agitada e centrifugada durante 3 minutos a 1000 g. Foram
retirados 0,5 mL do sobrenadante e a este foram adicionados 0,5
mL de acido tiobarbitdrico 0,67%, que reage com os produtos da
lipoperoxidacdo formando um composto de coloracdo rosada. A
mistura foi incubada por 15 minutos a 100°C e resfriada. Em
seguida, realizada a leitura da absorbancia a 535nm em
espectrofotometro. Os resultados foram expressos em nmoles de

TBA-RS por mg de proteina, segundo Buege & Aust, (1978).

2.16 Superoxido Dismutase (SOD)

A técnica que foi utilizada neste trabalho para determinacao
da SOD estd baseada na inibicdo da reacdo do radical superéxido
com o pirogalol. O superéxido é gerado pela auto-oxidacdo do
pirogalol quando em meio basico. A SOD presente na amostra em
estudo compete pelo radical superéxido com o sistema de
deteccdo. Dado que ndo se pode determinar a concentracdo da
enzima nem sua atividade em termos de substrato consumido por
unidade de tempo, utilizou-se a quantificacdo em unidades
relativas. A oxidacao do pirogalol foi detectada
espectrofotometricamente a 420 nm. A atividade da SOD foi
determinada medindo-se a velocidade de formacdo do pirogalol
oxidado. No meio de reacédo, foram utilizados 973 uL de tampéo
Tris 50 mM (pH 8,2), 8 uL de pirogalol 24 mM, 4 uL de catalase 30
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uM. O aumento na absorbéancia foi acompanhado durante 2 minutos
a 420 nm, sendo esta curva utilizada como branco. Foi feita uma
curva padréao utilizando trés concentracdes distintas (0,25U, 0,5U e
1U) de SOD (Sigma Biochemical St. Louis, USA) através da qual
foi obtida a equacdo da reta para realizacdo dos célculos. Os
resultados foram expressos em U SOD/mg proteina, segundo
Marklund, 1985.

2.17 Glutationa Peroxidase (GPx)

A enzima glutationa peroxidase (GPx) catalisa a reacado de
hidroperoxidos com a glutationa reduzida (GSH) para formar
glutationa oxidada (GSSG) e o0 produto da reducao do
hidroperoxido. Logo, sua atividade pode ser determinada medindo-
se o consumo de NADPH na reacédo de reducdo acoplada a reacao
da GPx.

A amostra foi previamente preparada adicionando-se uma
mistura de cianetos para inibir a atividade pseudo-peroxidase da
hemoglobina, transformando-a em cianometaemoglobina. Mediu-se
entdo, a atividade da glutationa peroxidase em espectrofotdmetro a
340nm, em um meio de reacdo que continha: solugcdo tampéo
fosfato 140 mM e EDTA 1mM, (pH 7,5;), NADPH 0,24 mM; azida
sédica 1mM, utilizada para inibir a atividade da catalase; GSH 5
mM; glutationa redutase (GR) 0,25 U/mL e, por fim, hidroperéxido
de tert- butila 0,5 mM.

Na cubeta, foram adicionados 330uL de tampé&o, 50uL de
amostra, 500uL de NADPH, 10uL de azida soOdica, 50uL de GSH e
10uL de GR. A absorbéncia foi registrada por aproximadamente 3
minutos. Adiciona-se 50uL de hidroperéxido de tert-butila e a
diminuicdo da absorbéancia, devido ao consumo de NADPH, foi
monitorada por um tempo meédio de 5 minutos. Os resultados foram
expressos em nmoles por minuto por mg de proteina segundo
Flohé & Gunzler, 1984.
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2.18 Catalase (CAT)

A atividade da catalase é diretamente proporcional a taxa de
decomposicdo do peroxido de hidrogénio e obedece a uma cinética
de pseudoprimeira ordem. Sendo assim, sua atividade pode ser
medida através da avaliagcdo do consumo do H,0,.

Este teste consiste em avaliar a diminuicdo da absorbéancia
no comprimento de onda de 240nm, que é onde ocorre maior
absorcdo pelo peréxido de hidrogénio. Para a realizacdo deste
ensaio foram utilizados uma solugcdo tampé&o fosfato a 50mM
(pH=7,4) e peréxido de hidrogénio 0,3M.

Em cubeta de quartzo, foram adicionados 955uL do tampéo
fosfato e 10uL de amostra. A cubeta foi colocada no
espectrofotometro e descontada contra um branco de tampéo
fosfato. Apé6s, foram adicionados 35uL do H;O, e foi feito o
monitoramento da diminuicdo da absorbancia a 240 nm. Os
resultados foram expressos em picomoles por miligramas de

proteina, segundo Boveris & Chance, 1973.

2.19 Glutationa S-transferase (GST)

As glutationas transferases sao um grupo de enzimas que
catalisam reacdes de conjugacdo de glutationa com varios
xenobiodticos, tendo um importante papel na detoxificacdo de
agentes alquilantes. Todas as transferases sdo ativas com o
composto 1 cloro-2,4dinitro benzeno (CDNB), sendo a conjugacao
deste com GSH utilizada para quantificar-se sua atividade. A
formacdo do composto corado dinitro-fenil-glutationa (DNP-SG), foi
medida espectrofotometricamente a 340nm. Para realizacdo deste
ensaio foram utilizados 850uL de solucdo tampéao fosfato de sddio

0,2 M (pH = 6,5), 50uL de GSH, 50uL de amostra e 150uL de
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CDNB (20mM). A atividade da GST foi expressa em nmoles/min/mg
de proteina. (Mannervik, & Gluthemberg, 1981).

2.20 Analise Estatistica

Com base nos resultados das analises, foram calculadas as
médias e os erros padrbées da média para cada uma das medidas
realizadas e para cada um dos grupos estudados. Para a
comparacdo entre os grupos foi aplicada analise de variancia
(ANOVA) de uma via, complementado com o teste de Student-
Newmann-Keuls.

As diferencas foram consideradas significativas quando a
andlise estatistica apresentou p < 0,05. O software GraphPad
Instat, versdo 3.00 para Windows 95, foi utilizado como ferramenta

computacional para analise estatistica dos dados.
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3 RESULTADOS

Os resultados obtidos neste estudo foram descritos em forma

de artigos e subdivididos de maneira que fossem submetidos a trés

revistas indexadas com fator de impacto acima de 1,0. Neste

capitulo tais resultados serdo apresentados segundo o quadro

abaixo:

Titulo do artigo

Resultados

Peridédico

“Peripheral Markers of Oxidative
Stress and Hemodynamic
Assessment in Chronically

Exercised Rats Treated With
Monocrotaline.”

Tempo pés-tratamento: 3
semanas.

Amostra: sangue
Hemodinamica: PSVD,
PDFVD, + dP/dt.
Morfometria: VD, pulméo
e figado,

Estresse oxidativo: QL,
SOD,CAT, GPx,GST

Canadian Journal of
Applied Physiology

(submetido)

“Effects of Exercise Training on
Hemodynamic and Oxidative
Stress in  experimental Cor
pulmonale.”

Tempo poOs-tratamento: 4
e 5 semanas.

Amostra: sangue
Hemodinamica: PSVD,
PDFVD, + dP/dt.
Morfometria: VD, pulméo
e figado,

Estresse oxidativo: QL,
SOD,CAT, GPx,GST

Acta Physiologica
Scandinavica.

(submetido)

“Myocardial oxidative stress in
monocrotaline-treated rats
submitted to exercise training”.

Tempo pés-tratamento: 3,
4 e 5 semanas.

Amostra: tecido cardiaco
Estresse oxidativo: TBA,
TRAP, SOD,CAT,
GPx,GST

Process Biochemistry

(em fase de submisséo)

Além destes, o0s

dados referentes

ao desenvolvimento

corporal serdo demonstrados a seguir (Figura 5), pois 0s mesmos
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ndao foram apresentados em nenhum dos estudos acima citados.
Sera, também, fornecida uma compilacdo dos principais resultados
sob a forma de um marcador de pagina, com a finalidade de
facilitar o acesso aos mesmos, quando da avaliacdo do trabalho.
Apesar de 0s grupos experimentais apresentarem nomenclatura
diferenciada nos distintos artigos, neste encarte 0S mesmos
seguirdo a nomenclatura indicada no capitulo de materiais e
metodos desta tese.

Convém ressaltar, que no primeiro estudo apresentado com
dados relativos a terceira semana de tratamento, ndo foram
apresentados os dados dos animais controle treinados (CT), em
funcdo de que, neste periodo, houve uma expressiva perda de
amostra deste grupo durante o desenvolvimento de determinados

protocolos experimentais.

3.1 Resultados Referentes a Evolucdo do Peso Corporal dos
Distintos Grupos Experimentais nos Diferentes Tempos de

Tratamento

Os dados referentes ao ganho de peso dos animais durante a
aplicacdo do protocolo experimental sdo apresentados na figura
3.1. Nao houve diferenca significativa com relacdo ao peso dos
animais nos distintos grupos experimentais tanto antes do inicio
guanto na primeira semana de tratamento. Na segunda semana, 0sS
animais dos grupos MS e MT apresentaram diminui¢cdo significativa
gquando comparados aos seus controles, CS (30%) e CT (14%)
respectivamente, sendo que os animais do grupo CT mostraram
valores menores do que os do grupo CS (10%). Na terceira
semana, 0s animais tratados com MCT apresentaram uma
diminuicdo significativa no ganho de peso quando comparados aos
seus controles na ordem de 80% (CS) e 77% (CT)
respectivamente. Na quarta semana os animais dos grupos MS e

MT mantiveram um menor ganho de peso quando comparados com
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Peso corporal (g)

Resultados

seus respectivos controles, CS (10%) e CT (14%). Nao houve
diferenca significativa neste parametro na quinta semana de

tratamento.

= CS =J=CT =ty—MS —@— MT

310 -

270 -

230

190 -

150

inicial 12 22 32 42 54
Tempo de tratamento (semanas)

Figura 3.1: Evoluc&o do peso corporal durante o periodo experimental, para
uma amostra de 8 animais por grupo.
(*) significativamente diferente de CS e CT (P<0,05);
(#) significativamente diferente de CT (P<0,05).
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4 DISCUSSAO

Uma discussdo mais detalhada com relacdo aos diferentes
tempos de tratamento e os diferentes tipos de tecidos €
apresentada individualmente em cada artigo anexado no capitulo
de resultados. Deste modo, procuraremos abordar de forma mais
abrangente o conjunto de dados obtidos, visando, no entanto,
manter uma linha de raciocinio que favoreca a compreensao de

nossos resultados.

4.1 Dados Morfométricos

4.1.1 Desenvolvimento Corporal, Pulméo e Figado

Desde a década de 1960, quando o0s mecanismos da
toxicidade dos alcaldides pirréis comecaram a ser observados e, a
partir da descricao do metabolismo dos mesmos, a monocrotalina
tem se destacado como modelo experimental de estudo da
hipertensdo pulmonar e Cor pulmonale (Kay at al., 1967; Mattocks,
1968; Thomas et al, 1998). O grau de dano ao sistema bioldgico
induzido pela monocrotalina depende de alguns fatores como:
espécie estudada, género, idade, dose, via de administracao
utilizada e tempo de duracdo do experimento. Apesar do grande
namero de publicacbes utilizando este modelo, ndo é de nosso
conhecimento a existéncia de dados relacionando treinamento
fisico, estresse oxidativo e Cor pulmonale, até o momento na
literatura.

Em nosso estudo, utilizando ratos Wistar machos pesando
em torno de 180g, a administracdo de uma U(nica injecao
intraperitonial na concentracdo de 60mg/kg de monocrotalina, foi
capaz de induzir alteracbes tanto morfométricas quanto
hemodindmicas nos animais. Estes resultados corroboram estudos

gque demonstram que esta concentracdo possui a mesma eficiéncia
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no desenvolvimento das manifestacdes de Cor pulmonale em
relacdo a utilizacdo de doses mais elevadas, com a vantagem de
um indice de mortalidade dos animais significativamente menor
(Werchan et al.,1989; Kasahara et al., 1997).

Os animais tratados com monocrotalina apresentaram um
menor ganho de peso corporal em relacdo aos animais controles
durante todo o periodo experimental. A perda de peso apresentada
quando da utilizacdo deste modelo é resultado da toxicidade
gerada pelo metabolismo hepatico nas primeiras semanas e,
posteriormente, pela deterioracdo da capacidade ventilatéria
apresentada pelos animais (Mcnabb & Baldwin, 1984). De
importante destaque é o fato de que, nas condi¢cdes experimentais
apresentadas em nosso estudo, na 5% semana de tratamento néo
houve animais sobreviventes no grupo insuficiente sedentario.
Como neste mesmo periodo a taxa de mortalidade nos animais do
grupo insuficiente treinado foi de apenas 37%, podemos inferir a
possibilidade de um papel protetor do exercicio fisico, sendo que
0S mecanismos propostos para tanto, serdo discutidos
posteriormente.

Outras alteracbes apresentadas pelos animais, ja
tradicionalmente bem descritas neste modelo, foram as
modificacdbes na coloracdo e arranjo da pelagem, dispnéia e
secrecdo de vias aéreas. Em nosso estudo, apesar dos animais
tratados com monocrotalina apresentarem dispnéia aparente a
partir da terceira semana de tratamento, ndo houve diferenca
significativa nos indices de congestdo pulmonar em nenhum
intervalo de tempo nos animais tratados, quando foi utilizada a
relacdo peso Uumido pelo peso seco do 6rgdo. Porém, quando estes
resultados foram obtidos através da relacdo peso umido pelo peso
corporal total, os animais dos grupos monocrotalina sedentario e
monocrotalina treinado, apresentaram congestdo pulmonar
somente na terceira semana apds o tratamento. E possivel que,
neste intervalo de tempo, uma diminuicdo do ganho de peso (em

funcdo do tratamento) tenha ocorrido desproporcionalmente ao
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aumento do peso dos orgaos contribuindo deste modo, para este
resultado. Como citado anteriormente, os danos (tanto de tecido
hepatico quanto pulmonar) dependem de uma série de fatores que
incluem até mesmo, a susceptibilidade individual do animal a
droga. Este dado é evidente a partir de diversos resultados
apresentados por diferentes autores. Farahmand e colaboradores
(2004), demonstraram congestdo pulmonar somente a partir da
sexta semana de tratamento com monocrotalina. Entretanto,
Brunner (1999) e Woélkart e colaboradores (2000) ndo observaram
diferenca no peso pulmonar tanto em animais com nove quanto
com dez semanas de tratamento utilizando uma concentracao de

50mg/kg i.p.

4.1.2 Hipertrofia de Ventriculo Direito

Uma das principais caracteristicas apresentadas pelo modelo
com utilizacdo da MCT é o desenvolvimento de hipertrofia
compensatdéria seletiva do ventriculo direito jA a partir da terceira
semana de tratamento (Meyrick et al., 1980; Hill et al., 1989;
Bernocchi et al., 1996; Farahmand et al., 2004). Em nosso estudo,
na terceira semana de tratamento, os animais tratados com MCT e
submetidos ao exercicio fisico nado apresentaram hipertrofia
ventricular direita quando comparados aos animais tratados
sedentarios. Estes resultados sugerem que 0 exercicio, neste
intervalo de tempo de tratamento, foi capaz de modular os
mecanismos responsaveis pelo remodelamento cardiaco, em
termos estruturais, muito embora estes dados n&o tenham se
reproduzido na quarta e quinta semanas de tratamento. Apesar dos
grandes avanc¢os nas pesquisas na area da biologia molecular, o
exato mecanismo que desencadeia o processo de hipertrofia do
miocito cardiaco ainda nao foi elucidado. Apesar disso, varios
estudos apontam a cascata de reacOes que envolvem a
participacdo da proteina MAPK como via de sinalizacdo para o

desenvolvimento de alteracdes estruturais do tecido cardiaco. A
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MAPK (proteina quinase mitégeno-ativada) é uma proteina quinase
(serinal/treonina) que desempenha um papel importante na
diferenciacao, crescimento e apoptose celular, assim como na
regulacdo da expressao de varios genes e fatores de transcricéo.
A MAPK é ativada pela fosforilacdo dos residuos de treonina e
tirosina e sua cascata de reacfes é uma rota de sinalizagdo de
transducdo extremamente conservada, acoplando varios sinais
extracelulares que induzem respostas intracelulares de adaptacéao
(Nishida et al,. 2004). As quinases ERK (quinase extracelular
sinal-regulada), p38 e JNK (c-jun-NH,-terminal), sdo ativadoras da
proteina MAPK e mostram-se ser ativadas por estiramento
mecanico e pulsatil do miocito cardiaco, bem como por substancias
oxidantes como peré6xido de hidrogénio e radical superoxido
(Giordano, 2005). No coracdo, a ativacdo da MAPK p38 foi
observada em situacdo de sobrecarga de pressdo e hipertrofia
induzida por infarto do miocardio, tanto em modelos animais
gquanto em humanos (Liu et al., 2005). See e colaboradores (2004),
sugerem que a inibicdo da MAPK p38 pode ser uma perspectiva de
terapia no tratamento da disfun¢cdo do miocito cardiaco observada
na insuficiéncia cardiaca. As diferencas nos mecanismos que
distinguem a hipertrofia fisioléogica (induzida pelo exercicio) da
patologica (por sobrecarga cronica de pressdo e/ou acdo de
agonistas adrenérgicos) sao sutis. Apesar de alguns aspectos
como o desenvolvimento de fibrose e o declinio na contratilidade
serem determinantes para a diferenciacdo, o exato estimulo e/ou
local da rota na qual a sinalizacdo celular € modificada, ainda séao
desconhecidos e precisam ser elucidados (Wakatsuki et al., 2004).

N&o sao encontrados na literatura dados referentes ao papel
das MAPKs na insuficiéncia cardiaca direita associada ao
exercicio.

Varios estudos evidenciam que o estresse oxidativo e as
MAPKs estdo envolvidos na hipertrofia cardiaca em diferentes

condicdes patolégicas. Em recente revisdo, Giordano (2005)
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descreve as possiveis rotas que envolvem a participacdo das ERO

no processo de sinalizacdo para o desenvolvimento da hipertrofia.

4.2 Dados Hemodinamicos

4.2.1 PressOes Diastdlica e Sistélica Final de Ventriculo Direito

A grande maioria dos estudos que utilizam a monocrotalina
como modelo de insuficiéncia cardiaca apresentam alteracdes
significativas nos resultados hemodinamicos do ventriculo direito
(Chesney et al., 1974; Schaible & Scheuer 1981; Meyrick et al.,
1980). Em nosso estudo, o0s animais tratados com MCT
apresentaram um significativo aumento nos valores do pico de
pressao sistolica do ventriculo direito na terceira e quarta semanas
de tratamento. Convém relembrar, que o foco inicial de atuacao do
metabolito ativo da MCT é o tecido pulmonar, induzindo lesdo de
endotélio principalmente do leito arterial pulmonar, resultando em
desenvolvimento de hipertensdo pulmonar. Como consequéncia,
ocorre um aumento na pdés-carga imposta ao ventriculo direito.
Esta situacdo deflagra os mecanismos de hipertrofia do midcito
cardiaco no sentido de compensar esta nova demanda contratil. As
pressdes sistolicas elevadas sao resultado deste processo de
adaptacdo do tecido cardiaco no sentido de manutencdo da
capacidade funcional adequada do coracdo. Com relagdo a
pressao diastolica, nossos resultados demonstraram que, na
gquarta semana, 0S animais exercitados tratados com MCT,
apresentaram uma diminui¢cdo dos valores quando comparados aos
seus controles, sendo que na quinta semana ndo houve diferencas
entre os grupos. Como a presséao diastolica final reflete a presséao
imposta pelo volume de sangue a parede da camara no final da
diastole, esta diminuicdo apresentada pelos animais do grupo
monocrotalina treinado, somada a manutencdo de uma aumentada

pressao sistdlica e hipertrofia ventricular, reflete, neste periodo de
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tempo, o estabelecimento de uma fase compensatoria durante o

processo de desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca.

4.2.2 Derivadas de Contratilidade e Relaxamento

A partir dos registros de pressao, foi possivel calcular as
derivadas de pressdo em funcdo do tempo (+xdP/dt). Em nosso
estudo, a administracdo de MCT induziu alteragGes significativas
nas derivadas tanto positiva (aumentando o indice de
contratilidade) quanto negativa (diminuindo o indice de
relaxamento) em todos os tempos de tratamento. De importante
destaque é o fato de que o exercicio fisico foi capaz de atenuar
estes valores. Estes resultados indicam que, quando comparados
aos animais sedentarios tratados, para um mesmo Vvalor de
pressao ventricular, o midécito cardiaco dos animais treinados
apresentou um perfil contratil mais pr6ximo dos animais controles.
Torna-se importante destacar, o fato de que, por estarem
relacionados com o tempo, os indices de relaxamento e
contratilidade sdo uma medida mais sensivel para se avaliar o
comportamento da funcdo de bomba do coracdo. Deste modo,
embora o treinamento fisico ndo tenha sido capaz de modular os
picos de pressdo sistdlica e diastélica, quando estes registros
hemodinamicos foram avaliados através das derivadas, podemos
observar uma significativa reducédo nestes valores nos animais
treinados tratados com monocrotalina. Este resultado quando
somado aos ja descritos anteriormente, sugerem uma melhora
induzida pelo exercicio na funcdo contratil do coracdo dos animais
tratados com monocrotalina. Nesta situacdo experimental, estes
animais foram capazes de manter uma contratilidade elevada
(+dP/dt) concomitante com uma maior capacidade de relaxamento
(-dP/dt).

Estas alterac6es hemodinamicas apresentadas pelos animais
tratados com monocrotalina e exercitados podem refletir as
adaptacbes fisiolégicas induzidas pelo exercicio fisico. O
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desenvolvimento de bradicardia de repouso, aumento do consumo
maximo de oxigénio, e aumento do aparato metabdlico para
fornecimento de energia via processo aerdbio se destacam como
mecanismos de melhora da capacidade cardiovascular e
respiratéria induzida pelo treinamento fisico. Além destes, as
alteracbes nos processos hemodindmicos através modulacdo do
tbnus vascular, tém recebido destaque na literatura.

Com a descoberta da participacdo dos fatores relaxantes e
constritores derivados do endotélio, os mecanismos envolvidos na
regulacdo do tdébnus vascular comecaram a ser melhor
compreendidos (Furchgott & Vanhoutte, 1989). Em especial,
destaca-se a participacdo do 6xido nitrico (NO) e da endotelina-1
(ET-1) nestes eventos.

Em wuma recente revisdo, Kojda & Hambrescht (2005)
descrevem alguns mecanismos moleculares da adaptacdo vascular
ao exercicio. De importante destaque neste estudo, é o fato de
que, 0 ja bem descrito papel do exercicio como indutor de
vasodilatacdo se da através de um aumento na producao de 6xido
nitrico resultante de um incremento na expressdo da enzima NO
sintase endotelial (eNOS). Além disto, estes mesmos autores
apresentam dados que demonstram a possivel participacdo das
espécies reativas de oxigénio neste processo, tendo o peréxido de
hidrogénio como principal sinalizador celular para a expresséo da
eNOS (Figura 4.1).

Outro mecanismo pelo qual o exercicio fisico pode modular
as respostas hemodinamicas, € através de altera¢cBes significativas
na morfologia dos vasos arteriais. O treinamento fisico induz tanto
a formacao de novos capilares (angiogénese) quanto o aumento de
vasos ja existentes (arteriogénese). Estas duas alteracdes
morfoldégicas ja4 foram observadas tanto em musculo esquelético
como cardiaco, em modelos experimentais assim como em

humanos (Prior et al., 2004).
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Treinamento

Producéo de NO: Geracao de ERO: Detoxificacdo de ERO: Outros Mecanismos:
& 7T daexpressdo de % | NAD(P)H & arteriogénese,
eNOS oxidase % TsoD %, angiogénese.

Melhora da funcéo vascular

Figura 4.1: mecanismos propostos para a melhora da funcéo vascular induzida
pelo exercicio. Adaptado de Kojda & Hambrescht (2005).

4.3 Dados de Estresse Oxidativo

Em nosso estudo, para ter acesso aos dados relativos ao
estresse oxidativo dos grupos experimentais, avaliamos em
eritrocitos e tecido cardiaco as medidas da atividade das enzimas
antioxidantes superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx) e glutationa S-tranferase (GST). Neste
mesmo sentido, também foram quantificados os danos oxidativos
induzidos pelas espécies reativas de oxigénio (ERO) em lipidios de
membrana (processo denominado de lipoperoxidacdo, LPO) em
eritrocitos, através da técnica de quimiluminescéncia (QL) e das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), em tecido
cardiaco, assim como a capacidade antioxidante total (TRAP) em
plasma.

Além da diminuida taxa de mortalidade verificada na quinta
semana e da auséncia de hipertrofia de ventriculo direito na
terceira semana de tratamento, outro resultado de destaque
apresentado em nosso estudo pelos animais tratados com
monocrotalina e exercitados (MT) foi a significativa diminuicdo dos

niveis de quimiluminescéncia apresentada por estes mesmos
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animais na quarta e quinta semana de tratamento. Concomitante
com estes resultados de sangue, os valores de TBARS em tecido
cardiaco apresentados pelo grupo MT foram também
significativamente menores quando comparados aos animais
sedentarios tratados com monocrotalina (MS). Como citado
anteriormente, o estresse oxidativo é resultado de uma aumentada
producdo de ERO, sem um compensatério aumento na capacidade
do sistema antioxidante. Na situacao experimental apresentada em
nosso estudo, a diminuicdo dos niveis de LPO induzida pelo
exercicio nos animais tratados com monocrotalina pode estar
relacionada com a modulagdo da atividade do sistema de defesa
antioxidante enziméatico destes animais. Mesmo que a atividade
destas enzimas seja tecido e tempo dependente, em sangue, 0
aumento da atividade da SOD na quarta semana e o aumento da
GST em todos os trés tempos de tratamento, assim como em
tecido, o aumento da atividade da GST na terceira e quarta
semana e um aumento da GPx em todos os tempos experimentais,
apontam para uma participacdo destas enzimas na protecdo dos
danos oxidativos apresentados pelo grupo MT.

Apesar da indiscutivel importancia do papel da SOD como
primeira linha de defesa contra as EROs e da CAT nos processos
de metabolismo do per6xido de hidrogénio (H20,), em nosso
estudo, se destaca a modulacdao das enzimas GPx e a GST
induzida pelo treinamento fisico. Deste modo, serdo discutidas a
seqguir, algumas caracteristicas comuns destas enzimas, dando
destaque ao papel da GST no sistema bioldgico.

A glutationa (GST) é um tripeptidio hidrosoluvel sintetizado a
partir dos aminoacidos glutamina, cisteina e glicina. No meio
intracelular, a GSH pode ser facilmente oxidada (GSSG) como
também, rapidamente reduzida (GSH). A GSH é um antioxidante
importante, atuando como agente detoxificador via acdo catalitica
das enzimas glutationa peroxidase (GPx) e glutationa S-
transferase (GST) (Jefferies, 2003).
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O estado redox da célula reflete o equilibrio entre os niveis
de oxidacdo e reducdo de seus elementos. Como j& discutido
anteriormente, durante o metabolismo energético regular ocorre a
producdo de ERO, deste modo, alterando constantemente o estado
redox da célula. Neste sentido, a manutencdo adequada da relacéao
GSH/GSSG é de fundamental importancia para a preservacdo da
integridade celular. A GPx juntamente com a CAT e a SOD tém a
funcdo de proteger a célula contra a acdo das ERO. Esta enzima
detoxifica perdxidos através da atuacdo da GSH como doadora de
elétrons nas reacBes de reducdo, tendo como produto final a
GSSG. A regeneracdo (reducdo) da GSSG se da através da acao
da enzima glutationa redutase (GR) em um processo que requer a
presenca de NADPH. Sob condi¢cdes de estresse oxidativo, ocorre
um aumento na expressdo da GR, sendo que altera¢gbes tanto na
expressado quanto na atividade desta enzima estéo relacionadas ao
envelhecimento e desenvolvimento de cancer (Townsend et al.,
2003).

Além da funcdo antioxidante, a GSH esta envolvida nos
processos de resposta imune, na regulacdo da transducao de sinal
intracelular através de moléculas como o fator de transcricao
nuclear Kappa-B (NF-xB), assim como na modulagdo dos
mecanismos de proliferacdo celular. As GSTs sao uma familia de
enzimas consideradas da classe Il de detoxificacdo, estando
abundantemente presentes em todas as formas de vida. A GST
humana é subdividida em trés familias: citosdlica, mitocondrial e
microssomal (denominada MAPEG). Em humanos o polimorfismo
da MAPEG esta relacionado com alteracdes na funcdo pulmonar e
um aumento no risco de infarto do miocéardio (Hayes et al., 2005).

Classicamente, estas diferentes GSTs séo vistas como parte
de um sistema de defesa celular contra numerosos produtos
gquimicos toxicos, tanto endégenos como também produzidos pelo
meio ambiente. Esta importante funcdo celular se d& através da
acao catalitica na conjugacdo da GSH a uma grande variedade de
compostos eletrofilicos (Strange et al., 2001). Além disso, mesmo
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em filos de ndo-mamiferos, como nas plantas, a GST desempenha
um papel importante no crescimento celular. Um trabalho
demonstrou que mudas de tabaco geneticamente modificadas para
uma expressdo aumentada de GST e GPx apresentavam um
crescimento significativamente mais rapido do que as plantas
controle (Townsend et al., 2003).

Sugere-se que um aumento biolégico das GSTs possa ser um
processo de resposta adaptativa, pois varias substancias indutoras
destas enzimas geram estresse quimico e processos
carcinogénicos. Deste modo, as GSTs estdo intimamente
relacionadas ao desenvolvimento de resisténcia a agentes
quimioterapicos, inseticidas, herbicidas e a determinados tipos de
antibiéticos, sendo este processo de adaptacdo o principal
responsavel pelo fracasso de varias terapéuticas farmacoldgicas
(Hayes et al., 2005).

De importante destaque, além das funcbes ja descritas das
GSTs, € a sua interacdo com os membros da rota de sinalizacéao
celular mediada pela proteina quinase mitégeno-ativada (MAPK).
Através da interacdo direta com as MAPKs JNK 1 e ASK 1, inibem
a ligagcdo com seus respectivos elementos-alvo e a consequente
cascata de reacdes que induzem apoptose. Esta situacao
demonstra o possivel mecanismo pelo qual as GSTs induzem
tolerancia a terapias quimicas, mesmo quando as drogas utilizadas
nao sao substratos para a seu aumento de expressao (Towsend et
al., 2003).

A partir dos dados apresentados, fica evidente a participacao
da GST e GPx em varios mecanismos de controle do metabolismo
celular, dentre eles a detoxificacdo de agentes xenobidticos
através da conjugacdo com a GSH, nos processos de oxi-reducéao
da GSH, na conversdao de hidroperdoxidos orgéanicos e da inibicao
da sinalizacdo para apoptose. Obviamente, todas estas vias de
atuacdo destas enzimas antioxidantes estdo relacionadas ao status
redox da célula. Deste modo, mais uma vez o estresse oxidativo se

apresenta como indutor de disfuncfes do sistema bioldgico.
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Convém ressaltar, que também as alteracdes hemodinamicas
e estruturais do ventriculo direito apresentadas em nosso estudo
convergem para a participacdo das ERO no desenvolvimento
destas modificacdes. Apesar deste evidente papel, o exato
mecanismo pelo qual ocorrem estas interacfes, permanece sem
esclarecimento. A figura 4.2 apresenta as possiveis vias propostas
para a participacdo das EROs nos processos que induzem as
alteracfes estruturais, hemodindmicas e bioquimicas descritas

neste estudo.
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5 CONCLUSOES

Os dados obtidos durante o periodo experimental foram os

seguintes:

1.

Os animais tratados com monocrotalina  (MCT)
apresentaram diminuicdo de ganho de peso corporal e que

o0 exercicio nao foi capaz de reverter estes valores;

. O tratamento com MCT ndo promoveu congestdo hepatica

e/ou pulmonar em nenhum dos tempos experimentais,

quando relacionado peso umido/peso seco destes 6rgaos;

. Os animais tratados com MCT apresentaram hipertrofia de

ventriculo direito em todos os tempos de tratamento,
sendo que, o treinamento fisico foi capaz de evitar este

processo na terceira semana,

. A MCT promoveu aumento significativo no pico de pressao

sistélica do ventriculo direito nos trés tempos de
tratamento. A pressdo diastdlica se mostrou aumentada
na terceira semana sendo que, o exercicio foi capaz de
promover uma diminuicdo destes valores na quarta

semana,

. Os valores dos indices de contratilidade (+dP/dt) e de

relaxamento (-dP/dt) se mostraram elevados e diminuidos
respectivamente, em todos os tempos de tratamento,
sendo que o treinamento fisico foi capaz de atenuar os
valores de contratilidade e aumentar os valores de

relaxamento;

. Os niveis de lipoperoxidacao indicados por

guimiluminescéncia em eritrécitos e pelo teste de TBARS
se mostraram elevados nos animais tratados com MCT
sendo que, o0 exercicio foi capaz de diminuir

significativamente estes valores;

. Tanto o tratamento com MCT quanto o protocolo de

treinamento fisico, foram capazes de modular a atividade
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das enzimas antioxidantes, sendo que esta resposta foi
tecido e tempo dependente. A adaptacdo enzimatica mais
evidente em nivel sistémico foi da GST e em tecido
cardiaco foi da GPx e GST, sendo que estes parametros

estao relacionados com a LPO.

Desta forma podemos concluir que:

. Os dados de hipertrofia ventricular direita, somados aos
resultados hemodinamicos indicam que, nas condicdes
experimentais apresentadas em nosso estudo, o0s animais
tratados com MCT se encontravam em uma fase de
adaptacdo compensatoria transitéria em resposta a um
aumento de péds-carga imposta ao coracdo em funcdo dos
danos causados pela MCT ao pulmdo. No periodo
experimental avaliado n&o houve desenvolvimento de
insuficiéncia cardiaca congestiva;

. O exercicio fisico foi capaz de reduzir a hipertrofia de
ventriculo direito na terceira semana ap0s administracdo de
monocrotalina. Além disso, em todos o0s tempos de
tratamento, o exercicio promoveu alteracdes benéficas em
termos de derivadas temporais de pressdo do ventriculo
direito. Estes resultados sugerem uma melhora da disfuncao
endotelial de vasos pulmonares promovido pelo treinamento
fisico, ocasionando deste modo, uma diminuicdo da pos-
carga imposta ao ventriculo direito;

. Concomitantemente a melhora hemodindmica observada nos
animais exercitados tratados com MCT, observou-se uma
reducdo no estresse oxidativo. Desta forma, os resultados

obtidos confirmam a hip6tese inicialmente formulada.
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6 PERSPECTIVAS de ESTUDO

Embora em nosso estudo, os resultados evidenciem que o
treinamento fisico tenha sido capaz de atenuar os efeitos
deletérios induzidos pelo tratamento com MCT, o exato mecanismo
pelo qual o exercicio exerceu esta influéncia ainda nédo esta
completamente elucidado. Apesar de alguns dados conclusivos
tenham sido encontrados, estes geraram novos questionamentos.
Deste modo, € nosso entendimento que uma segunda etapa deste
estudo deva ser desenvolvida no sentido de esclarecer os
possiveis mecanismos envolvidos neste processo, sendo o0s
principais objetivos deste:

Em pulm&o de animais com insuficiéncia cardiaca induzida
por MCT, submetidos a um protocolo de treinamento fisico, avaliar
entre outros, a:

% Concentragdo de ET-1;
% Atividade da enzima NADPH diaforase;
& Quantificagdo de nitritos e nitratos;
& Atividade da enzima NO sintase.
% Relacdo GSH/GSSG
Em tecido cardiaco de animais com insuficiéncia cardiaca
induzida por MCT, submetidos a um protocolo de treinamento
fisico, avaliar entre outros, a:
L Expressdo ao nivel de proteina dos fatores de transcricdo ERK
1/2, p38 e ASK-1.
% Relacdo GSH/GSSG.
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