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RESUMO

A hipertensao arterial pulmonar afeta milhares de pessoas ao redor do mundo
anualmente, causando, a longo prazo, insuficiéncia cardiaca direita e morte. Em
alguns estudos j4 foi demonstrado que a hipertensdo arterial pulmonar esti
relacionada com altos niveis de estresse oxidativo. Estratégias que possibilitem
diminuir o estresse oxidativo, como o exercicio, podem ser importantes adjuvantes
no tratamento dessa doenca.

Poucos estudos até o momento relacionaram a triade hipertensédo arterial
pulmonar, estresse oxidativo e exercicio fisico. Desses, todas as analises foram
feitas no musculo cardiaco. Considerando que a baixa capacidade de realizar
exercicio fisico € uma caracteristica bastante presente nessa doenca, esse estudo
foi feito com o objetivo de avaliar o estresse oxidativo na musculatura esquelética
(gastrocnémio) de ratos com hipertensdo arterial pulmonar submetidos a um
treinamento fisico aerdbio.

Os resultados deste trabalho mostraram que os animais sedentarios que
receberam monocrotalina apresentaram hipertrofia ventricular direita e aumento de
pressdes ventriculares sistolica e diastélica final direita. Além disso, a monocrotalina
aumentou as pressfes sistolica e diastélica do ventriculo direito, conseguindo o
exercicio diminuir significamente a pressao diastélica ao final do protocolo. Esses
dados hemodinamicos sugerem que o0 modelo de hipertensdo pulmonar foi
estabelecido nesse trabalho. Em relacdo ao estresse oxidativo, no musculo
gastrocnémio, ocorreu um aumento de producdo de peroxido de hidrogénio,
acompanhado de um aumento da expressao de SOD, sem a compensacédo de
enzimas antioxidantes que o removessem, como catalase e GPx. Mais do que isso,
a atividade da GPx diminuiu nesse grupo. Essa resposta pode ser determinante para
a presenca de dano lipidico, também observado nesse grupo. Tratando-se da
relacdo GSH/GSSG, nao foram observadas diferencas significativas bem como na
atividade da GR. Por fim, apenas esse grupo mostrou aumento de GST, sugerindo
gue glutationa esta sendo consumida para metabolizar a monocrotalina injetada.

Em relacdo aos animais submetidos a administracdo de monocrotalina que
treinaram, embora a producdo de peréxido de hidrogénio também estivesse

aumentada, um acréscimo na expressado proteica e na atividade da catalase foi
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observado bem como um aumento da atividade da GPx. A presenca dessa
compensacdo do sistema antioxidante pode ter contribuido para evitar a
lipoperoxidacdo no gastrocnémio desses animais, apesar da concentracdo elevada
de peroxido de hidrogénio. Assim como no outro grupo, a SOD apresentou-se
elevada, explicando o aumento de peréxido de hidrogénio e ndo foram observadas
diferencas na relagdo GSH/GSSG bem como na atividade da GR.

Esses dados em conjunto mostram que o exercicio fisico, apesar de néo
diminuir a concentracdo de peroxido de hidrogénio produzida no mausculo
gastrocnémio dos animais que possuem hipertensao arterial pulmonar, foi capaz de
induzir uma adaptagdo antioxidante eficiente que evitou o dano lipidico as células
desse tecido - outrora observado nos animais sedentarios. Essa € uma resposta
altamente benéfica para a presente populacdo, sugerindo que o estresse oxidativo
esta envolvido com a disfuncdo muscular presente na musculatura esquelética.
Nesse sentido, futuras investigacbes devem ser realizadas a fim de melhor
entendermos 0s mecanismos moleculares através dos quais o0 exercicio modula
essa resposta, contribuindo para uma melhor qualidade de vida na populacdo que

apresenta hipertenséao arterial pulmonar.
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ABSTRACT

Pulmonary arterial hypertension affects thousands of people around the world
annually, causing right heart failure and death. In some studies it has been shown
that pulmonary arterial hypertension is associated with high levels of oxidative
damage. Strategies that allow reducing oxidative stress, as exercise training, may be
important adjuvants in the treatment of this disease.

Few studies until now have related the triad pulmonary arterial hypertension,
oxidative stress and exercise. Of these, all analyzes were done to cardiac muscle.
Whereas the low ability to perform physical exercise is an important characteristic
present in this disease, this study was done to evaluate oxidative stress in skeletal
muscles (gastrocnemius) of rats with pulmonary hypertension undergoing aerobic
training.

The results of the study showed that the monocrotaline-sedentary animals had
ventricular hypertrophy and right ventricular systolic and end-diastolic pressures
increased. Moreover, monocrotaline increased systolic and diastolic right ventricular
pressures, and the exercise was able to decrease significantly the diastolic pressure
at the end of the protocol. These hemodynamic data suggest that the model of
pulmonary hypertension was well established in this work. In relation to oxidative
stress in gastrocnemius muscle, there was a higher production of hydrogen peroxide,
accompanied by an increased expression of SOD, without compensation of
antioxidant enzymes such as catalase and GPx. Moreover, the GPx activity
decreased in this group. This response may be crucial to the presence of lipid
damage, also observed in this group. In the case of GSH / GSSG, no significant
differences were observed as well as in GR activity. Finally, only this group showed
an increase in GST, suggesting that glutathione is being consumed to metabolize
injected monocrotaline.

For moocrotaline-trained animals, although the production of hydrogen
peroxide was also increased, a raise in protein expression and activity of catalase
was observed as well as an increase in GPx activity. The presence of the antioxidant
system compensation may have contributed to prevent lipid peroxidation in the
gastrocnemius of these animals, despite the high concentration of hydrogen
peroxide. As in the other group, SOD appeared high, explaining the increase of
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hydrogen peroxide and no differences were observed in the GSH / GSSG as well as
in GR activity.

These data together show that physical training, although not decrease the
concentration of reactive oxygen species produced in the gastrocnemius muscle of
animals with pulmonary hypertension, was able to induce an efficient adaptation
antioxidant which prevented damage to the cells of that tissue lipid - previously
observed in sedentary animals. This is an answer highly beneficial for this population,
suggesting that oxidative stress is involved in muscle dysfunction present in skeletal
muscle. Accordingly, future research should be conducted to better understand the
molecular mechanisms by which exercise modulates this response, contributing to a

better quality of life in the population that develops pulmonary arterial hypertension
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1 INTRODUCAO

A hipertensédo pulmonar (HP) é definida como uma presséao arterial pulmonar
meédia acima de 25mmHg em repouso ou acima de 30mmHg durante o exercicio
fisico (Budev et al., 2003). Entre suas caracteristicas histoldgicas, podemos observar
um aumento da proliferagdo da camada intima, um espessamento da camada média
e, em Ultima instancia, lesbes nas vasculatura da artéria pulmonar (Deng et al,
2000). Devido a essas modificacGes, observa-se uma elevacdo da resisténcia
vascular, seguida de um aumento da pressao do ventriculo direito, 0 que, por sua
vez, leva a hipertrofia dessa cadmara e a um quadro de insuficiéncia cardiaca direita
(Redout et al., 2009).

Nesse sentido, A HP surge como uma doenca fatal, sem causas especificas
ou, entdo, devida a uma variedade de fatores que a predispde (Simonneau et al,
2009). Para melhor compreender esses elementos, a classificacdo mais atual da HP,
apresentada no 4° Simpdsio Mundial de Hipertensdo Pulmonar, em 2008, em Dana
Point, sugere a divisdo dessa doenca em cinco grandes grupos quanto a sua

etiologia listados na Tabela 1:

Tabela 1 - Classificacdo clinica da hipertensdo pulmonar atualizada (Dana Point,
2008).
1. Hipertensao Arterial Pulmonar
1.1. HAP Idiopatica,;
1.2. Hereditaria
1.2.1. BMPRZ2,;
1.2.2. ALK 1, endoglina;
1.2.3. Causas desconhecidas;
1.3. Induzida por drogas e toxinas;
1.4. Associadacom
1.4.1. Doencas do tecido conectivo;
1.4.2. Infecg&o por HIV;
1.4.3 Hipertenséo Portal;
1.4.4 Insuficiéncia Cardiaca Congénita;

1.4.5. Esquistossomose;
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1.4.6. Anemia hemolitica crbnica;
1.5. Hipertenséo pulmonar persistente do recém-nascido;
2. Hipertensdo Pulmonar associada a doencas do coracado esquerdo
2.1. Disfuncdo sistdlica;
2.2. Disfuncéao diastolica;
2.3. Doenca valvular;
3. Hipertensdo pulmonar associada com doencas pulmonares e / ou
hipoxemia
3.1. Doencga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC);
3.2. Doenca pulmonar intersticial;
3.3. Outras doencas pulmonares com padrdes restritivos e
obstrutivos misturados;
3.4. Disturbios respiratérios do sono;
3.5. Disturbios de hipoventilagdo alveolar;
3.6. Exposicao cronica a grandes altitudes;
3.7. Anomalias do desenvolvimento pulmonar;
4. Hipertensado pulmonar devido a trombose crénica e / ou embdlica
5. Hipertensdo pulmonar com mecanismos multifatoriais ndo claros
5.1. Desordens hematoldgicas;
5.2. Desordens sistémicas;
5.3. Desordens metabdlicas;
5.4. Outros.
Adaptada de SIMMONEAU et al.,, Updated Clinical Classification of Pulmonary

Hypertension, Journal of the American College of Cardiology, Vol.54; No.1,
Supplement S, 2009.

Ainda que seja uma doencga incomum, a hipertensédo pulmonar afeta milhares
de pessoas ao redor do mundo e € uma doenca extremamente fatal, com uma taxa
de mortalidade de 58% dentro de 3 anos apos o seu diagnéstico (HUMBERT et al.,
2010). A incidéncia estimada de hipertensado arterial pulmonar idiopética € de 1 a 2
casos por milhdo na populacdo em geral. Durante a infancia, a condicdo afeta
ambos 0s géneros igualmente. ApGs a puberdade, € mais comum em mulheres do

gue em homens (razdo de 1,7 para 1). Além disso, a hipertensado arterial pulmonar é
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mais prevalente em pessoas de 20 a 40 anos de idade e a condicdo ndo tem
predilecao racial (RUBIN, 1997).

Em relacdo as outras classificacdes da hipertensdo pulmonar, a incidéncia é
relativamente comum, mas ainda ndo diagnosticada. Estimativas reais da
prevaléncia dessas condi¢fes sao dificeis de se obterem pela alta diversidade de
causas identificaveis (NAUSER et al., 2001).

Os principais sintomas iniciais observados na hipertensdo pulmonar incluem
dispnéia assim como fadiga muscular, disfuncdo esquelética, fraqueza, dor no peito
e sincope. Além disso, individuos com HAP relatam uma reducdo significativa na
qualidade de vida e demonstram uma intolerancia ao exercicio fisico de moderada a
severa (CALLAHAN e TOTH, 2013). A dispnéia e a intolerancia ao exercicio sao
devidas a dificuldade nas trocas gasosas associadas a um desequilibrio na relacéo
ventilagéo/perfusdo, assim como a um reduzido retorno venoso com subsequente
reducdo do débito cardiaco.

A presenca e a severidade desses sintomas séo tdo relevantes que, apos
uma padronizacdo de uma classificacdo funcional para pacientes com insuficiéncia
cardiaca desenvolvida pela Associacdo do Coracdo de Nova lorque, uma
classificagao funcional foi desenvolvida para permitir comparagdes dos pacientes em
relacdo a severidade clinica com o progresso da hipertenséo pulmonar (LIBBY et al.,
2007). Apesar disso, uma énfase maior tem se mantido para o estudo da
fisiopatologia pulmonar e cardiaca da doenca em detrimento das alteracdes na
musculatura esquelética dessa populacdo, o que contribui, por exemplo, para um
menor entendimento dos mecanismos que geram atrofia e fadiga muscular nesses

pacientes.

Tabela 2 - Classificagao funcional da hipertens&o pulmonar

Classe | - Pacientes com hipertensao pulmonar, mas sem nenhuma limitagcdo de
atividade fisica. Atividade fisica diaria ndo causa dispnéia ou fadiga indevida, dor no

peito ou sincope.

Classe Il - Pacientes com hipertensao pulmonar, resultando em limitacao leve de
atividade fisica. Sentem-se confortaveis em repouso. Atividade fisica diaria causa

dispnéia ou fadiga indevida, dor no peito ou sincope.
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Classe Ill - Pacientes com hipertensdo pulmonar resultando em limitacdo da
atividade fisica. Eles sdo confortaveis em repouso. Menos que atividades diarias

causam dispnéia ou fadiga indevida, dor toracica ou sincope.

Classe IV - Pacientes com hipertensdo pulmonar com incapacidade de realizar
gualquer atividade fisica sem que haja sintomas. Esses pacientes manifestam sinais
de insuficiéncia cardiaca direita. Dispnéia e /ou fadiga podem estar presentes

mesmo em repouso. O desconforto é aumentado por qualquer atividade fisica.

Adaptado de Rich S. Executive summary from the World Symposium on
Primary Pulmonary Hypertension, Evian, France, September 6-10, 1998, co-

sponsored by The World Health Organization.

Em pessoas com mais de 50 anos de idade, a Cor Pulmonale, consequéncia
de uma hipertensédo pulmonar néo tratada, € a terceira maior desordem cardiaca —
perdendo para doenca coronariana e hipertensdo arterial sistémica (PALEVSKY e
FISHMAN, 1990). Cor Pulmonale, € um termo definido pela Organizacdo Mundial de
Saude como uma sindrome, caracterizada pela hipertrofia do ventriculo direito,
resultante de doencas que afetam a funcdo e/ou a estrutura dos pulmdes, como € o
caso da hipertensdo pulmonar, exceto quando as alteracdes pulmonares sao
secundérias a doencas que afetam o lado esquerdo do coracdo ou a cardiopatias
congénitas (WHO, 1963).

A presenca de hipertensdo pulmonar com Cor Pulmonale geralmente esta
associada a um pior prognostico, independente da doencga de base. A sobrevida
estimada, na presenca de Cor pulmonale, é de 45% em dois anos, contra 69% na
sua auséncia (MACNEE, 1992).

Modelos experimentais de hipertensdo pulmonar tém sido criados e
caracterizados para estudar e entender seus mecanismos. Pesquisas realizadas tém
o intuito de prevencao e tratamento das manifestacdes clinicas que culminam com a
insuficiéncia cardiaca, pois esta doenca permanece sendo responsavel por um alto
indice de morbidade e mortalidade da populacdo mundial (LUDKE, 2007).

Entre os modelos experimentais de HP, amplamente utilizado é o modelo de
monocrotalina (MCT), que produz hipertensdo pulmonar, seguida de sobrecarga de
pressdo no ventriculo direito, hipertrofia ventricular direita e, eventualmente,

insuficiéncia cardiaca congestiva (PAN et al., 1993). Uma dU(nica injecao
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intraperitoneal (60-90mg/kg) de MCT em ratos produz, entre a segunda e terceira
semanas subsequentes, caracteristicas clinicas que se assemelham a HAP
idiopéatica (JASMIN et al., 2003).

A monocrotalina € um alcal6ide pirrolizidinico encontrado nas plantas da
espécie Crotalaria spectabilis. Quando ingerida, sofre metabolizacdo no figado,
através do sistema citocromo P450 monooxigenase, convertendo-se a
dehidromonocrotalina, que entédo circula para o parénquima pulmonar (MONNET E
CHACHQUES, 2005).

A leséo inicial leva a um aumento da permeabilidade capilar, edema
intersticial moderado, fibrose, acimulo de macréfagos, modificagcdo de pneumacitos
Il e edema alveolar (WILSON et al.,, 1992). Tais lesdes também resultam em
degeneracdo endotelial ou hiperplasia, hipertrofia da musculatura lisa e edema
adventicio. Essas mudancas geram como conseqiéncia um aumento da resisténcia
vascular pulmonar e carga de pressdo sobre o ventriculo direito (MONNET E
CHACHQUES, 2005).

Alguns estudos (PICHARDO et al., 1999; JONG et al., 2000; FARAHMAND et
al.,, 2004) vém demonstrando em modelos experimentais de Cor Pulmonale a
participacdo do estresse oxidativo nos diferentes estagios de desenvolvimento tanto
de hipertrofia cardiaca, como de insuficiéncia cardiaca (IC).

O estresse oxidativo é definido classicamente como um desequilibrio entre a
producdo de agentes oxidantes e de defesas antioxidantes, em favor do primeiro,
podendo levar a lesdo tecidual e contribuindo para o desenvolvimento de
insuficiéncia cardiaca tanto em humanos (KAUL, 1993) como em modelos
experimentais (KAUL et al., 1993 e HILL et al., 1996).

A oxidacdo é parte fundamental da vida e do metabolismo aerébio
(BARREIROS et al., 2006). A geracéo de energia necessaria ao metabolismo celular
ocorre essencialmente na cadeia respiratéria mitocondrial. Durante este processo, a
molécula de oxigénio é reduzida até ser transformada em agua. A reducédo completa
de uma molécula de oxigénio requer quatro elétrons, ocorrendo através do sistema
citocromo oxidase (DEL MAESTRO, 1980).

No processo de reducéo do oxigénio, cerca de 3 a 5% do oxigénio que entra
nesta organela, recebe o0s quatro elétrons, porém cada um separadamente,

formando uma série de elementos toxicos e reativos, as espécies reativas de
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oxigénio (EROs), tais como o radical superéxido (O,"), o perdéxido de hidrogénio
(H2.02) e o radical hidroxil (OH") (MENEGHINI, 1987). As EROs podem ser
produzidas em quase todos os tipos de células, incluindo células endoteliais,
musculares lisas, cardiomiocitos e células da musculatura esquelética (SUKHANOV
et al., 2011).

DE
Oxigénio

o

02'-
Superéxido

i,e‘__ oH*

H.O;
Peroxido de Hidrogénio

o

H,O + OHe
Radical
Hidroxil

fe-__ H*

H,0

Figura 1. Reducdo monovalente do oxigénio, provocando a formacéo de

espécies reativas de oxigénio. Adaptado de SMITH, C. e cols., 22 Ed., 2007.

Aléem das EROs, existem também outras espécies reativas derivadas de
enxofre, carbono e nitrogénio, sendo algumas delas o radical triclorometil (CCl3), o
oxido nitrico (NO"), os nitritos (NO; ), os nitratos (NO3") e os peroxinitritos (ONOQ").

Algumas dessas espécies, quando ja ndo o sao, podem gerar radicais livres.
Denomina-se radical livre qualquer espécie quimica (dtomo ou molécula) capaz de
existir independentemente, que possua um ou mais elétrons desemparelhados em
qualquer orbital, normalmente no orbital mais externo (DEL MAESTRO, 1980;

HALLIWELL E GUTTERIDGE, 1999). E importante ressaltar que nem todas as
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EROs, assim como as derivadas de outras moléculas sdo radicais livres. Embora
sejam bastante instaveis, ndo apresentam elétrons desemparelhados em seu orbital,
como é o caso do peroxido de hidrogénio (H205).

Pelo fato de os radicais livres poderem ser altamente reativos e instaveis, sua
interacdo com elementos biolégicos como aminoacidos, carboidratos, DNA e lipidios
de membrana levam, na maioria dos casos, a lesdes irreversiveis nestas estruturas.
Um Unico evento iniciado por um radical livre pode ser propagado e causar danos a
multiplas moléculas (JONES, 2008). Os danos mais graves sao aqueles causados
ao DNA e RNA. Se a cadeia do DNA é quebrada, pode ser reconectada em outra
posicdo, alterando, assim, a ordem de suas bases. Uma enzima que tenha seus
aminoacidos alterados pode perder sua atividade ou, ainda, assumir atividade
diferente (BARREIROS et al., 2006).

Na tentativa de minimizar ou até mesmo inibir os efeitos deletérios dessas
espécies, 0 NOSSO organismo possui um complexo e bastante eficiente sistema de
defesa antioxidante. De acordo com HALLIWELL (2000), “Antioxidante & qualquer
substancia que, quando presente em baixa concentracdo comparada a do substrato
oxidavel, regenera o substrato ou previne significativamente sua oxidagao”.

Os mecanismos de acao dos antioxidantes sdo diversos. A primeira,
impedindo a producdo de espécies reativas de oxigénio. A segunda, através da
remocao dessas moléculas presentes no meio. A terceira, impedindo a propagacao
do dano promovido por essas espécies, induzindo um aumento da geracdo de
antioxidantes endégenos, atuando como sequestradoras, removendo essas
espécies, ou como antioxidantes de reparo, entre outros mecanismos. Na maioria
das vezes, ocorre uma integracdo funcional de vérios destes componentes
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

Os agentes antioxidantes podem agir enzimaticamente, a exemplo da
glutationa peroxidase (GPx), da catalase (CAT) e da superoxido dismutase (SOD) ou
de forma ndo-enzimatica, a exemplo da glutationa reduzida (GSH) (FINKEL, 2000).
Os mecanismos de acdo dos sistemas antioxidantes podem ser melhor

compreendidos através da figura 1.3.
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Figura 2. Acéo dos antioxidantes sobre as espécies reativas de oxigénio.

O estresse oxidativo € um marcador comum em diversas condicbes
patologicas severas, tais como insuficiéncia cardiaca cronica, aterosclerose,
diabetes e cancer (KANETO et al., 2010). Estudos recentes apontam 0 estresse
oxidativo como um mediador da hipertensdo pulmonar e das mudancas patolégicas
associadas a vasculatura pulmonar e ao ventriculo direito (DeMarco et al., 2010). Em
um estudo desenvolvido por Farahmand e colaboradores (2004), mudangas no
estresse oxidativo no coracdo de ratos Wistar tratados com MCT foram
acompanhadas nos periodos de uma, duas e seis semanas. Eles observaram que,
nas primeiras semanas, em especial na segunda, ocorreu um aumento significativo
de enzimas antioxidantes no coracdo desses animais, acompanhado de uma
hipertrofia compensada. Ja na sexta semana, observou-se uma diminuicao
significativa dessas enzimas, juntamente com anormalidades tanto na funcéo
sistélica, como na diastdlica do ventriculo direito. Esses resultados sugerem,
portanto, que o estresse oxidativo pode estar altamente envolvido na patogénese da
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disfungdo ventricular direita em ratos com hipertensdo pulmonar, tendo o0s
antioxidantes um grande papel na preservacao da funcao cardiaca.

Percebendo isso, estratégias terapéuticas que promovam uma maior
producdo de antioxidantes, diminuindo o desequilibrio redox, seriam importantes
ferramentas benéficas no tratamento da vasculatura pulmonar, atuando como
adjuvantes no tratamento de pacientes com hipertenséo arterial pulmonar (DeMarco,
2010).

Dentre essas estratégias podem ser citadas farmacos, antioxidantes
exdgenos, como vitamina E, e exercicio fisico. O exercicio fisico € uma proposta
bastante interessante por ser passivel de baixo custo e de facil acesso a populacao.

A relacdo do exercicio com 0 estresse oxidativo € largamente descrita na
literatura. O aumento do consumo de oxigénio, assim como a ativacdo de vias
metabdlicas especificas durante ou apds o exercicio, resulta na formacéo de radicais
livres (RL) numa taxa cerca de 20 vezes a mais do que em relagcdo ao repouso
(DAVIES et al., 1982; HALLIWELL E GUTTERIDGE, 1999; PINHO et al., 2006).
Portanto, atividades fisicas como corrida, ciclismo e natacdo podem causar
producdo de RL tanto em humanos (AGUILO et al., 2005) como em modelos
experimentais (KAYATEKIN et al., 2002).

Entretanto, ainda que o estado oxidativo aumente durante o exercicio fisico,
ha relatos de que, a longo prazo, ocorre ativacdo e aumento na sintese de sistemas
antioxidantes, assim como uma diminuicdo na producao de agentes oxidantes. Isto
sugere, portanto, que o treinamento fisico pode apresentar como efeito crénico uma
diminuicdo do estado oxidativo (TERBLANCHE, 2000; KOJDA e HAMBRECHT,
2005). Tais adaptacBes podem ser benéficas ao individuo, mesmo em situacdes que
nao envolvam o exercicio, ou seja, durante o repouso.

Em relacdo a realizagdo de exercicio fisico na hipertenséo arterial pulmonar,
e, mais especificamente, na insuficiéncia cardiaca direita, até pouco tempo atras sua
recomendacao era restrita, pois acreditava-se que sua pratica poderia agravar as
condi¢des clinicas, particularmente piorando a disfungdo do ventriculo direito
(GAINE e RUBIN, 1998). Todavia, tendo em vista 0os conhecimentos estabelecidos
da relacdo benéfica existente entre o exercicio fisico e a insuficiéncia cardiaca
esquerda, esta linha de pesquisa, na ultima década, tem sido o foco de muitos
estudos para um melhor entendimento da fisiopatologia da hipertensédo pulmonar
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sob os efeitos do exercicio fisico. Em pacientes com insuficiéncia cardiaca esquerda,
intervengbes com exercicio, em especial com treinamento fisico aerébio de baixa
intensidade, resultaram em mudancas moleculares e funcionais benéficas, incluindo
melhora da funcdo oxidativa e maior numero e densidade mitocondrial
(HAMBRECHT et al.,, 1995), aumento da expressdo de fatores de crescimento
derivados da insulina tipo 1 (IGF-1) (HAMBRECHT et al., 2005) e inflamagé&o local e
estresse oxidativo reduzidos (LINKE et al., 2005). Em relacdo a hipertensao arterial
pulmonar, sabe-se que, em modelos experimentais e em humanos que se mantém
sedentarios, ocorre atrofia muscular, mudanca no tipo de fibra muscular, capilaridade
reduzida e diminuicdo da capacidade oxidativa (VESCOVO et al., 1998a; VESCOVO
et al., 1998b; BERNOCCHI et al., 2003). Deve-se salientar que essas alteracdes,
adicionadas a reducdo da capacidade respiratoria mitocondrial, sdo totalmente
passiveis de serem melhoradas pelo treinamento fisico (DAUSSIN et al., 2008).

Apesar das evidéncias, ha ainda poucos estudos que mostram os efeitos do
exercicio fisico a longo prazo nessa doenca. Além disso, entre 0s que existem, ainda
ha controvérsias. Um estudo de Mereles et al (2006) observou que o exercicio fisico,
associado a um treinamento respiratorio, aumenta a distancia no teste de 6 minutos
de caminhada em pacientes com hipertensao pulmonar, sugerindo que a pratica de
exercicios melhoraria a qualidade de vida desses pacientes.

Por outro lado, em um estudo de HANDOKO e colaboradores (2009), em
modelo experimental, foi observado que o treinamento fisico pode ser benéfico
quando uma dose menor de monocrotalina € administrada (considerada como HP
estavel), mas prejudicial quando se injeta uma alta dose dessa droga (considerada
como HP progressiva), aumentando a mortalidade e o remodelamento vascular
pulmonar dos ratos portadores da doenca.

Em relacdo ao estresse oxidativo, SOUZA-RABBO e colaboradores (2008)
mostraram que o exercicio fisico parece modular a hipertrofia do ventriculo direito e
aumentar a expectativa de vida de ratos Wistar com hipertensao pulmonar induzida
por monocrotalina (com uma dose de 60mg/kg), estando esses resultados
associados a um menor nivel de estresse oxidativo. Entretanto, este &€ o uUnico
estudo realizado até o momento associando a triade estresse oxidativo,

monocrotalina e treinamento fisico, tendo como foco principal o coracao.
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A partir desses estudos, percebe-se que os dados presentes na literatura
ainda sdo bastante inconclusivos e escassos a respeito dessa triade. Como ja
destacado, a disfuncdo esquelética e a fadiga muscular sdo sintomas importantes
que prejudicam potencialmente a qualidade de vida dos pacientes que possuem
hipertensao pulmonar.

N&o existem, entretanto, até o presente momento, pesquisas que avaliem o
estresse oxidativo na musculatura esquelética tanto em humanos como em modelos
experimentais de hipertensdo pulmonar. Além disso, menos ainda especula-se sobre
os efeitos do exercicio fisico nesses parametros. A partir do nosso conhecimento, um
Unico estudo que se aproxima da doenca, encontrado na literatura, pertence a
COUILLARD et al. (2003), que avaliou estresse oxidativo na musculatura do
quadriceps de pacientes com DPOC submetidos a um treinamento fisico. Os autores
encontraram um aumento do dano lipidico nos pacientes que se exercitaram,
sugerindo que uma disfuncdo muscular pode ocorrer em funcao dessa estratégia.

Percebendo a apresentacdo dos presentes dados, 0s quais mostram a
escassa e inconclusiva literatura a respeito do exercicio fisico como adjuvante no
tratamento da hipertensao arterial pulmonar, este estudo foi criado com o objetivo de
analisar o efeito que um treinamento fisico aerébio provoca sobre o estado redox
celular do musculo gastrocnémio (fortemente recrutado em atividades como corrida)

de ratos Wistar com hipertenséao arterial pulmonar induzida por monocrotalina.
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2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

2.1 Problema de Pesquisa

Qual o efeito de um treinamento fisico aerdbio sobre o estresse oxidativo no
musculo gastrocnémio de ratos Wistar com hipertensdo arterial pulmonar induzida

por monocrotalina?

2.2 Hipotese

Baseado nos temas que foram abordados na revisdo de literatura,
percebendo que a hipertensdo esta relacionada positivamente com o estresse
oxidativo, este estudo sugere como hip6tese que por promover, a longo prazo,
adaptacdes do sistema antioxidante celular, o treinamento fisico aerébio diminui o
estresse oxidativo do musculo gastrocnémio, em ratos com hipertensdo arterial

pulmonar induzida por monocrotalina.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar o efeito de um treinamento fisico aerobio, realizado 5 vezes por

semana, 50 minutos por dia, durante quatro semanas, sobre o estado oxidativo do

musculo gastrocnémio de ratos Wistar com hipertenséo arterial pulmonar induzida

por monocrotalina.

3.2 Objetivos Especificos

Averiguar o efeito da doenca e do exercicio sobre o ganho de massa corporal
dos animais semanalmente;

Analisar a presenca de hipertrofia do ventriculo direito e cardiaca em fungéo
da doenca e do exercicio;

Avaliar as mudancas do perfil hemodindmico, através das medidas de
pressao ventricular sistdlica e diastdlica final do ventriculo direito;

Analisar, no musculo gastrocnémio, a lipoperoxidacao.

Verificar o efeito da hipertensdo pulmonar e do exercicio fisico sobre a
atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e catalase (CAT), no musculos
gastrocnémio;

Quantificar a expressdo proteica de CAT, SOD e glurationa S-transferase
(GST) no musculo gastrocnémio sob efeito da hipertensdo pulmonar e do
treinamento fisico;

Analisar a concentracdo de perédxido de hidrogénio no masculo gastrocnémio
apos intervencao com exercicio nos animais que receberam monocrotalina;
Verificar a relacdo entre a glutationa reduzida e a glutationa oxidada no

musculo gastrocnémio em funcdo das mesmas condi¢des anteriores.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar pesando aproximadamente 120 gramas
advindos do biotério do Instituto de Ciéncias Béasicas da Saude da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Os animais foram mantidos em caixas
plasticas com medidas de 270 x 260 x 310 mm, contendo quatro animais por caixa.
Todos os 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 evolugdo da massa foi aferida semanalmente.

4.2 Célculo Amostral

O tamanho da amostra foi calculado a priori. Para o célculo da amostra foi
utilizado o programa SigmaPlot 11.0, considerando-se um a=0,05 e poder estatistico
de 95% (B=0,10), constando assim uma amostra 32 ratos. A diferenca minima
esperada entre as médias foi de 10%, considerando um desvio padréo de 10%. De
acordo com resultados encontrados na literatura, entre os animais tratados com
MCT, a taxa de mortalidade para o periodo de estudo, 4 semanas, gira em torno de
25%, entdo, nos grupos MCT sedentario e MCT treinado, ao tamanho amostral
calculado foi acrescentado um animal (HENKENS et al, 2007; OKADA et al, 2008;
RABBO et al, 2008).

4.3 Grupos Experimentais

Para o estudo, foram formados quatro grupos experimentais da seguinte
maneira:
1. Grupo Contole Sedentario (CS) - n= 8 - sem administracdo de
Monocrotalina e sem execucao treinamento fisico.
2. Grupo Controle Treinado (CT) - n= 8 - sem administragcdo de

Monocrotalina, mas submetido ao protocolo de treinamento fisico.
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3. Grupo Monocrotalina Sedentario (MS) - n= 9 - com administracdo de
Monocrotalina, mas sem execucao de treinamento fisico.
4. Grupo Monocrotalina Treinado (MT) - n= 9 - com administracao de

Monocrotalina e submetido ao protocolo de treinamento fisico.

4.4 Protocolo Experimental

A partir do trigésimo dia ap06s 0 nascimento, 0s animais dos grupos controle
treinado e monocrotalina treinado realizaram adaptacdo ao exercicio fisico e ao
ambiente, que consistiu em duas semanas de corrida em esteira rolante adaptada.
Apds o término desse periodo, foi induzida a hipertensédo arterial pulmonar por
injecdo de monocrotalina nos grupos MS e MT para, posteriormente, iniciar o
protocolo de treinamento que consistiu em quatro semanas. Para a inducdo de
hipertensdo arterial pulmonar, com 45 dias de vida e peso corporal de
aproximadamente 200 gramas, os ratos dos grupos MT e MS receberam uma Unica
dose intraperitoneal de 60 mg/kg de monocrotalina (Sigma, crotaline - C240, USA). A
diluicdo da MCT foi feita em 0,5 mL de HCI 0,1 N. Apés a diluicdo, o pH foi ajustado
até que atingisse o valor 7,4 com a adicdo de NaOH 1N. Para completar o volume
final injetado foi utilizado soro fisioldgico (SINGAL et al, 2000). Essa preparacdo
corresponde para um rato de 200g, por exemplo, a uma injecdo contendo 200uL de
solucdo, ndo alterando, portanto, sua volemia. Os ratos dos grupos controle
receberam dose Unica, contendo apenas solucdo salina, na mesma concentracéo
dos grupos experimentais para passarem pela mesma situagcéo de estresse (Tabela
3). Além disso, todos 0s animais permaneceram no mesmo ambiente durante o
treinamento para passarem pelo mesmo processo de estresse ambiental. Além
disso, os animais que ndo treinaram foram retirados da caixa e novamente
colocados para simular o deslocamento que os animais treinados sofriam até serem

postos na esteira.
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Figura 3. Cronograma Experimental

4.5 Protocolo de Treinamento

Devido a inexisténcia de um protocolo especifico de exercicio fisico aerébio
para ratos com hipertensdo pulmonar, o treinamento utilizado nesse estudo foi
constituido de sessdes de corrida em esteira adaptada (modelo TK 01, IMBRAMED)
segundo protocolo pré-estabelecido para ratos Wistar com cardiopatia (RODRIGUES
et al, 2007), sendo a frequéncia de cinco vezes por semana (segunda a sexta),
durante o periodo de quatro semanas apoés a injecdo da monocrotalina. Baseando-
se nesse protocolo, foram realizados dois testes de velocidade maxima, um apds o
periodo de adaptacdo, logo antes do periodo de treinamento, e outro na segunda
semana de treinamento. Nesse protocolo a velocidade € aumentada em 3m/min a
cada trés minutos até a exaustdo. E considerada a velocidade maxima o estagio
completado pelo animal antes da exaustdo. O calculo para a porcentagem da
velocidade maxima é realizado através de uma média aritmética de todas as
velocidades maximas dentro de cada grupo experimental. Tal método foi necessario
devido a necessidade de utilizar as oito raias da esteira na mesma velocidade. A

partir dos resultados, foi determinada a velocidade média em que os grupos de
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animais deveriam correr para atingir 60% do VO2nax, intensidade essa considerada
como sendo predominantemente aerébia, Ao fim das quatro semanas de
treinamento, os animais foram anestesiados e sacrificados, individualmente, por
deslocamento cervical apds analise hemodinamica e vinte quatro horas apds a

Ultima sessao de treinamento em esteira.

4.6 Consideracdes éticas na vivisseccao dos animais

O estudo desenvolvido seguiu a Lei 6638, de 08 de maio de 1979, que
estabelece normas para a Pratica Didatico-Cientifica da Vivisseccdo de animais, dos
Principios Eticos na Experimentacdo Animal, formulados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal, assim como aquelas contidas nos Principios Internacionais
Orientadores para a pesquisa Biomédica envolvendo Animais provenientes do
Council for International Organizations of Medical Science (CIOMS) (GOLDIM,
1997). O trabalho foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (18927).

4.7 Avaliacao da Hipertensdo Pulmonar

4.7.1 Avaliacdo Hemodinamica

Os animais foram anestesiados com ketamina (90mg/kg) e xilasina (10mg/kg)
e tiveram a veia jugular exposta. Uma canula (cateter de polietiieno PE-50) foi
implantada e introduzida até o atrio e ventriculo direitos. A pressao sistélica
ventricular direita e a pressdo diastélica final ventricular direita foram monitoradas
usando um transdutor de pressao (Strain-Gauge — Narco Biosystem Miniature Pulse
Transducer RP-155; Houston, Texas — EUA) ligado a um amplificador de sinais
(Pressure Amplifier HP 8805C). Os sinais anal6gicos de pressao arterial foram
digitalizados (CODAS-Data Acquisition System, PC) com freqiéncia de amostragem
de 2 KHz.
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4.7.2 Hipertrofia cardiaca

O indice de hipertrofia cardiaca (IHC) oferece dados quanto ao aumento de
massa muscular do coracéo. Este dado pode ser calculado de diversas formas. No
presente estudo, o IHC foi realizado através da relacao entre o peso, em miligramas,
do tecido cardiaco e o peso corporal do animal, em gramas. Dois indices de
hipertrofia do ventriculo direito foram realizados. No primeiro, a divisao é feita entre o
peso do ventriculo direito pelo peso corporal, indicando a hipertrofia dessa camara.
O segundo indice relaciona o peso do tecido cardiaco, em miligramas, pelo

comprimento da tibia, em milimetros.

4.7.3 Massa Corporal

A massa corporal dos animais, expresso em gramas, permite, de forma
indireta, relacionar a progressdo da doenca, visto que o emagrecimento é uma
caracteristica observada em diversos estudos que utilizam o modelo de
monocrotalina. Para tanto, ele foi averiguado semanalmente através da balanca
manual da marca Marte e expresso em gramas. No presente trabalho, a massa foi
expressa de duas formas: (1) em valores absolutos, com a sua mudanca ao longo
do tempo e (2) em valores percentuais, com a progressdo da massa em relacdo ao
valor que foi mensurado logo antes da injecdo de monocrotalina. Para a analise
estatistica desses dados, foi realizada ANOVA de duas vidas com medidas

repetidas.

4.8 Anélise do Estresse Oxidativo

Para a realizagéo das analises de estresse oxidativo, 0 musculo gastrocnémio
foi homogeneizado durante 40 segundos em Ultra-Turrax. Para cada grama de
musculo, foram acrescentados 5 mL de KCI (1,15%). Também foram acrescentados
10 pL de fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF), 100mmol/L, para cada 1 mL do
homogeneizado e 15 pL de solucdo Triton 10% para cada 1 grama de musculo.

Apds, o homogeneizado foi centrifugado por 15 minutos a 3000 rpm em centrifuga
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refrigerada a 4°C. O sobrenadante foi, entéo, retirado e congelado em freezer —80°C
para as posteriores dosagens (LLESUY et al., 1985).

4.8.1 Medida de peroxido de hidrogénio

O método estd baseado na oxidagdo do vermelho de fenol pelo peréxido de
hidrogénio mediado pela peroxidase de rabanete, resultando num produto que
absorve em 610 nm. O tecido foi incubado por 30 minutos em tampéao fosfato 10
mol/L (NaCl 140 mol/L e dextrose 5 mol/L). Ap6s centrifugacdo por 30 segundos a
1000 X G em centrifuga refrigerada (Sorvall RC 5B — Rotor SM 24), o sobrenadante
foi coletado e adicionado na solucdo tampédo de vermelho de fenol 0,28 mol/L e
peroxidase de rabanete 8,5 U/mL. ApoOs o intervalo de 5 minutos, foi adicionado
NaOH 1N e efetuada a leitura a 610 nm. Os resultados foram expressos em nmoles
de H202 por mg de proteina (PICK & KEISARI, 1980).

4.8.2 Atividade da Superoxido Dismutase

A superoxido dismutase catalisa a reacdo de dois anions superéxido, com a
consequente formacao de perdxido de hidrogénio, que é menos reativo e pode ser
degradado por outras enzimas, como a catalase e a glutationa peroxidase. A técnica
utilizada neste trabalho para determinacdo da SOD foi baseada na inibicdo da
reacdo do radical superdxido com o pirogalol. O superdoxido é gerado pela auto-
oxidacdo do pirogalol quando em meio basico. A SOD presente na amostra em
estudo compete pelo radical superoxido com o sistema de detecc¢ao.

A oxidagdo do pirogalol leva a formacdo de um produto colorido, detectado
espectrofotometricamente a 420 nm. A atividade da SOD é determinada medindo-se
a velocidade de formacgéao do pirogalol oxidado (MARKLUND, 1985).

Para tanto, primeiramente foi efetuada uma curva padrdao usando as
concentragcbes de 0; 0,25; 0,5 e 1 unidade de SOD, através da qual foi obtida a
equacao da reta para realizacdo dos calculos. Foram adicionados solugdo tampéo
(Tris-base 50 mmol/L e EDTA 1 mmol/L, em pH 8,2), 4 pL de solucdo de catalase
(30umol/L), volumes adequados das solugcbes de SOD e 8 uL de pirogalol 24 mmol/L
(em acido cloridrico a 10 mM), obtendo-se as concentracdes desejadas.
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No meio de reacdo, foram utilizados 15 pL da amostra do mausculo,
previamente preparada, tampéao Tris-base, 8 pL de pirogalol (24 mmol/L) e 4 pL de
catalase (30pmol/L). A variacdo na absorbancia foi acompanhada a 420 nm durante

2 minutos e os resultados expressos em U/mg de proteina.

4.8.3 Atividade da Catalase

A taxa de decomposicdo do peroxido de hidrogénio € diretamente
proporcional a atividade da CAT, e obedece a uma cinética de pseudoprimeira ordem
com relacdo a este. Desta forma, o consumo de H,O, pode ser utilizado como uma
medida de atividade da enzima CAT.

O ensaio consiste em medir a diminuicdo da absorbancia no comprimento de
onda de 240 nm. Para a realizacdo das medidas foi usada uma solucdo tampéao de
fosfatos de s6dio a 50 mM em pH 7,4 e perdxido de hidrogénio 0,3 mol/L. Foram
adicionados 955 pL deste tampdo e 10 pL de amostra na cubeta do
espectrofotometro, sendo esta mistura descontada contra um branco de tampéo
fosfato. A seguir foram adicionados 35 uL de peréxido de hidrogénio e a avaliou-se a
diminuicdo da absorbancia durante dois minutos no comprimento de onda
selecionado. Os resultados foram expressos em pmoles por mg de proteina
(BOVERIS e CHANCE, 1973).

4.8.4 Atividade da Glutationa Peroxidase

Como a GPx catalisa a reacdo de hidroperéxidos com glutationa reduzida
(GSH) para formar glutationa oxidada (GSSG) e o produto da reducédo do
hidroperoxido, a atividade da enzima pode ser determinada medindo-se o consumo
de NADPH na reacao de reducédo acoplada a reacao da GPx.

Para tanto, a amostra foi preparada adicionando-se uma mistura de cianetos
(cianeto de potassio - KCN - 9 mmol/L e ferrocianeto de potassio - K3[Fe(CN)6] - 0,9
mmol/L) para inibir a atividade pseudo-peroxidase da hemoglobina, a fim de que esta
nao interfira no ensaio. Para a leitura em espectrofotémetro, adicionou-se 330 pL de
tampéao de fosfatos 143 mmol/L e EDTA 1 mmol/L (pH 7,5), 50 puL de amostra, 500 uL
de NADPH (0,24 mmol/L), 10 pL de azida sodica (1 mmol/L) para inibir a atividade
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da catalase, 50 pL de GSH (5 mmol/L) e 10 pL de glutationa redutase (GR) 0,25
U/mL. A absorbéancia foi registrada por um periodo de 1 minuto a 340 nm, para
obtencdo da linha de base. Apds esse momento, adicionou-se 50 pL de
hidroperoxido de tert-butila (0,5 mmol/L), e a diminuicdo da absorbancia, devido ao
consumo de NADPH, foi monitorada por aproximadamente 5 minutos. Os resultados
foram expressos em nmoles/min/mg de proteina (FLOHE e GUNZLER, 1984).

4.8.5 Atividade da Glutationa Redutase

A glutationa redutase é uma flavoproteina que catalisa a redugcdo NADPH-
dependente de GSSG para GSH. Essa enzima € essencial para o ciclo redox de
GSH, o qual mantém os niveis adequados de glutationa no estado reduzido
intracelular. Uma alta relacdo de GSH/GSSG é essencial para a protecdo contra o
estresse oxidativo. A atividade da GR foi determinada pela mensuracao da taxa de
oxidacdo de NADPH a 340nm. Os resultados estdo expressos como unidades de
enzima que catalisam a oxidacédo de 1 umol de NADPH por minuto por miligrama de
proteina (CARLBERG E MANNERVICK, 1985).

4.8.6 Relacdo GSH/GSSG

Para determinar a glutationa total, o homogeneizado do tecido precisou ser
desproteinizado com acido perclérico 2 mol/L e centrifugado por 10 minutos a 1000g.
O sobrenadante foi neutralizado com hidroxido de potassio 2 mol/L. O meio de
reagcdo continha tampdo fosfato 100 mmol/L (pH 7,2), acido nicotinamida
dinucleotideo fosfato (NADPH) 2 mmol/L, glutationa redutase 0,2 U/mL, &cido
ditionitrobenzdico 70 pmol/L. Na determinacdo da glutationa reduzida, o
sobrenadante neutralizado reagiu com &acido ditionitrobenzdico 70 umol/L e foi lido
no espectrofotdmetro a 420nm (AKERBOOM e SIES, 1981).

4.8.7 Lipoperoxidacado por quimiluminescéncia

O método de quimiluminescéncia consiste em adicionar um hidroperéxido

organico de origem sintética ao homogeneizado de tecido, avaliando-se a
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capacidade de resposta produzida pela amostra. A realizacdo deste tipo de teste
consiste no fato de que os hidroperoxidos sdo espécies quimicas bastante instaveis,
reagindo com lipidios por um mecanismo radicalar que gera produtos que emitem
luz pela amostra em estudo. A quimiluminescéncia foi medida em contador beta
(LKB Rack Liquid Scintilation Spectrometer). O meio de reagdo no qual foi realizado
0 ensaio consistia em 2mL de uma solucao reguladora de KCIl 140 mmol/L, fosfatos
20 mmol/L, (pH 7,4), na qual foi adicionado 50 uL de amostra. Os resultados foram
expressos em contagens por segundo (cps), por miligrama de proteina segundo
Gonzalez-Flecha et. al (1991).

4.8.8 Anélise da expressao protéica por western blot

Foram carregados 100 pg de proteina por poco para a eletroforese de gel
monodimensional de dodecil sulfato de sédio-poliacrilamida (SDS-PAGE) em um
sistema usando géis separadores com densidade de 14% e 10%. As proteinas foram
transferidas para uma membrana PVDF (Immobilon —P, Millipore) usando tampé&o
contendo Tris base 48 mmol / L, glicina 39 mmol / L, metanol 10%, pH=8,9. Em
seguida, as membranas foram bloqueadas por uma hora em solugdo de leite
desnatado 1% em tampao TBS-tween (Tris 20mM, NaCl 140mM, Tween 20 0,05%).
Os anticorpos primarios utilizados foram rabbit policlonal (AB1212, Chemicon) para
Catalase, (sc- 459 [Z-5], Santa Cruz Biotechnology) para GST, e mouse monoclonal
para SOD (sc-271014 [B-1], Santa Cruz Biotechnology).

Os anticorpos primarios foram detectados usando os anticorpos secundarios
goat anti-rabbit (Millipore) e rabbit anti-mouse (Invitrogen e as bandas foram
detectadas por quimioluminescéncia utilizando-se um composto tipo ECL. Os filmes
autoradiograficos (marca Sinapse) foram revelados em uma camara escura e
posteriormente as imagens foram digitalizadas em um scaner (HP Deskjet F4480). e
entdo analisadas e quantificadas utilizando-se o programa ImageJ. Os pesos
moleculares das bandas de proteinas foram determinados utilizando-se um
marcador de peso molecular (RPN 800 rainbow full range Bio-Rad, CA, USA). Os
resultados de cada membrana foram normalizados pelo método de Ponceau e

expressos em densidades opticas em pixels (KLEIN et al, 1995).
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4.9 Quantificacdo de Proteina

As proteinas foram quantificadas pelo meétodo descrito por Lowry e
colaboradores (1951), que utiliza como padrédo uma solucdo de albumina bovina na
concentragdo delmg/mL. Reagentes utilizados: Reativo de Follin Ciocalteau, diluido
em 4gua destilada na proporcdo 1:3, e Reativo C, que € composto por 50mL do
reativo A, 0,5mL do reativo B1 e 0,5mL do reativo B2, onde os reativos A, B1 e B2
sao, respectivamente: NAHCOj3 (bicarbonato de sodio) 2% (p/v) em NaOH (hidroxido
de sadio) 0,1N; CuSO4.5H,0 (sulfato de cobre) 1% (p/v); KNaC4H406.4H,0 (tartarato
de sédio e potassio) 2% (p/v). A medida foi efetuada em espectrofotobmetro a 625 nm

e 0s resultados expressos em mg/mL.

4.10 Analise Estatistica

Com base nos resultados obtidos, foram calculadas as médias e os desvios
padrées da média para cada uma das medidas realizadas e para cada um dos
grupos estudados.

Foi utilizado o teste de Bartlett, para avaliar o comportamento paramétrico ou
nao-paramétrico dos dados. A avaliacdo da normalidade (distribuicdo Gaussiana) foi
realizada através do método de Kolmogorov e Smirnov. Uma vez que os dados
tenham passado pelos dois testes, a comparacédo entre dados paramétricos foi feita
através da analise de variancia de duas vias (ANOVA), com o teste complementar de
Tukey. As diferengas foram consideradas significativas quando a analise estatistica

apresentou p< 0,05.
4.11 Grau de Severidade dos procedimentos
1 - Avaliagcdo hemodinamica e sacrificio dos animais: sem recuperacao.
Durante a avaliacdo hemodindmica os animais estardo anestesiados e, ap0s

o procedimento, serdo sacrificados ainda sob o efeito dos medicamentos.

2 - Aplicacédo de monocrotalina e de anestésico: leve.
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3 - Progresséo da dor: moderado.

Embora a hipertensédo arterial pulmonar seja uma doenca progressiva
associada com dor e desconforto, os animais serdo sacrificados entre a terceira e a
guarta semanas apos a aplicacdo da droga, ndo sendo esse tempo suficiente para

levar & morte dos animais.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo da Hipertens&o Pulmonar

5.1.1 Avaliagéo cardiaca

A avaliacao cardiaca foi mensurada para verificar se o0 modelo da doenca foi
estabelecido, a partir de duas de suas caracteristicas: pressao ventricular elevada e

hipertrofia cardiaca direita.

5.1.1.1 Registro de pressao ventricular

A partir dos dados observados (figuras le 2), observou-se um aumento
significativo da presséo sistolica do ventriculo direito nos animais tratados com
monocrotalina (MS e MT) em relacdo aos seus respectivos controles (175% e 131%,
respectivamente). Padrdo semelhante foi observado na PDFVD (aumento de 327%
e 110% nos grupos MS e MT em relagcdo aos grupos CS e CT), acrescido,
entretanto, de uma diminuicdo da pressao diastolica final do ventriculo direito nos
animais com monocrotalina que realizaram treinamento fisico aerobio em relagéo ao
grupo MS.
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Figura 4. Pressado ventricular sistdlica direita (PSVD), em mmHg. Resultados
expressos como meédia + DP, com n= 6 animais por grupos. CS = controle

sedentario, MS = monocrotalina sedentario; CT = controle treinado; MT =

40



monocrotalina treinado. *significativo versus CS; # significativo versus CT. ANOVA de

duas vias seguida por teste complementar de Tukey. P<0,001.
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Figura 5. Pressdo ventricular diastdlica final direita (PDFVD), em mmHg.
Resultados expressos como média £+ DP, com n= 6 animais por grupos. CS =
controle sedentario; MS = monocrotalina sedentario; CT = controle treinado; MT =
monocrotalina treinado. * significativo versus CS; # significativo versus CT, +
significativo versus MS. ANOVA de duas vias seguida por teste complementar de
Tukey. P<0,005.

5.1.1.2 Hipertrofia Cardiaca e do Ventriculo Direito

O indice de hipertrofia cardiaca relacionou o peso total do coragéo pelo peso
do animal (em mg/g peso corporal); O segundo e o terceiro indices — agora de
hipertrofia do ventriculo direito — foram realizados pela razdo entre 0 peso do
ventriculo direito (VD) pelo peso do animal e pela razdo entre o peso do VD pelo
peso do coragcdo (em miligramas), respectivamente; o Ultimo indice - também
apenas do VD — deu-se pela razéo entre o ventriculo direito — em miligramas — e 0
comprimento da tibia, em milimetros.

Os gquatro indices apresentaram o mesmo padrédo de resultado: um aumento
significativo monocrotalina sedentario, quando comparados, respectivamente, aos
grupos controle sedentéario e controle treinado.

No primeiro indice — massa do coracdo pela massa corporal — esse aumento,
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foi de, respectivamente, 16 e 27% nos grupos MS e MT. Quando relacionado apenas
o0 ventriculo direito pela massa do animal — segundo indice — 0s aumentos
encontrados foram de 72% e 82%, respectivamente. Quando o ventriculo direito foi
relacionado com a massa do coracao, os aumentos foram de 47% e 53%. Por fim,
no ultimo indice — peso do ventriculo direito pelo comprimento da tibia -, mostrando

0 mesmo padréo, os aumentos foram, respectivamente, de 70 e 73%.
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Figura 6. indice de hipertrofia cardiaca (massa do cora¢do/massa corporal),

em mg/g. Resultados expressos como média = DP, com n= 8-9 animais por grupos.
CS = controle sedentario; MS = monocrotalina sedentario; CT = controle treinado;
MT = monocrotalina treinado. * significativo versus CS; # significativo versus CT;

ANOVA de duas vias seguida por teste complementar de Tukey.P<0,05.
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Figura 7. indice de hipertrofia do ventriculo direito (massa do VD/massa
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corporal), em mg/g. Resultados expressos como média £ DP, com n= 8-9 animais
por grupos. CS = controle sedentario; MS = monocrotalina sedentério; CT = controle
treinado; MT = monocrotalina treinado. * significativo versus CS; # significativo
versus CT; ANOVA de duas vias seguida por teste complementar de Tukey. P<0,05.
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Figura 8. indice de hipertrofia do ventriculo direito (massa do VD/massa do
coracado), em mg/mg. Resultados expressos como média £ DP, com n= 8-9 animais
por grupos. CS = controle sedentario; MS = monocrotalina sedentario; CT = controle
treinado; MT = monocrotalina treinado. * significativo versus CS; # significativo
versus CT, ANOVA de duas vias seguida por teste complementar de Tukey. P<0,05.
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Figura 9. indice de hipertrofia do ventriculo direito (massa do VD/comprimento
da itiba), em mg/mm. Resultados expressos como média + DP, com n= 8-9 animais
por grupos. CS = controle sedentario; MS = monocrotalina sedentario; CT = controle

treinado; MT = monocrotalina treinado. * significativo versus CS; # significativo
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versus CT, ANOVA de duas vias seguida por teste complementar de Tukey. P<0,05.
5.1.2 Massa Corporal

A massa corporal dos animais foi mensurada todas as semanas e esta
expressa em gramas. A “semana 0” refere-se a massa corporal logo antes da injecao
de monocrotalina. A partir da terceira semana ja foram identificadas diferencas
significativas. Neste periodo, o grupo MS apresentou uma massa corporal
significativamente menor que o grupo CS (uma diferenca de 21%) e na quarta
semana essa diferenca se acentuou (31%) (tabela 3 e Figura 1). O desvio padréo
dos resultados nao foi inserido na figura 1, pois se tornava dificil a sua compreensao.
Entretanto, ele é exibido na tabela que vem anteriormente apresentada a figura.

A Figura 2 demonstra a porcentagem de massa ganha em relacdo a massa
dos animais antes da injecdo. A partir desses dados, encontramos uma forte
diferenca de massa corporal na quarta semana entre os animais do grupo controle
sedentario e monocrotalina sedentario. Enquanto o primeiro grupo aumentou sua
massa em 42% nas quatro semanas, O grupo monocrotalina apresentou um
aumento de apenas 19%. Mais do que isso, a diferenca entre esses dois grupos,
que era de apenas 9% na terceira semana, passou para 24% na quarta semana.

~ Tabela3.Massacorporal dos animais (9)

Semana 0 Semana l Semana 2 Semana 3 Semana 4
CS 231430 258+32 292435 312438 329442
MS 220421 259421 272423 278+21* 261+25*
CT 218+16 244+19 272420 293+16 314417
MT 210424 234432 255438 259+35 277435

Massa corporal dos animais, em gramas. Resultados expressos como média +
DP, com n= 7 animais por grupos. CS = controle sedentario; MS = monocrotalina
sedentario; CT = controle treinado; MT = monocrotalina treinado. * significativo
versus CS; P<0,05.
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Figura 10. Massa corporal dos animais, em gramas, ao longo do tempo. Na
abcissa estéa representado o tempo, em semanas e, na ordenada, as massas, em
gramas. Resultados expressos como média, com n= 7 animais por grupos. CS =
controle sedentario; MS = monocrotalina sedentario; CT = controle treinado; MT =
monocrotalina treinado.* significativo versus CS; P<0,05.
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Figura 11. Ganho de massa corporal dos animais, em porcentagem, ao longo
do tempo. Na abcissa esta representado o tempo, em semanas e, na ordenada,
diferentes porcentagens, partindo de 100%. Resultados expressos como média, com
n= 7 animais por grupos. CS = controle sedentario; MS = monocrotalina sedentario;
CT = controle treinado; MT = monocrotalina treinado. * significativo versus CS;

P<0,05.
45



5.2 Andlise de Estresse Oxidativo

Para analise do dano oxidativo e presenca de espécies reativas de oxigénio,
foram realizadas andlises de lipoperoxidacdo por quimiluminescéncia e
concentracdo do peroxido de hidrogénio. Adicionado a isso, para verificar a agcdo do
sistema antioxidante enzimatico, foram analisadas as atividades das enzimas
catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e
glutationa redutase (GR), a expressdo génica de catalase e superoxido dismutase

bem como a relagéo da glutationa reduzida pela oxidada.

5.2.1 Concentracédo de Peréxido de Hidrogénio

Em relacdo as concentracdes de peroxido de hidrogénio, os ratos com
hipertensdo arterial pulmonar demonstraram niveis superiores dessa espeécie ativa
de oxigénio (330% e 334%, respectivamente) quando comparados aos Sseus
respectivos controles. O treinamento fisico, além disso, aumentou, nos animais
hipertensos, esta espécie em 12% quando comparado aos que nao realizaram

exercicio aerébio.
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Figura 12. Concentracdo de H,O, (pmol/mg prot.) em homogeneizado de
gastrocnémio. Resultados expressos como média + DP, com n= 8-9 animais por
grupo. CS = controle sedentario; MS = monocrotalina sedentario; CT = controle
treinado; MT = monocrotalina treinado. * significativo versus CS; # significativo

versus CT; + significativo versus MS. ANOVA de duas vias seguida por teste
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complementar de Tukey. P<0,05.

5.2.2 Atividade da Superéxido Dismutase

A atividade da SOD apresentou-se elevada apenas nos grupos que
realizaram treinamento fisico. Assim, houve um aumento de 28% na atividade dessa
enzima no grupo CT e um aumento de 42% no grupo MT em relacdo aos grupos CS

e MS, respectivamente.

(]
1

o
—

w
1

SOD (U/ mg prot.)
N

=
1

cs MS CT MT

Figura 13. Atividade da superdxido dismutase (U/mg prot.) em homogeneizado
de gastrocnémio. Resultados expressos como média + DP, com n= 7-9 animais por
grupo. CS = controle sedentario; MS = monocrotalina sedentario; CT = controle
treinado; MT = monocrotalina treinado. * significativo versus CS; + significativo

versus MS. ANOVA de duas vias seguida por teste complementar de Tukey. P<0,05.

5.2.3 Expressdao da Superoxido Dismutase

Em relacdo ao imunoconteudo de SOD, percebemos que os animais do grupo
MS apresentaram um aumento dessa variavel em relacdo ao grupo CS de 68%.
Além disso, os animais controles treinados apresentaram um aumento ainda maior
em relacdo a esse grupo (159%). Além disso, os animais do grupo MT apresentaram
valores maiores de SOD quando comparados aos animais do grupo MS (54%).
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Figura 14. Expressdo proteica da superoxido dismutase, em unidades
arbitrarias, em homogeneizado de gastrocnémio. Resultados expressos como

média + DP, com n= 5-6 animais por grupo. Imagens representativas, contendo duas

amostras por grupo. CS = controle sedentario; MS = monocrotalina sedentario; CT =

monocrotalina treinado. * significativo versus CS; +

controle treinado; MT
significativo versus MS. ANOVA de duas vias seguida por teste complementar de
Tukey. P<0,05.

5.2.4 Atividade da Catalase

Da mesma forma que na superoxido dismutase, houve um aumento da
atividade da catalase apenas nos animais que realizaram exercicio fisico. Esse
aumento foi de 21% nos animais controles treinados em relagdo aos controles
sedentarios e de 27% nos animais monocrotalina treinados em relacdo aos

monocrotalina treinados.
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Figura 15. Atividade da catalase (pmol/mg prot.) em homogeneizado de
gastrocnémio. Resultados expressos como média + DP, com n= 8 animais por
grupo. CS = controle sedentario; MS = monocrotalina sedentario; CT = controle
treinado; MT = monocrotalina treinado. * significativo versus CS; + significativo

versus MS. ANOVA de duas vias seguida por teste complementar de Tukey. P<0,05.

5.2.5 Expresséo da Catalase
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Figura 16. Expressdo proteica da catalase, em unidades arbitrarias, em
homogeneizado de gastrocnémio. Resultados expressos em média +- DP, com 6
animais por grupo. Imagens representativas, contendo duas amostras por grupo. CS
= controle sedentario; MS = monocrotalina sedentario; CT = controle treinado; MT =
monocrotalina treinado. * significativo versus CS; + significativo versus MS. ANOVA
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de duas vias seguida por teste complementar de Tukey. P<0,05.

5.2.6 Atividade da Glutationa Peroxidase

Houve uma diminuicdo (39%) significativa da atividade da GPx nos animais
sedentarios com monocrotalina em relagdo ao grupo controle sedentario. Quando os
animais com hipertensdo pulmonar foram treinados, esses valores voltaram aos
niveis de controle, aumentando significativamente (108%) em relacdo ao grupo

monocrotalina sedentéario.
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Figura 17. Atividade da glutationa peroxidase (GPx.), em picomol/min/mgprot.,
em homogeneizado de gastrocnémio. Resultados expressos como média + DP,
com n= 7 animais por grupo. CS = controle sedentario, MS = monocrotalina
sedentario; CT = controle treinado; MT = monocrotalina treinado. * significativo
versus CS; + significativo versus MS; # significativo versus CT. ANOVA de duas vias

seguida por teste complementar de Tukey. P<0,05.

5.2.7 Atividade da Glutationa Redutase

Em relacdo a glutationa redutase, houve uma diminuigdo significativa na sua
atividade para os animais que receberam injecao de monocrotalina. Os animais do
grupo MS diminuiram em 28% essa atividade em relacdo ao grupo controle
sedentario enquanto os animais do grupo MT diminuiram essa atividade em 12%

guando comparados aos animais do grupo controle treinado.
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Figura 18. Atividade da glutationa redutase (GR), em picomol/min/mgprot, em

homogeneizado de gastrocnémio. Resultados expressos como média + DP, com

n= 7 animais por grupo. CS = controle sedentario; MS = monocrotalina sedentario;

CT = controle treinado; MT = monocrotalina treinado. * significativo versus CS; #
significativo versus CT. ANOVA de duas vias seguida por teste complementar de

Tukey. P<0,05

5.2.8 Relacdo GSH/GSSG

Na relacdo da glutationa reduzida (GSH) pela glutationa oxidada (GSSG), a
Unica diferenca signifitiva encontrada foi um aumento nessa relacdo nos animais do
grupo controle treinado em relacdo aos animais do grupo controle sedentéario. Esse

aumento foi de 33%.
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Figura 19. Relacdo da glutationa total pela oxidada, em homogeneizado de
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gastrocnémio. Resultados expressos como média + DP, com n = 6-8 animais por
grupo. CS = controle sedentario; MS = monocrotalina sedentario; CT = controle
treinado; MT = monocrotalina treinado. * significativo versus CS; + significativo

versus MS. ANOVA de duas vias seguida por teste complementar de Tukey. P<0,05.
5.2.9 Expresséo da Glutationa S-transferase

Em relacdo a GST, foi observado um aumento significativo da sua expressao

proteica apenas no grupo MS em relagéo ao CS. Esse aumento foi de 59%.
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Figura 20. Expressao proteica da glutationa S-transferase, em unidades
arbitrarias, em homogeneizado de gastrocnémio. Resultados expressos como
média + DP, com n = 5-6 animais por grupo. Imagens representativas, contendo
duas amostras por grupo. CS = controle sedentario; MS = monocrotalina sedentario;
CT = controle treinado; MT = monocrotalina treinado. * significativo versus CS; +
significativo versus MS. ANOVA de duas vias seguida por teste complementar de
Tukey. P<0,05

5.2.10 Lipoperoxidagao por Quimiluminescéncia

Ao avaliar a lipoperoxidacdo, percebeu-se um aumento do dano lipidico de
56% nos animais do grupo monocrotalina sedentario em relacdo ao seu controle

(CS). Além disso, embora o grupo MT também tenha aumentado em relacdo ao seu
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grupo controle, ocorreu uma diminuicdo significativa (29%) no dano lipidico deste
grupo quando comparado ao grupo monocrotalina sedentario, atingindo valores

semelhantes aos do controle sedentario.
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Figura 21. Quimiluminescéncia (cps/mg prot.) em homogeneizado de
gastrocnémio. Resultados expressos como média = DP, com n = 7-9 animais por
grupo. CS = controle sedentario; MS = monocrotalina sedentério; CT = controle
treinado; MT = monocrotalina treinado. * significativo versus CS; # significativo
versus CT, + significativo versus MT. ANOVA de duas vias seguida por teste

complementar de Tukey. P<0,05
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6 DISCUSSAO

A partir do nosso conhecimento sobre a literatura atual, este € o primeiro
estudo que analisa as potenciais alteracdes do estado redox celular, na musculatura
esquelética, provocadas pelo exercicio fisico em animais com hipertensdo arterial
pulmonar. Foi observado um aumento na producdo de espécies ativas de oxigénio
na musculatura esquelética dos ratos que foram induzidos a desenvolver
hipertensdo pulmonar, sendo esse aumento ndo acompanhado de uma maior
ativacdo do sistema antioxidante nos animais que permaneceram sedentarios. Ao
contrario, 0s animais que se exercitaram apresentaram um significativo aumento da
expressdo e da atividade de enzimas antioxidantes, seguido de uma reducdo no
dano lipidico observado nessas células, o que pode sugerir uma adaptacéo benéfica
para essa populacao.

A hipertensdo arterial pulmonar é caracterizada por vasoconstricdo e
remodelamento da parede vascular pulmonar, ambos promotores de aumento da
resisténcia da artéria pulmonar e de seus ramos (BOGAARD et al., 2009). No
presente estudo, 0s animais que receberam monocrotalina apresentaram um
aumento da pressdo sistolica do ventriculo direito bem como um aumento da
pressao diastélica final da mesma camara. Esse resultado est4d altamente
relacionado com o remodelamento da vasculatura pulmonar, pois, na medida em
gue a estrutura dos vasos se modifica, com a presenca de espessamento da tunica
média e proliferagdo da camada intima, a resisténcia da artéria pulmonar se eleva. O
aumento dessa resisténcia gera uma sobrecarga sobre o lado direito do coragéo
(YAMAZATO et al.,, 2009) e este, por sua vez, acaba por apresentar tanto a sua
pressao sistélica como a diastélica elevadas como resposta ao desafio de combater
a maior sobrecarga imposta sobre ele.

Outros estudos com essa droga ja encontraram, anteriormente, resultados
semelhantes aos encontrados nesse trabalho (MOHAMMADI et al., 2012), inclusive
dentro de nosso laboratério (LEICHSENRING-SILVA et al., 2011, COLOMBO et al.,
2013; LUDKE et al., 2010). Além disso, o exercicio fisico, nesses parametros,
embora ndo tenha alterado as pressdes no grupo controle, foi capaz de diminuir
significativamente a pressdo diastdlica final direita dos animais hipertensos em

relacdo aos que permaneceram sedentarios. Esse é um efeito benéfico do exercicio,
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pois, na medida em que a presséo sistdlica se mantém elevada para combater o
aumento da resisténcia pulmonar, a pressao diastélica final dessa camara aparece
diminuida, sugerindo que uma possivel diminuicdo da pdés-carga tenha ocorrido.
Resultado semelhante ja foi encontrado anteriormente em nosso laboratorio, quando
SOUZA-RABBO (2008), realizou um protocolo de treinamento fisico em animais com
hipertensdo arterial pulmonar durante cinco semanas e obteve pressdo sistolica
elevada e diastolica reduzida nos animais hipertensos que treinaram.

Juntamente com esses dados, 0s animais que receberam injecdo de
monocrotalina apresentaram uma significativa hipertrofia ventricular direita em
relacdo aos seus respectivos grupos. O indicador de progndstico mais importante de
HP é o grau de disfuncdo ventricular presente e sua mudanca morfoldgica.
Padmavati e Pathak (1959) demonstraram em um estudo de caso com 127
pacientes de uma zona rural da India, portadores de Cor pulmonale, um aumento,
em média, de 67% do tamanho do ventriculo direito. Essa resposta € determinante
para a progressdo da doenca, pois a hipertrofia do ventriculo direito pode, com
frequéncia, levar a dilatacdo do lado direito do coracdo, insuficiéncia da valva
tricuspide, desvio do septo interventricular e, em dltima instancia, contratilidade
reduzida e insuficiéncia ventricular direita, o que leva o paciente a 6bito (FRAZIER e
BURKE, 2012).

Embora seja ha muito tempo reconhecido pela literatura que o exercicio fisico
pode provocar hipertrofia cardiaca fisioldgica, em especial no ventriculo esquerdo
(MARON, 1986; DOUGLAS et al.,, 1997; GHORAYEB et al.,, 2005; ATCHLEY E
DOUGLAS, 2007), ndo foram observadas mudancas morfoloégicas no tecido
cardiaco dos animais que treinaram. Isso talvez se deva ao periodo relativamente
curto de treinamento — quatro semanas -, insuficiente para provocar essas
alteracdes. Em um estudo de Handoko e colaboradores (2008) foi realizado um
protocolo de treinamento fisico aerébio em ratos com hipertensédo arterial pulmonar,
com diferentes doses de monocrotalina, e 0 mesmo padrao foi observado: hipertrofia
do ventriculo direito nos animais com hipertensdo pulmonar, sem que 0 exercicio
pudesse alterar esse parametro durante um periodo, também, de quatro semanas.

Um dos fatores limitantes nessa doenca € a auséncia, na literatura, de
protocolos especificos de treinamento fisico aerdbio bem estabelecidos tanto para

humanos como para modelos experimentais até 0 momento. No nosso laboratorio,
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pela inexisténcia de um equipamento que avalie consumo de oxigénio de forma
direta, estabelecemos a intensidade do programa de treinamento através de um
estudo de RODRIGUES e colaboradores (2007), que relacionaram o consumo direto
de oxigénio com um teste de velocidade maxima em ratos diabéticos com
insuficiéncia cardiaca. Como realizamos um teste no inicio do treinamento e outro na
metade, conseguimos manter um controle da intensidade do exercicio, garantindo a
eficiéncia do protocolo. Apesar disso, futuras investigacdes nesse contexto seriam
muito relevantes para que se possa estudar melhor esse modelo através de
protocolos especificos para essa populacao.

Outro dado importante encontrado nesse trabalho € a menor massa corporal
gue os animais doentes possuem em relacdo aos animais saudaveis. Ao final de
guatro semanas, o grupo MS apresentava uma massa significativamente menor que
0 grupo CS e a taxa de ganho de massa também se mostrou menor. Diversos
trabalhos do nosso laboratério (SOUZA-RABBO et al., 2008; COLOMBO et al., 2013)
e do restante da literatura (ZAMBELLI et al., 2011; PAFFET et. al., 2012), mostram
gue o ganho de massa dos animais que recebem monocrotalina € menor que os
animais saudaveis. Entretanto, 0s mecanismos que levam a essa perda sao pouco
conhecidos, apesar de estarem relacionados com as insuficiéncias cardiaca e
pulmonar desenvolvidas, que diminuem a perfusédo/ventilagdo dos tecidos, com
consequente perda de massa muscular. E importante ressaltar que o grupo MT,
mesmo demonstrando uma tendéncia de menor massa em relacdo ao grupo CT, ndo
demonstrou diferencas significativas. O grande desvio padrdo percebido nesse
grupo pode sugerir que alguns animais estdo conseguindo manter seu peso em
funcd@o do exercicio fisico. Isso pode ser comprovado pela taxa de ganho de peso
que se mostrou sempre em crescimento ao longo das quatro semanas, enquanto a
do grupo MS decaiu da terceira para a quarta semana.

Uma das explicacdes para esse fato seria que o exercicio fisico, ao longo do
tempo, estaria ndo gerando um quadro de hipertrofia nesses animais, mas, sim,
impedindo uma perda de massa muscular - presente na hipertensao pulmonar, em
funcdo da baixa capacidade funcional que essa populacédo possui. Um estudo de De
Man e colaboradores (2009) realizou um treinamento fisico de baixa intensidade em
pacientes com hipertensao arterial pulmonar. Apesar de eles ndo terem encontrado

aumento da area de secc¢do transversa do musculo quadriceps apds o treinamento,
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observaram aumento da capilarizagdo, com mais capilares por fibra muscular e
maior atividade enzimética oxidativa. Esses resultados sugerem que 0 exercicio
promova um aumento da perfusdo, a longo prazo, o que poderia contribuir para uma
menor perda de peso quando comparado aos animais sedentarios submetidos a
injegao de monocrotalina.

Tendo em vista os resultados apresentados até o momento — pressao
ventricular elevada, hipertrofia cardiaca direita e perda de massa corporal —, esses
achados corroboram que o modelo de hipertenséo arterial pulmonar induzida por
monocrotalina foi eficaz no presente estudo.

Neste trabalho, o treinamento fisico promoveu melhora nos parametros
cardiovasculares apenas na pressao diastolica final direita dos animais com
monocrotalina e ndo alterou tais parametros nos animais sadios. Na musculatura
esquelética, também devido ao reduzido tempo de treinamento, acreditamos que as
mudancas provocadas pelo exercicio fisico estariam presentes mais ao nivel
molecular do que macroscopico, ja que essas Ultimas levam um tempo maior para
serem distinguidas. Seguindo por esse raciocinio, as analises moleculares de
estresse oxidativo, o principal objetivo desse estudo, demonstraram, de fato, que a
doenca, per se, altera a cascata de reacdes envolvidas na producdo de espécies
ativas de oxigénio na musculatura esquelética desses animais e que 0 exercicio
também possui influéncia nesse sistema.

As concentracfes de perdxido de hidrogénio, uma espécie ativa de oxigénio,
apresentaram-se elevadas na musculatura esquelética dos animais que receberam
monocrotalina, tanto sedentarios como treinados, em relagdo aos seus grupos
controles. Além disso, nos animais com monocrotalina que realizaram exercicio
fisico (grupo MT), o aumento da concentracdo dessa espécie foi maior. Analisando a
enzima superoxido dismutase, que catalisa a formacao do peréxido de hidrogénio a
partir de anion superoxido, observamos um aumento da sua atividade apenas nos
grupos que realizaram exercicio fisico (controle treinado e monocrotalina treinado), o
que parece ser um efeito exclusivo dessa intervengdo. A literatura mostra que,
enguanto alguns estudos ndo percebem uma atividade da SOD elevada no musculo
esquelético (ALESSIO e GOLFARB, 1988; LAUGHLIN et al., 1990), a maioria dos
trabalhos indica um aumento significativo da atividade dessa enzima induzida pelo
treinamento fisico (JENKINS, 1983 ; POWERS et al., 1994; OH-ISHI et al., 1997).
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Quando analisada a expressdo dessa mesma enzima, foi observado seu
aumento nos grupos monocrotalina sedentario e monocrotalina treinado em relagao
aos seus respectivos controles. Portanto, a expressdo aumentada de SOD nos
grupos monocrotalina parece ser uma caracteristica da doenca e pode explicar a
maior formagéo de perdxido de hidrogénio nos animais doentes. Associada a isso, a
maior atividade da enzima no grupo monocrotalina treinado pode explicar a
producdo de peroxido de hidrogénio ainda maior nesse grupo em relacdo ao grupo
monocrotalina sedentario.

De acordo com Franco e colaboradores (1999), a resposta das enzimas
antioxidantes, no muasculo esquelético, expostas ao estresse oxidativo podem ser
menos pronunciadas do que o aumento em seus niveis de RNAmM. No caso do
presente trabalho, a hipertensdo arterial pulmonar pode estar provocando um
aumento de estresse oxidativo, sendo, portanto, a responsavel pela inibicdo da
atividade da SOD, sendo esse um padrao observado em outros estudos (TRAVACIO
et al.,, 2001). O exercicio fisico, ao contrario, por promover adaptacées do sistema
antioxidante, pode estar suprimindo essa inibicdo causada pela doenca. Para melhor
entendimento dessas respostas, estudos deveriam ser realizados futuramente a fim
de entender os mecanismos pelos quais 0 exercicio elimina a inibicdo da funcdo
pés-transcricional dos genes que codificam a enzima superéxido dismutase
provocadas pela HAP.

Os resultados da SOD sugerem, portanto, que a musculatura esquelética, em
especial o musculo gastrocnémio, apresenta maior concentracdo de &anion
superéxido na presenca da doenca. Sendo a SOD a primeira defesa contra anions
superoxido (LINKE et al., 2005), o aumento da funcéo dessa enzima pode significar
que h& um maior combate contra uma possivel formacdo elevada dessa espécie
ativa de oxigénio.

Em relacéo ao grupo controle treinado, tanto a expressao quanto a atividade
da SOD mostraram-se elevadas, um efeito esperado do exercicio fisico (OH-ISHI et
al., 1997). Entretanto, a concentracao de peroxido de hidrogénio manteve-se igual a
do grupo controle sedentario. Isso sugere que mecanismos do sistema antioxidante
podem estar eliminando o H,O, produzido e serdo, portanto, discutidos a seguir.

Uma das vias de eliminacdo do peroxido de hidrogénio é a sua conversao a
agua e oxigénio pela enzima catalase. No presente estudo, a atividade dessa
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enzima, no musculo esquelético, mostrou-se elevada apenas nos animais que
treinaram, sugerindo que a droga néo interferiu na sua atividade. As evidéncias das
alteracOes da catalase com o exercicio fisico ha musculatura esquelética sédo pouco
conclusivas, com estudos mostrando tanto diminuicdo (LEEUWENBURGH et al.,
1994) como aumento na sua atividade (HIGUCHI et al., 1985; SEMIN et al., 2000;
TERBLANCHE, 2000).

No presente estudo, 0 seu aumento pode indicar que a catalase esta sendo
um dos fatores responsaveis pela eliminacdo de peréxido de hidrogénio produzido
em decorréncia do exercicio no gastrocnémio desses animais. Essa pode ser uma
explicacdo para que a concentracdo dessa molécula nos animais controles treinados
nao se encontre maior que a dos controles sedentario.

Por outro lado, a concentracdo de peréxido, como ja vimos, é elevada nos
animais doentes tanto sedentarios como treinados. Entretanto, quando vamos
analisar a expressao da catalase, percebemos um aumento da mesma no grupo
monocrotalina treinado em relacdo ao grupo monocrotalina sedentario. Essa
adaptacédo, provocada pelo exercicio fisico, provavelmente estd sendo benéfica para
o animal, pois € uma fonte antioxidante que acaba combatendo as espécies ativas
de oxigénio provenientes ndo sé do exercicio, mas da propria doenca.

Para avaliarmos outras fontes de eliminacdo do perdxido de hidrogénio,
guantificamos, também, a atividade da enzima (glutationa peroxidase.
Surpreendentemente, encontramos ndo apenas um aumento da atividade dessa
enzima no grupo hipertenso que treinou, mas também uma diminuicdo da sua
atividade no grupo hipertenso que permaneceu sedentario em relacdo ao controle
sedentario. Assim, enquanto nos animais que treinaram foi encontrada outra fonte de
eliminacdo do peroxido hidrogénio, nos animais doentes sedentdrios o oposto
ocorreu: uma perda de funcdo de uma via importante para eliminacéo das espécies
reativas de oxigénio. Sabe-se que na musculatura esquelética a GPx € de extrema
importancia e, muitas vezes, possui mais afinidade pela reducdo de peroxido de
hidrogénio a agua do que a catalase (TIIDUS et al., 1996). Assim, esse resultado
parece ser chave no modelo de monocrotalina. Nos animais monocrotalina
sedentarios, a diminuicdo da atividade dessa enzima, ndo acompanhada por um
aumento da catalase, pode sugerir que o peroxido de hidrogénio produzido ndo esta
sendo eliminado de forma adequada, favorecendo a producao de radicais hidroxila.
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Por outro lado, nos animais monocrotalina treinados, o aumento da atividade da
GPx, acompanhado de um aumento da catalase, conseguem manter a funcéo
celular, eliminando uma maior producédo de peroxido de hidrogénio, apesar de essa
ainda se manter elevada.

Embora a expressdo da GPx ndo tenha sido mensurada, se levarmos em
conta, novamente, as consideragcdes de Franco e colaboradores (1999), em que as
respostas das atividades das enzimas antioxidantes, expostas ao estresse oxidativo
sdo menos pronunciadas do que o aumento em seus niveis de expressao génica,
podemos supor que, mesmo que a expressao proteica esteja alterada, o aumento de
estresse oxidativo pela doenca parece exercer um efeito inibitério sobre sua
atividade, enquanto o exercicio restaura a sua funcdo. Em relacdo aos animais
controles treinados, embora ndo tenhamos encontrado um aumento da atividade da
GPx, uma adaptacdo que seria esperada pelo exercicio fisico na musculatura
esquelética, percebemos um aumento da relacdo da glutationa reduzida pela
glutationa oxidada (GSH/GSSG) nesses animais quando comparados aos animais
controles sedentarios. A glutationa é o antioxidante ndao-enzimatico mais abundante
no meio intracelular (MEISTER e ANDERSON, 1983). Ela, na sua forma reduzida, é
o substrato fundamental para reduzir o peroxido de hidrogénio a agua e oxigénio
pela glutationa peroxidase.

A sintese de GSH ocorre principalmente no figado. A partir dai, ela € liberada
dentro da circulacdo e transportada para os tecidos periféricos (POWERS e
LENNON, 1999). Existem bastantes evidéncias de que o exercicio fisico regular
promove um aumento nos niveis de GSH no musculo esquelético (SEN et al., 1992;
LEEUWENBURGH et al., 1997). Entretanto, 0 mecanismo exato para essa elevagao
€ desconhecido. Teoricamente, o aumento de GSH em musculos treinados poderia
ser explicado pelo aumento na sintese ou na habilidade de captar maiores
guantidades de GSH do sangue para a célula (POWERS e LENNON, 1999).

Tendo em vista que a relagdo das glutationas mostrou-se elevada e a GPx
nao se mostrou diferente dos animais que nao treinaram, é provavel que o peroxido
produzido em funcdo do exercicio tenha sido eliminado através da catalase, pois,
essa sim, mostrou tanto sua atividade como sua expressdo proteica elevadas.
Assim, a producdo de peréxido de hidrogénio foi removida pela catalase, poupando
GSH.
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Vale ressaltar que, embora existam trabalhos na literatura (OH-ISHI et al.,
1997) demonstrando que a GPx tem maior afinidade pelo peréxido de hidrogénio do
gue a catalase no musculo esquelético, talvez ndo s6 a baixa concentracdo dessa
espécie ativa, mas também o periodo de treinamento, relativamente curto, nao
tenham sido suficientes, como o foi em relacdo a catalase, para induzir altera¢des na
atividade dessa enzima nos animais saudaveis. Apesar disso, como ja foi dito, o
exercicio teve papel fundamental sobre a GPx na doenca, pois elevou a atividade da
enzima nos animais monocrotalina treinado, enquanto os animais sedentarios
apresentaram indices menores que os do grupo controle que também n&o treinaram.

Outro dado importante desse trabalho é o nivel de expresséo proteica elevado
da GST nos animais monocrotalina sedentarios. As GSTs sd0 enzimas que agem na
detoxificacdo de compostos alquilantes, tanto endégenos como exégenos, incluindo
os farmacos, como a monocrotalina. Essas enzimas catalisam a reducdo destes
compostos através do grupamento -SH da glutationa, neutralizando seus sitios
eletrofilicos e transformando-os em produtos mais hidrossolUveis, que sao mais
facilmente metabolizados (HABIG et al., 1974). A monocrotalina é uma droga que, no
seu processo de metabolizacdo a dehidromonocrotalina, reage com GSH, formando
acido monocrotélico (Lamé et al, 1991). Nesse processo, ha a necessidade de GST,
0 que explica o resultado encontrado. E interessante notar que apesar da GST
consumir glutationa, a relacdo dessa proteina reduzida pela oxidada ndo se mostrou
alterada. Uma das explicacdes poderia ser a baixa atividade da GPx também
presente no grupo MS. Assim, enquanto nesse grupo, a relacdo é mantida pela
baixa atividade dessa enzima, no grupo MT sugere-se gque a relacdo é mantida pela
maior sintese de glutationa reduzida ou pela captacdo dessa proteina pela célula
muscular em resposta ao treinamento fisico. Ainda, interessantemente, 0s animais
monocrotalina treinados ndo demonstraram a expressdo da GST elevada. E possivel
gue outros mecanismos sob efeito do exercicio sejam ativados, sendo, portanto, vias
alternativas de detoxificagcdo da monocrotalina.

Para obtermos uma analise completa da via de oxidacdo e reducdo da
glutationa, importante para a remocao de H,O,, analisamos a atividade da glutationa
redutase, a enzima responsavel por reduzir, novamente, a glutationa anteriormente
oxidada pela GPx. Em relagdo aos animais controle treinados, ndo encontramos

diferenca na atividade da GR em relagdo aos animais do grupo controle sedentario.
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Embora, teoricamente, fosse esperado um aumento dessa enzima, é presente na
literatura que, enquanto o exercicio fisico promove aumento no conteudo de GSH na
musculatura esquelética, os resultados de GR sdo menos conclusivos, pois ha
estudos que mostram um aumento (VENDITTI e DI MEO, 1997) e outros uma
diminuicdo ou nédo alteragdo (SEN et al., 1992; LEEUWENBURGH et al., 1994) na
sua atividade. Indo ao encontro de nossos resultados, Ortenblad e colaboradores
(1997), ndo observaram diferenca na atividade tanto da GPx como da GR em
eritrocitos de sujeitos treinados em relacdo aos sedentarios, embora a glutationa
total (GSH + GSSG) estivesse aumentada no grupo que realizou o protocolo de
treinamento.

No presente estudo, a auséncia de alteracdo na atividade da GR no grupo CT
corrobora a teoria anteriormente descrita de que essa via talvez esteja sendo pouco
utilizada, devido a um papel predominante da catalase. Alternativamente, caso a
captacdo de GSH pelas células musculares treinadas esteja aumentada, um
aumento da GR nédo seria indispensavel para o gastrocnémio. Em relacdo aos
animais que receberam monocrotalina, a atividade dessa enzima mostrou-se
reduzida. Como a GR precisa de NADPH para atuar, é possivel que essa esteja
reduzida na doenca, reforcando a necessidade de ativar mais a catalase. Além
disso, nos animais que receberam a droga (grupo MT), o treinamento fisico ndo
alterou esses parametros. Embora isso pudesse contribuir para um desequilibrio do
estado redox celular, ndo observamos uma diminuicdo na relacdo das glutationas
desse grupo.

Levando em conta os dados discutidos até o momento, possuimos,
resumidamente, a seguinte situacdo: os animais doentes que realizaram treinamento
fisico apresentaram uma concentracdo de peréxido de hidrogénio elevada,
provavelmente ocasionada pela monocrotralina e pelo exercicio fisico em conjunto.
Entretanto, esse aumento foi acompanhado pela maior atividade e/ou expressao de
enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase, a catalase e a glutationa
peroxidase. Ja em relacdo aos animais doentes sedentarios, esses também
aumentaram sua producdo de peroxido de hidrogénio. Todavia, ndo ocorreu uma
compensacdo de suas enzimas redutoras como ainda houve uma queda na
atividade da glutationa peroxidase. Isso nos levou ao questionamento do dano

celular que essa condicao poderia provocar.
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Como esperavamos, a andlise de dano por quimiluminescéncia mostrou que a
lipoperoxidagdo nos animais monocrotalina sedentéarios era maior que a dos
controles sedentarios. Quando os animais com monocrotalina realizavam exercicio
fisico, esse dano diminuiu significativamente para os niveis de controle sedentario,
indicando que o treinamento reduziu o dano oxidativo no musculo esquelético
provocado pela doenca. Além disso, nos animais do grupo controle treinado, a
lipoperoxidacao foi ainda menor em relacédo aos animais controles sedentario. Esse
altimo resultado foi semelhante a um estudo de PINHO e colaboradores (2006), em
que ratos treinados apresentaram uma diminui¢cdo no dano a lipidios em decorréncia
de uma maior reserva antioxidante gerada a longo prazo, o que constitui uma
consequéncia benéfica para a célula. Todavia, ha estudos que ndo demonstram
alteracdo do dano com o exercicio fisico (RADAK et al., 1999). Nesses casos, ha a
hip6tese de que o principal efeito do exercicio € manter um balango entre uma
producdo aumentada de antioxidantes frente a um dano provocado nas membranas
pelo estresse oxidativo. Nessa hipotese, o dano lipidico seria fundamental para ser o
estimulo a producéo de agentes que combatem o estresse oxidativo.

Ainda em relacao a esses dados, € importante notar que, nos animais doentes
que treinaram (MT), enquanto o dano lipidico voltou a diminuir, chegando a niveis de
controle, a atividade da GPx aumentou. De acordo com um estudo de Pereira e
colaboradores (1994), em que foram analisadas as atividades de diferentes enzimas
antioxidantes em diversos tecidos de ratos treinados e néo treinados, existe uma
relagdo inversa entre a lipoperoxidacdo e os niveis de GPx em todos os tecidos
analisados (nédulos linfaticos, timo, gastrocnémio e séleo), demonstrando que essa
enzima exerce um controle fino da concentracdo de lipoperoxidos dentro das
células. Para resumir todas as informacdes encontradas, um esquema sugerindo as

adaptacOes ocorridas sdo demonstradas abaixo (figuras 22, 23 e 24).
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Controle

treinado
IAtividade
Express3o 1Dano Oxidativo
SOD
0, H,0, —*— OH"+OH —> H,0
GSH IGSH/GGSG
Atividade GP
Expressio B CAT X GR
GSSG

H,O + O, H,O + O,

Figura 22. Esquema de alteracdes do sistema antioxidante no grupo controle treinado.

Monocrotalina
sedentario

Express3o IDano Oxidativo
SOD
O, I H,0, — > OH" +OH" —> H,0
atividade
GSH
CAT 1 GPx GR 1 atividade
H,O + O, H,O + O, GSSG

Figura 22. Esquema de alteracdes do sistema antioxidante no grupo

monocrotalina sedentario.
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Monocrotalina

treinado
IAtividade
Express3o lDano Oxidativo
SOD
0," I H,0, —*— OH"+OH" — H,0
GSH
Atividade GP
" CAT X GR
Expressao
atividade
GSSG

H20 + 02 H20 + 02

Figura 24. Esquema de alteracdes do sistema antioxidante no grupo

monocrotalina treinado
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7 CONCLUSOES

Os resultados do estudo permitem concluir que, no masculo gastrocnémio:

- A hipertensao pulmonar induzida por monocrotalina aumenta a producédo de

espécies reativas de oxigénio, a exemplo do perdxido de hidrogénio.

- O aumento de peréxido de hidrogénio ndo é acompanhado por um aumento
da atividade de enzimas que o removam, isto é, catalase e glutationa peroxidase,
nos animais que permanecem sedentarios. Este sistema antioxidante encontra-se,

inclusive, menos eficiente, em funcdo da menor atividade da GPx.

- O exercicio fisico a longo prazo, apesar de ndo diminuir a concentracao de
peroxido de hidrogénio, aumenta a expressdo e/ou atividade das enzimas que o

removem, inclusive da GPx.

- A maior presenca de antioxidantes nos animais com monocrotalina que
treinaram pode explicar a auséncia de lipoperoxidacdo nesse grupo, diferente dos

animais sedentarios que também receberam a droga, nos quais o dano aumentou.

Analisando em conjunto todos os dados discutidos, percebemos claramente
que ha um desequilibrio entre a producdo de espécies ativas de oxigénio e a sua
regulacdo pelo sistema antioxidante na musculatura esquelética dos animais com
hipertensdo pulmonar induzida pro monocrotalina que permaneceram sedentarios.
Por outro lado, o exercicio fisico mostrou ser uma ferramenta benéfica para esses
animais, na medida em que aumentou as defesas antioxidantes, tanto pela atividade
como pela expressdo de enzimas, determinando uma diminuicdo do dano celular no
muasculo gastrocnémio. Nesse sentido, o presente trabalho foi o primeiro a
evidenciar, nesse tecido, que o estado oxidativo encontra-se elevado no modelo de
hipertensdo pulmonar induzida por monocrotalina e que o exercicio modula esse
estresse. Ainda assim, futuras investigacdes devem ser realizadas a fim de melhor
entendermos esse processo e se 0 estresse oxidativo exerce papel singular na

disfuncdo esquelética dessa populacao.
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