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RESUMO

As doencas cardiovasculares se destacam como a principal causa de morte no Brasil e
o0 exercicio fisico é considerado como um importante agente tanto na preven¢ao quanto
no tratamento dessas doencas. Entretanto, os estudos ainda sdo controversos quanto
ao tipo e a intensidade de esforco necesséaria para provocar alteracdes bioquimicas
protetoras significativas. Verificar os efeitos de dois protocolos de exercicio sobre
parametros do metabolismo oxidativo ventricular em ratos pés-infarto. Foram utilizados
36 ratos Wistar machos, dois meses de idade, pesando entre 200-250g e divididos
randomicamente em 2 grupos (n=18): Sham e Infarto Agudo do Miocardio (IAM). Os
animais foram anestesiados e induzidos ao IM por oclusdo da coronaria. Trinta dias
apo6s a inducgdo do IAM os animais foram divididos em 6 subgrupos (n=6): Sham, Sham
+ treinamento continuo (60 minutos), Sham + treinamento fracionado (10 x 5 minutos
com 1 minuto de intervalo), IAM, IAM + treinamento continuo e IAM + treinamento
fracionado. As sessdes de exercicio foram realizadas na agua (30-32°C), 5 vezes por
semana, durante 6 semanas. Quarenta e oito horas apés a ultima sessédo de exercicio
0os animais foram mortos por decapitacdo, o ventriculo esquerdo foi cirurgicamente
removido e armazenado em freezer -80°C para analises de estresse oxidativo (atividade
e expressao de enzimas antioxidantes e danos oxidativos em lipideos e proteinas) e
metabolismo oxidativo (complexos da cadeia respiratoria). ApGs o infarto do miocérdio,
a producdo de superoxido reduziu significativamente em ambos 0s modelos de
treinamento. A atividade e a expressdo da SOD ndo foram alteradas pelos
treinamentos, mas a CAT aumentou sua expressdo com o treinamento continuo e a
expressdo da GPX reduziu em ambos 0s grupos treinados coincidindo com o aumento
de sua atividade. Os danos em lipideos reduziram apenas no grupo submetido ao
treinado continuo enquanto que os danos em proteinas somente no grupo com treinado
fracionado. Citocromo C aumentou em ambos os grupos enquanto PGC1-alfa teve sua
expressdo aumentada no grupo submetido ao treinamento continuo. HIF-1 reduziu
significativamente com ambos 0s protocolos de treinamento. Esses resultados sugerem
uma melhora significativa no estado redox do miocérdio de ratos submetidos ao IAM e
expostos a diferentes modelos de treinamento.

Palavras-chave: Coracdo. Exercicio. Estresse oxidativo. Infarto. Metabolismo
oxidativo. Radicais livres.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases are a major cause of death in Brazil and physical exercise is
considered an important agent in the prevention and treatment of these conditions.
Studies related to the type, intensity and volume of physical training required to trigger
biochemical protective material are still controversial. This study investigated the effects
of two exercise protocols on parameters of ventricular oxidative metabolism in rats after
myocardial infarction. Thirty-six male Wistar rats of two months were divided randomly
into two groups (n = 18): Sham and Acute Myocardial Infarction (AMI). The rats were
anesthetized and the AMI was induced by coronary artery occlusion. Thirty days after
AMI induction, the rats were subdivided into six groups (n = 6): Sham, Sham +
continuous training (SCT, 60 minutes), Sham + fractionated training (10x5 min with 1
minute interval), AMI, AMI + continuous training and AMI + fractionated training. The
exercise sessions were conducted in water (30-32 © C), 5 times/wk for six-wk. Forty-
eight hours after the last exercise session, the rats were killed and the left ventricle was
surgically removed and stored at -80 ° C for analysis of oxidative stress (activity and
expression of antioxidant enzymes and oxidative damage to lipids and proteins) and
oxidative metabolism (respiratory chain proteins). After AMI, superoxide production
decreased significantly in both training models. The activity and expression of
superoxide dismustase didn’t change by training, but there was an increase on catalase
levels in the continuous training group. Glutation peroxidase decreased in both groups.
The damage in lipids decreased only in the continuous training group while the protein
damage was reduced in the fractionated training group. Cytochrome C increased in both
groups, and peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator increased in the
group under continuous training. Thehypoxia-inducible factor was significantly reduced
with both training protocols. These results suggest a significant improvement in the
redox state of the myocardium of AMI-induced rats exposed to different training models,
but the continuous training seems to be more efficient for the evaluated parameters.

Key-words: Free radicals. Heart. Myocardial infarction. Oxidative metabolism.
Oxidative stress. Physical exercise.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, segundo a Sintese de Indicadores Sociais de 2002, realizada pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), as doencas cardiovasculares se
destacam como a principal causa de mortes no pais (28,8% para homens e 36,9% para
mulheres), em todas as regides e estados (IBGE, 2002). A regido Sul e o estado do Rio
Grande do Sul, em patrticular, registram as maiores propor¢des, sendo responsaveis por
40% das mortes de mulheres (IBGE, 2002). Num total de 1.006.375 de Obitos por
qualquer causa, 6,4% foram por infarto agudo do miocéardio (IAM), somente no ano de
2005. O numero de internacbes hospitalares por insuficiéncia cardiaca (IC) foi de
293.473, cerca de 2,6% de todas as internacfes hospitalares, ocorridas somente no
ano de 2007 (Data SUS, 2008).

De acordo com Franco & Matos (2005), o fumo, a obesidade, o diabetes mellitus,
a hipertensdo, os niveis elevados de colesterol, a historia familiar de doencas
cardiovasculares e a falta de exercicios aumentam o risco da doenca. Adicionalmente,
a presenca desses fatores de risco para a Insuficiéncia Cardiaca (IC) induz a um
grande numero de mudancas prejudiciais a biologia vascular e muscular cardiaca,
incluindo a diminuicdo da biodisponibilidade de o6xido nitrico (NO), aumento da
formacdo de radicais livres de oxigénio (RLO) e aumento da atividade endotelial
(Steinberg, 1991; Lerman et al., 1993; Tsao et al., 1998).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), pelo menos 20 milhdes de
pessoas sobrevivem a infartos e a acidentes vasculares encefalicos a cada ano, porém,
requerem cuidados clinicos continuos tendo com isto, alto custo para os sistemas de
saude segundo a Organizacdo Mundial da Saude (WHO. Cardiovascular Disease:
Prevention and Control, 2006). Nos Estados Unidos o custo final da morbidade e perda
de produtividade gerado, a partir das doencas cardiovasculares, em média foi de 33,6
bilhdes de délares, dados levantados pela American Heart Association.

Embora o objetivo principal dos tratamentos para pos-infartados seja o
prolongamento da vida através da reducdo de sintomas, tem sido observado que, com
o agravamento do quadro clinico, sintomas fisicos como fadiga e dispnéia tem papel

limitante com prejuizo progressivo da capacidade funcional de pacientes pés-infartados.
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Os efeitos benéficos do exercicio fisico regular sobre a funcdo cardiovascular vém
sendo demonstrados em experimentos com animais e humanos (Goto et al., 2003, Silva
et al., 2011 e Wislgff et al., 2007). Entretanto, a literatura ainda é controversa quanto ao
tipo e a intensidade de esforco necessario para provocar alteracdes bioquimicas
protetoras significativas.

Sendo assim, o entendimento dos processos bioquimicos que ocorrem s&o

altamente relevantes na escolha de uma abordagem terapéutica mais global e efetiva.

1.1 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E DESORDENS CARDIOVASCULARES

Sob condic¢@es fisioldgicas normais, a maioria das espécies reativas de oxigénio
(ERO) é produzida na cadeia respiratoria mitocondrial, pela qual de 95% a 98% do
oxigénio consumido é reduzido a 4gua e o restante forma anion superoxido, um
importante Radical Livre (RL) em sistemas biolégicos. Entretanto, as ERO podem ser
geradas em outros eventos bioquimicos na célula, por exemplo, em processos
inflamatorios, na grande quantidade de metabolizacdo de gordura pela beta-oxidacéo,
degradacdo da xantina a acido Urico e auto-oxidagcdo de catecolaminas. Embora esses
processos sejam normais para a atividade de regulagcéo celular, a producdo excessiva
de ERO, mais especificamente de RL, pode induzir alteragdes biomoleculares, entre
elas acidos nucléicos, proteinas e lipideos que, em grande extensdo, podem levar a
morte celular (Halliwell & Gutteridge, 2007).

A geracdo de RL nem sempre é prejudicial ao organismo, pelo contrario, é
necessaria em varios processos biolégicos, como na sinalizacdo celular, contracédo
muscular e sistema imune (Matsuo & Kaneko, 2001). Por exemplo, quando as células
sdo agredidas por algum agente estressor (que também pode ser RL), elas acabam
produzindo RL para combater esses agentes. O grande problema € que, quando os
niveis totais gerados de RL forem maiores que a capacidade de defesa, podem ocorrer
danos celulares significativos, processo conhecido como estresse oxidativo que resulta
na oxidacdo de biomoléculas, como lipideos, proteinas e &cidos nucléicos, induzindo

doencas como, por exemplo, aterosclerose e cancer (Haliiwell & Guteridge, 2007).
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As principais fontes de ERO e espécies reativas de nitrogénio (ERN) com
aceitavel relevancia fisiologica nas doencas cardiovasculares sdo: aumento na
atividade da NADPH oxidase, NOS (eNOS desacoplada e INOS), mieloperoxidase,
xantina oxidase, lipoxigenase/ciclooxigenase, e aumento na cadeia respiratéria (Singh
& Jialal, 2006). Adicionalmente, a modificacdo oxidativa de lipoproteinas circulatorias
por ERO, particularmente as lipoproteinas de baixa densidade (LDLs), parece ser
bastante importante para o desenvolvimento de lesbes ateroscleréticas, principalmente
a oxidacdo em particular de acidos graxos poliinsaturados na LDL que parece ocorrer
dentro das lesBes ateroscleroticas. (Antoniades et al., 2003; Singh & Jialal, 2006). A
oxidacdo de LDL leva a uma citotoxidade endotelial que estimula a expressao de
citocinas pro-inflamatorias, como TNF-alfa e IL-1, inibe a atividade da eNOS, promove
vasoconstriccdo e adesdo celular, e aumenta a agregacdo plaquetaria (Sanchez-
Quesada et al., 1997; Singh & Jialal, 2006).

A inativacdo de o6xido nitrico leva a perda dos efeitos protetores do NO, como
regulacdo do ténus arterial, inibicdo da inflamacéao local e coagulacéo, e da proliferacédo
celular (Antoniades et al., 2003). O mecanismo pelo qual o NO impede a formacao da
molécula de LDL-ox se da por meio de sua acdo antioxidante, impedindo a formacéo de
anions superoxidos, que promovem a oxidagdo da molécula de LDL colesterol. A agéo
antiagregante do NO é devida a sua ligagdo com a molécula de guanilatociclase, a qual
induz a formacéo de guanilato monofosfato ciclico (GMPc), que promove a reducao da
concentracdo de ions calcio dentro da plaqueta, inibindo sua ativacdo e agregacao
(Zago & Zanesco, 2006).

1.2 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo esta relacionado a situacdes onde os mecanismos celulares
pré-oxidantes (producdo de ERO e ERN) superam os mecanismos de defesa, incluindo
0s sistemas enzimaticos e outros antioxidantes. E um estado em que ha uma elevada
producdo de espécies reativas. Este estado estd comumente ligado a fisiopatologia de
diversas doengas dado os danos celulares como, por exemplo, peroxidacao de lipidios,

fragmentacdo de proteinas e acidos nucléicos (Valko et al., 2007). A regulacéo
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adaptativa dos sistemas de defesa pode proteger, parcialmente ou totalmente, a célula
contra os danos oxidativos, mas pode também levar a danos teciduais e eventualmente
a morte celular por necrose ou apoptose (Dalle-Donne et al., 2003). Portanto, caso néao
haja nenhum mecanismo de defesa eficiente, esse estado pode trazer prejuizos
significativos a saude.

Ja se reconhece que o aumento do estresse oxidativo pode contribuir para a
patogénese de doencas cardiovasculares, e estudos clinicos e ou experimentais tém
sugerido que essas doencas estdo associadas com o0s danos oxidativos na célula
cardiaca decorrente do aumento da formacdo de RL e/ou da reducdo das defesas
antioxidantes (Lorgeril et al., 2001).

Um alvo classico da acdo dos RL em situacdo de estresse oxidativo sdo 0s
acidos graxos poliinsaturados presentes nas membranas celulares e em lipoproteinas.
A oxidacao desses acidos graxos e a lipoperoxidacdo geram intermediarios que podem
sofrer quebras formando hidrocarbonetos de cadeia curta (etano, pentano), aldeidos
(como o malonaldeido, 4-hidroxinonenal), epéxidos e outros produtos altamente
citotoxicos. Como resultado da lipoperoxidacdo as membranas sofrem alteracbes na
fluidez e na permeabilidade, resultando em perda na homeostase e morte celular
(Matsuo & Kaneko, 2001).

Sengundo Halliwell e Gutteridge (2007), a lipoperoxidagéo consiste em 3 fases:
iniciacdo, propagacdo e término. Na fase de iniciacdo (1), o radical RL remove
hidrogénio do &acido graxo insaturado produzindo um radical de lipideo (L), que ao
reagir com o oxigénio molecular forma o radical peroxila (LOO’). Na propagacdo (2) o
LOQ’ retira hidrogénio de outro lipideo, formando o hidroperéxido de lipideo (LOOH) e
e assim sucessivamente. Na fase terminal (3), os radicais produzidos se combinam
formando um néo-radical. O LOOH pode sofrer outras reac¢des produzindo aldeidos e
alcanos.

As proteinas também séo alvos de ataque dos RL. A oxidacdo dos aminoacidos
resulta na formacao de grupos carbonilas, tidis oxidados, entre outras modificacdes que
alteram a funcdo normal da proteina. Especificamente, os grupos carbonila s&o
formados principalmente a partir da oxidacdo de alguns aminoacidos mediados por

ERO, como lisina, argenina, prolina e treonina. Porém, reac¢des secundarias de cadeias
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laterais de alguns aminoacidos (cisteina, lisina e histidina) com sub-produtos da
lipoperoxidacéo e da oxidacdo de carboidratos, também formam grupos carbonil (Dalle-
Donne et al., 2003).

Esta bem estabelecido que a oxidacdo de proteinas depende dos niveis de
proteossomas intracelulares. De acordo com Dalle-Donne et al.,(2003), os danos em
proteinas mediados por RL e o acumulo de proteinas oxidadas levam a um
concomitante aumento na oxidac&o de proteinas, reduzindo a degradacao de proteinas
oxidadas. Proteases intracelulares sé@o responsaveis por 70% a 80% da degradacéo de
proteinas apds a oxidacao e esse mecanismo € essencial para os sistemas de reparo e
antioxidante. Assim, o proteossoma constitui uma parte importante do sistema de
defesa antioxidante.

Outro alvo muito importante dos RL € o DNA. A formacédo de RL préximo ao DNA
pode resultar na oxidacéo de bases de pirimidina e purina, e quebras na fita. Dentre as
bases, a guanina € altamente sensivel a oxidacdo (formacdo de 8-
hidroxideoxiguanosina, 8-OhdG) mediado por RL. Essas alteracdes no DNA tém sido

associadas com processos mutagénicos e carcinogénicos (Matsuo & Kaneko, 2001).

1.3 INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO E PRODUCAO DE ERO

O infarto agudo do miocérdio (IAM) é definido como foco de necrose resultante
de baixa perfusdo tecidual, com sinais e sintomas consequentes da morte celular
cardiaca (Leonardo et al, 1998). De acordo com Grieve et al., (2004), o IAM ¢é
frequentemente seguido por varios semanas ou até mesmo meses de uma série de
alteracdes na estrutura cardiaca, na funcdo, na geometria e volume, coletivamente
conhecido como remodelamento cardiaco. Nesse processo, é evidente o papel do
estresse oxidativo tanto em modelos animais (Hill et al., 1996; Powers et al., 2008,
Tavares et al., 2010) quanto em humanos (Fan et al., 2010).

As mudancgas estruturais no ventriculo esquerdo néo estdo restritos a area
lesionada, mas também envolvem miocardio em toda sua extensdao. Em particular, ha
alteracOes substanciais no volume, composicdo e organizagcao da matriz extracelular

durante um periodo de semanas e meses apos o IAM, que inicialmente sdo respostas
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adaptativas para normalizar a tensdo na parede e manutencdo funcdo contratil. No
entanto, um aumento da fibrose intersticial, perda progressiva do coldgeno e outros
danos no midécito levam a varias anormalidades, incluindo: dilatagcdo ventricular
progressiva, aumento da tensdo na parede, disfuncéo diastolica, arritmia, diminuicdo da
fracdo de ejecdo e insuficiéncia cardiaca (Pfeffer e Braunwald, 1990).

Embora o papel das ERO e ERN e 0s mecanismos pelos quais essas espécies
modulam o remodelamento cardiaco ou fases desses remodelamento ainda néo
estarem complemtamente elucidados, sabe-se que uma proporc¢éao significativa de ERO
produzidas imediatamente ap6s o IAM geram uma infiltracdo de células inflamatorias
que contribui substancialmente para o estresse oxidativo. Conforme Griendling et al.,
(2000) vérias sao as fontes na producdo de ERO e ERN em células cardiacas induzidas
pelo IAM como cadeia respiratéria mitocondrial, ativacao de xantina oxidase e NADPH
oxidase, oxidacdo de lipoxigenase, oxigenase-heme e do citocromo P450 mono-
oxigenases. Destes, as mitocondrias e ativagdo da xantina oxidase e NADPH oxidase

sao as principais fontes de ROS durante a progresséo de doenca cardiaca.

1.3.1 Aumento na producéo radicais livres na cadeia respiratdria mitocondrial:

Durante a respiracdo celular, na cadeia transportadora de elétrons, o oxigénio
molecular € completamente reduzido a agua. A molécula de oxigénio pode aceitar um
total de quatro elétrons para ser reduzida a duas moléculas de agua, mas pode,
também, ser reduzida por um elétron por vez, levando a producdo de ERO (Matsuo e
Kaneko, 2001). Dois a cinco por cento do oxigénio utilizado nesse processo resulta na
producdo de superdxido e sugere-se que essa producdo ocorra principalmente nos
complexos | (NADPH-ubiquinona oxidoredutase), Coezima Q e complexo Il (citocromo
c) (Halliwel e Guteridge, 2007).

1.3.2 Ativagao da xantina oxidase (XO):

A XO catalisa a degradacdo do monofosfato de adenosina (AMP) durante o trabalho
muscular isquémico, levando ao aumento na producdo de Ope-. Durante a isquemia, 0

AMP, formado do ATP (trifosfato de adenosina) pela reacdo de adenilato quinase, é
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degradado para hipoxantina. A XO € convertida e, dessa forma, reduzida para xantina
desidrogenase durante a isquemia por proteases intramusculares, as quais necessitam
de Ca’. A XO converte a hipoxantina para xantina e acido Grico usando o oxigénio
molecular como receptor de elétrons, formando assim o Oge-. (Matsuo e KaneKo, 2001).
Em condicbes aerdbicas, o oxigénio suficiente assegura que o ATP seja reposto via
fosforilacdo oxidativa mitocondrial e que a hipoxantina e a xantina sejam,
primeiramente, convertidas para acido Urico por meio da xantina desidrogenase. Além
disso, o musculo esquelético tem baixa atividade da XO. Todavia, a XO pode ser um
importante caminho quando o muasculo apresentar um déficit de adenina dinucleotideo.
Essa situacdo, teoricamente, pode acontecer em situacdo isquémica, exercicio
isométrico, alta velocidade, déficit de O, e exercicios com limitacdo vascular de fluxo
sanguineo (Haliiwel e Guteridge, 2007).

1.3.3 Ativacdo da NADPH oxidase:

O dano muscular leva a formacgéo de varias células do sistema imune que realizam um
rapido consumo de oxigénio, processo conhecido como “respiratory burst”. Esse
processo é uma das fontes de formacado de superoxido, perdxido de hidrogénio, radical
hidroxil, acido hipocloroso e peroxinitrito. Quando ativada pela presenca de neutrdfilos,
por exemplo, a NADPH oxidase catalisa a transferéncia de elétrons da NADPH para o
oxigénio, resultando na producdo de superoxido. As ERO produzidas por neutrofilos
sdo geradas para destruir bactérias invasoras e remover tecidos danificados,
resultando da migracdo de neutréfilos vindos dos tecidos endoteliais (mediada por
catecolaminas) e da medula 6ssea (mediada pelo cortisol) (Trevor & Sandy, 2001). Isso
faz com que sejam removidas proteinas e células danificadas e também células mortas.
Embora isso seja uma reagdo desejavel, quando ndo bem regulada, pode ser uma das
causas de inflamacdes agudas devido a um grande aumento na producdo de
mediadores proé-inflamatérios (interleucinas 1, 6, 8, TNF-alfa) e prostaglandinas,
levando a inducéo e a intensificacdo de processo inflamatério adicional, aumentando a
producdo de ERO que sé&o ativadores de fator transcricdo NF-kB (Mastaloudis et al.,
2004).
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Em contraste com a NADPH oxidase ativadas por neutréfilos, a NADPH oxidase
néo-fagocitica do sistema cardiovascular sédo constitutivamente ativas e continuamente
produzem baixos niveis de superoxido. Entretantanto, Conforme Griendling et al.,
(2000), a NADPH oxidase cardiovascular tem a capacidade de produzir uma elevada
quantidade de superoxido em resposta a estimulos fisiol6gicos e fisiopatologicos, que
pode ser mantido durante minutos ou horas. A producdo de superéxido pelo NADPH
oxidases em ceélulas cardiovasculares ocorre tanto intra quanto extracelular, em
contraste com os neutrofilos, onde é principalmente em locais confinados extracelular.

Mesmo que ERO e ERN induzidas pelo IAM induza a uma alteracao significativa
na funcéo de células cardiacas, estudos recentes mostram que a utilizacao terapéutica
de determinadas substancias quimicas ou naturais e do exercicio fisico regular podem
tornar mais eficiente o sistema de defesa antioxidante e melhorar a capacidade
oxidativa dos sistemas organicos, estabelecendo um equilibrio entre os danos induzidos
pelas ERO e os sistemas de reparos antioxidantes (Frederico et al., 2009; Punithavathi
et al., 2011, Silva et al., 2011).

1.4 SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE

A produgéo continua de RL durante os processos metabdlicos leva as células a
desenvolverem mecanismos de defesa que controlam os niveis de RL e impedem a
inducdo de danos oxidativos, os antioxidantes. A preocupacdo com a acdo dos
antioxidantes e a sua relacdo com os RL se tornou essencial a compreensdo de
algumas etiopatogenias (Shami & Moreira, 2004). Os antioxidantes podem agir
diretamente na neutralizacdo da acdo dos radicais livres ou participar indiretamente de
sistemas enzimaticos de defesa.

De acordo com Halliwell & Gutteridge (2007), esse sistema de defesa pode atuar
de forma associada ou independente por duas vias:

1) Ativacdo de enzimas antioxidantes: as principais enzimas antioxidantes
incluem a superoéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase
(GPX) que sédo ativadas normalmente durante o metabolismo celular, porém suas

atividades podem aumentar em funcéo da presenca de ERO.
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A SOD constitui a primeira linha de defesa enzimética contra a producdo
intracelular de radicais livres, catalisando a dismutacdo do anion superéxido (Oze-)
(Hollander et al., 2000). Esta presente na matriz mitocondrial (Mn-SOD), no citosol
(Cuzn-SOD) e no meio extracelular. Embora o Oye- ndo seja altamente danoso, pode
extrair elétrons de diversos componentes celulares, causando reacdes em cadeia de
radicais livres (Halliwell & Gutteridge, 2007). O produto resultante da reacéo catalisada
pela SOD é o peroxido de hidrogénio (H202), que deve ser retirado do meio o mais
rapido possivel. Quando um metal (Fe*? ou Cu) é catalisado pela reacdo de Fenton ou
Haber-Weis entre a dismutacdo de superdxido para H,O, € formado o hidroxil (HO®)

O; + 05+2H*—=—H_0,+0,

Fe’+ H,0, 22822 Fe**+ HO'+ HO'

A enzima catalase catalisa a degradacdo do H,O,. Na reacdo, uma das
moléculas de perdéxido de hidrogénio € oxidada a oxigénio molecular e a outra é
reduzida a agua (Chance et al., 1979). Esta localizada, principalmente, no peroxissoma;
entretanto, outras organelas, como as mitocondrias, podem conter alguma atividade. A
catélise do H,O, é importante, pois, na presenca de Fe?’, leva a formacdo de radical

hidroxil (OH®) (reacdo de Fenton), altamente reativo e danoso as biomoléculas.

CAT

2H,0

» <+ 2
22 02 H 20
A GPX é uma enzima selénio-dependente que catalisa a reducdo do H,O; e
hidroperoxidos organicos (ROOH) para H,O e alcool, usando a glutationa (GSH) como
doador de elétrons (Flohé & Gunzler, 1984). Esta localizada tanto no citosol quanto na

matriz mitocondrial.
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GPx

2GSH +2H,0 - GSSG +2H,0

GPx

2GSH + ROOH *GSSG+ROH+ H,O

2) Antioxidantes biolégicos ndo-enzimaticos: sdo constituidos por antioxidantes
hidrossolluveis que incluem glutationa (GSH), &cido ascoérbico e &cido drico e
antioxidantes lipossoluveis que incluem alfa-tocoferol, ubiquindis e carotenoides.

De acordo com Ascencdao et al., (2007), o metabolismo cardiaco apresenta duas
caracteristicas importantes que favorecem a producdo de ERO e ERN: (i) elevado
volume e sensidade mitocondrial, e (ii) a alta taxa de fornecimento de oxigénio para
mitocéndrias. Porém, diante da elevada taxa de consumo de oxigénio e consequente
producdo de espécies reativas, 0 miocardio apresenta um potencial sistema
antioxidante limitado em relacdo a outros tecidos, como por exemplo o soéleo, que
possui caracteristicas metabolicas similares ao miocardio (Ji et al., 2000).

Varios estudos tém sugerido uma série de substancias com efetivas
propriedades antioxidantes capazes de amenizar os efeitos oxidativos no musculo
cardiaco, como carotendides e tocoferdis (Hak et al., 2003), N-acetilcisteina (Nagoor &
Maizen Prince, 2010) taurina (Silva et al., 2011), reveratrol (Xin et al., 2010) entre
outros.

Similarmente aos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, o exercicio fisico
tem exercido importante papel na protecéo contracédo a acéo deletéria as ERO. Estudos
recentes mostram que o exercicio fisico regular pode tornar mais eficiente o sistema de
defesa antioxidante e melhorar a capacidade oxidativa dos sistemas organicos,
estabelecendo um equilibrio entre os danos induzidos pelas ERO e o0s sistemas de

reparos antioxidantes (Pinho et al., 2010, Frederico et al., 2009; Silva et al., 2011).
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1.5 EXERCICIO FISICO, ESTRESSE OXIDATIVO E INFARTO AGUDO DO
MIOCARDIO

Inimeros estudos indicam que exercicios fisicos realizados regularmente estéo
associados com reducdes importantes na incidéncia de eventos cardiovasculares,
colocando o exercicio fisico como uma importante modalidade terapéutica na
prevencao e tratamento destas doencas (Hambrecht et al., 2000; Manson et al., 2003;
Powers et al., 2008). Nos ultimos anos, foram descritos diversos beneficios do exercicio
regular para portadores de cardiopatia, além da melhora na capacidade funcional,
reducéo da produgéo de oxidantes e danos oxidativos, incluem melhora do sistema de
defesa antioxidante e aumentam a resisténcia dos 6rgaos e tecidos contra a acdo
deletéria dos RL (Ascenséo et al., 2007). Desta forma, o exercicio fisico tem recebido
cada vez mais aceitacdo como parte essencial do tratamento do IAM, colaborando com
mudancas de habitos e correcdo dos fatores de risco.

As evidéncias cientificas indicam que o treinamento fisico pode melhorar a
capacidade antioxidante e atenuar danos no tecido cardiaco de humanos e animais
mediado por estresse oxidativo (Ennezat et al., 2001; Sia et al., 2002; Shiomi et al.,
2004; Linke et al., 2005, Tavares et al., 2010; Silva et al., 2011). No entanto, estudos
também apresentam evidéncias de que o exercicio fisico, principalmente os mais
intensos, pode estar associado tanto com danos musculares quanto a producao
adicional de RL (Reid, 2008).

A realizacdo do exercicio constitui um estresse fisiol6gico para o organismo em
funcdo do grande aumento da demanda energética em relacdo ao repouso, 0 que
provoca intensa modificacdo do ambiente quimico muscular e sistémico, a fim de
manter ou restabelecer a homeostase celular. Por exemplo, taxas metabdlicas elevadas
como resultados de exercicio fisico podem aumentar dramaticamente o consumo de
oxigénio (VO.max) em até 20 vezes em relacdo aos valores de repouso (Carmeli et al.,
2000) e isso, € considerado um importante estimulo para o aumento da formacéo de
ERO (Alessio & Goldfarb, 1988). Consequentemente, a exposi¢ao regular ao exercicio
ao longo do tempo (treinamento fisico) promove um conjunto de adaptacbes

morfologicas, funcionais e bioquimicas que conferem maior capacidade ao organismo
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de se defender dos agentes estressores. Estudos recentes tém demonstrado que o
treinamento fisico aumenta as defesas antioxidantes e reduz os danos oxidativos em
diversos tecidos, assim como a capacidade oxidativa do musculo (Pinho et al., 2006,
Silva et al., 2008; Menegali et al., 2009; Frederico et al., 2009; Silva et al., 2011).

Existe uma grande diversidade e variabilidade nos resultados obtidos em estudos
experimentais que avaliam a modulacéo do estado redox da célula muscular cardiaca.
De acordo com Ascencao et al.,, (2007) a comparacdo dos resultados obtidos nos
diversos estudos e uma concluséo efetiva do potencial efeito positivo do treinamento
fisico ap6s o IAM é dificultada por diferencas metodologicas adotadas, como (i)
caracteristicas dos protocolos de treinamento, (ii) métodos e parametros bioquimicos;
(i) porcdo do tecido utilizado para analise; (iv) o tempo entre o fim do treinamento e a
morte dos animais.

Embora se reconheca o importante papel do exercicio fisico frente as mudancas
bioguimicas e moleculares induzidas pelo IAM, nem sempre a adaptacdo dos sistemas
antioxidantes ao treinamento € eficaz, podendo diminuir o contetdo de glutationa e a
atividade de enzimas antioxidantes ou aumentar bioprodutos da modificacdo oxidativa
de lipidios e proteinas. Alguns estudos tém demonstrado que o treinamento aerdbio
pode causar uma desregulacdo dos sistemas antioxidantes ou manté-los inalterados
(Ascencéo et al., 2007).

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar os efeitos de dois protocolos de exercicio sobre parametros do

metabolismo oxidativo ventricular em ratos pés-infarto do miocardio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Avaliar a producdo de oxidantes em ratos poés-infartados expostos a dois

diferentes modelos de treinamento.
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» Avaliar a atividade e expressdao de enzimas antioxidantes em ratos pos-
infartados exposto a dois diferentes modelos de treinamento.

= Avaliar os danos oxidativos em lipideos e proteinas em ratos pdés-infartados
exposto a dois diferentes modelos de treinamento.

= Avaliar a expressdo de proteinas reguladoras de fungdo mitocondrial em ratos
pés-infartados expostos a dois diferentes modelos de treinamento.

3. METODOS

3.1 AMOSTRA

Foram utilizados 36 ratos Wistar machos (60 dias de idade, 200-2509), oriundos
do biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC). Todos o0s
procedimentos foram realizados conforme a Lei n° 11.794/08 (DOU 196, Secao 1,
Outubro/2008) e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UNESC.
Inicialmente os animais foram divididos randomicamente em 2 grupos (n=18): Sham e
Infarto Agudo do Miocardio (IAM). Apds trinta dias ao IAM, os animais foram divididos
em 6 subgrupos (n=6): Sham, Sham + treinamento continuo, Sham + treinamento
fracionado, IAM, IAM + treinamento continuo e IAM + treinamento fracionado. Os
animais foram agrupados em gaiolas e receberam acesso livre a 4gua e comida com

temperatura ambiente média de 23°C graus e ciclo de claro e escuro de 12h.

3.2 LOCAL DE REALIZACAO DA PESQUISA

O estudo foi realizado no Laboratorio de Fisiologia e Bioquimica do Exercicio
(Lafibe) da Universidade do Extremo Sul Catarinense, Cricilma, Santa Catarina, Brasil.
O Lafibe apresenta todas as condi¢cdes estruturais e técnicas necessarias para o
desenvolvimento do estudo e para atender as eventuais intercorréncias, garantindo a

protecdo aos possiveis riscos.
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3.3 CALCULO DO TAMANHO DA AMOSTRA

Para determinar o tamanho da amostra foi utilizada uma relacdo média prevista a
partir dos niveis de TBARS de 0,015 mMol de MDA/mg proteina em animais treinados
com IAM e de 0,025 mMol de MDA/mg proteina em animais ndo-treinados com IAM
(Nunes et al., 2008). Assim, o tamanho do grupo amostral necessério para detectar uma
diferenca significativa, considerando um nivel de significancia de 5% e poder de 80%, &

de 6 animais por grupo.

3.4 INDUCAO INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO (IAM)

O infarto agudo do miocérdio foi induzido de acordo com Tavares et al (2010).
Inicialmente os animais foram anestesiados com Xilasina (50 mg/Kg, i.p.) e cetamina
(10 mg/Kg, i.p.) e expostos a ventilagdo mecanica numa frequéncia de 60 m/min e
volume corrente, 1,5 mL (Havard ventilator, model 683). Uma tricotomia foi realizada no
hemitorax esquerdo, no segundo espaco intercostal (ictus cordis), sem exteriorizacao
do coracdo. A artéria corondria descendente anterior foi ocluida entre as bordas do
apéndice auricular esquerdo e o tronco da artéria pulmonar a com uso de fio cirargico 6-
0 (TECHNOFIO). Apés a oclusédo, a cavidade toracica foi fechada e suturada com fio
cirdrgico 5-0. Os animais Sham foram expostos aos mesmos procedimentos, exceto a
oclusdo da artéria coronaria. Apés procedimento cirirgico todos os animais receberam

analgésicos (dipirona sédica 30 mg/Kg, i.p.)

3.5 PROTOCOLOS DE TREINAMENTO

Trinta dias ap6s o IAM os animais foram submetidos a dois diferentes protocolos
de treinamentos aquaticos (continuo e fracionado), cinco dias por semana, por um
periodo de sete semanas em uma piscina com dimensfes de 120X60X50cm e raias
10X15X50cm. O volume de &gua foi de 37,5cm® com temperatura controlada de 30° a 32°
graus. O treinamento continuo foi realizado por um periodo de 60 minutos e o

treinamento fracionado foi realizado por um periodo de 60 minutos com 10 séries de
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cinco minutos com intervalo de 1 minuto entre as séries (Adaptado de Menegali et al.,
2009).

Inicialmente, na primeira semana de treinamento, 0s animais utilizaram uma
carga de 5% da massa corporal fixada a cauda, o que representa, em ratos normais,
aproximadamente 75% do VO, maximo ou a maxima fase estavel de lactato (Gobatto
et. al., 2001). Porém, devido o fato da intensa intervencéo cirdrgica, 0s animais nao
suportaram a carga adicional de esforco e realizaram as sessdes de exercicio sem a

mesma.

3.6 CONTROLE DO TREINAMENTO

Lactato sanguineo: Imediatamente ap0s a primeira, décima quinta e Uultima
sessdo de treinamento foram coletadas aproximadamente 25uL sangue caudal dos
animais para a dosagem da lactato utilizando Lactimetro de marca Accusport. Os

animais controles foram expostos a uma Unica sesséao de treino para coleta de lactato.

3.7 EUTANASIA E COLETA DE TECIDOS

Quarenta e oito horas ap6s a Ultima sessdo de treinamento, todos os animais
foram mortos por decapitacdo e a porcao ventricular esquerda foi cirurgicamente
removida, aliquotada, processada e armazenada a -70°C para analises bioquimicas e
moleculares. O descarte dos animais foi feito do acondicionamento em saco branco
leitoso e armazenados em freezer -40 para posterior tratamento e deposi¢éo final em
aterro sanitario, conforme procedimentos estabelecidos pela Vigilancia Sanitaria (RDC
306/2004).

3.8 PROCEDIMENTOS PARA MINIMIZAR, ELIMINAR OU PROTEGER O
DESCONFORTO OU RISCO CAUSAL DO ANIMAL

Os ratos foram anestesiados para a realizacdo dos procedimentos cirlrgicos

atraves da administracéo intraperitoneal de xilasina e quetamina e a perda dos reflexos
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pedal e caudal foram usados como controle da anestesia. Apds o procedimento
cirargico todos os animais receberam analgésicos (dipirona sédica 30 mg/Kg, i.p.).

3.9 PREPARACAO DO TECIDO WESTERBLOTING

Um terco do ventriculo esquerdo dos animais foi homogeneizado em tampao
contendo 1% de Triton X 100, 100mM de Tris (pH 7,4), 100mM de pirofosfato de sédio,
100mM de fluoreto de sédio, 10mM de EDTA, 10mM de vanadato de sédio, 2mM de
PMSF e 0,1 mg/mL de aprotinina a 4°C. O homogeneizado foi entdo centrifugado a
11000 rpm por 40 minutos. No sobrenadante foi determinado a concentracdo de
proteina utilizando o método de Lowry et al. (1951) e posteriormente foi realizada a

determinacao do extrato total com anticorpo especifico.

4. ENSAIOS BIOQUIMICOS

4.1. PRODUCAO DE SUPEROXIDO:

O superoxido foi determinado pela oxidacdo da adrenalina em tampédo contendo SMP
(particulas sub-mitocondriais), succinato (inibidor da cadeia de transferéncia de
elétrons) e catalase. Apds sucessivas centrifugacdes em tampao de isolamento (Manitol
0,23M, Sacarose 0,07M, TRIS-HCI 0,01M) e tampé&o de lavagem (KCI 140mM, Tris-HCI
20mM) as amostras (30 - 60uL) na presenca de Succinato 0,7M, Catalase 10mM,
Tampéao de producéo de O, - 900ul 30°C e adrenalina (0,02g/ml H,O destilada em 10uL
HCI fumegante) foram lidas espectrofotometricamente em 16 ciclos de 10 segundo a
760nm os valores foram expressos em nmol/min/MG de proteina (Poderoso et al.,
1996).

4.2. ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES:
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Superoxido Dismutase (SOD): A atividade da SOD foi determinada pela inibicdo da
auto-oxidacéo da adrenalina segundo Bannister e Calabrese (1987). Foi utilizado 10, 30
e 50uL da amostra (homogeneizado em tampao glicina) e adicionado 10uL de catalase
(0,0024g/ml de agua destilada), 970uL de tampéao glicina (0,75g em 200mL de agua
destilada — 32°C), 17uL de adrenalina (60 mM em agua destilada + 15uL/ml de HCI
fumegante). A leitura foi realizada em 180 segundos com intervalo de 10 segundos
medida espectrofotometricamente a 480nm e os valores foram expressos em Unidade
de SOD por miligrama de proteina (U/mg proteina).

Glutationa Peroxidase (GPX): A atividade da GPx foi determinada conforme descrito por
Flohé e Gunzler (1984). Foi utilizado 10 mL da amostra (tecido homogeneizado em
tampéao especifico) e 10 ml de tert-butilhidroperéxido (t-BuOOH) colocados em 1 mL de
um meio de reacédo (25 ml de tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0, 8,6 mg de NADPH, 10 ml de
acido dietilenotriaminopentacético — DPTA - 5 mM pH 7,0, 15 mL de agua destilada, 24
mg de GSH, 3,8 mL de GR 5U e 100 mL de KCN 50 mM). O método baseia-se em
dismutar o tBUOOH pela oxidacdo de GSH e formacdo de GSSG, catalisada pela GPx e
consiste na oxidacdo do NADPH medido espectrofotometricamente em 340 nm. Os
valores foram expressos em mM/min/mg proteina™.

Catalase (CAT): A atividade da Catalse foi determinada a partir da velocidade de
decomposicao do peroxido de hidrogénio (H,O,), pela enzima presente na amostra
(Aebi, 1984). Foi utilizada a solucdo de perdxido de hidrogénio (10 mM) em tampao
fosfato de potassio (50 mM) pH 7,0. Em uma cubeta de quartzo, foram colocados 2 mL
da solucéo de H,0O, e 20 mL de amostra. Apés homogeneizacao, a velocidade maxima
de decomposicdo do H,O, foi medida em espectrofotometro a 240nm e os valores

foram expressos em unidades de catalase/mg de proteinas.
4.3. EXPRESSAO DE PROTEINAS MITOCONDRIAIS:

A expressdo da SOD, CAT, GPX, Citocromo C oxidase, PGC-lalfa e HIF-1 foram
determinadas por Westernbloting. 200ug de proteina por amostra aplicada sobre o gel
de policrilamida (SDS-PAGE). As proteinas separadas em SDS-PAGE foram

transferidas para membrana de nitrocelulose em aparelho de transferéncia da Bio Rad.
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A membrana de nitrocelulose foi incubada “overnight” com um anticorpo especifico
para cada enzima. Os anticorpos usados foram anti-SOD, anti-GPX and anti-CAT,
anti-cit C, anti HIF-1 e anti-PGCl1l-alfa (Santa Cruz Biotecnology, CA, USA). A ligacéo
de anticorpo a proteinas nado especificas foi minimizada pela pré-incubacdo da
membrana de nitrocelulose com tampé&o de bloqueio (5% de leite em pé desnatado; 10
mmol/L de Tris; 150 mmol/L de NaCl; 0.02% de Tween 20) por 1,5 hora. O sinal foi
detectado por tratamento com 2 uCi de [1251] Proteina A (30 uCi/ug) em 10 mL de
tampao de bloqueio por 2 horas em temperatura ambiente e exposicao a filmes de RX
Kodak & -80°C de 12-48 horas. As bandas identificadas na autorradiografia foram

guantificadas através de densitometria dptica.

4.4. MARCADORES DE DANOS OXIDATIVOS:

Como indice de peroxidacdo de lipideos foi verificado a formacdo de substancias
reativas ao aquecimento do &cido tiobarbiturico, conforme descrito por Draper e Hadley
(1990). Primeiramente as amostras foram misturadas com 1ml de &cido tricloroacético
(10%) e 1ml de acido tiobarbitarico (0,67%), seguido por aguecimento em banho-maria
(60°C) por 30 minutos. Os niveis de TBARS foram medidos espectrofotometricamente
(532nm) e expressos como equivalentes de malondialdeido (nmol/mg proteina). Os
danos oxidativos em proteinas foram mensurados pela determinacdo de grupos
carbonilas baseados na reacdo com dinitrofenilhidrazina (DNPH) como previamente
descrito por Levine et al. (1990). Inicialmente, as proteinas foram precipitadas com
adicdo de acido tricloroacético (20%) e reagidas com DNPH. Apdés a reacdo as
amostras foram redissolvidas em uréia 8M e o conteudo de carbonil foi determinado
espectrofotometricamente em 370nm usando um coeficiente de absor¢cdo de 22.000

Molar™.

4.5. DETERMINACAO DE PROTEINAS:

A guantidade de total de proteina para os ensaios de expressao, atividade enzimatica e

danos oxidativos foram determinadas a partir da técnica descrita por Lowry et al. (1951).
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O conteudo protéico foi determinado usando a albumina bovina como padrdo. Quando
o reagente Folin de fenol (reagente fosfomolibdico-fosfotliingstico) é adicionado, liga a
proteina alterando a cor da solucéo (do amerelo para o azul escuro). A leitura é feita

espectrofometricamente 750 nm.

5. TRATAMENTO ESTATISTICO

Os dados foram expressos em média e erro padrdo meédio e analisados
estatisticamente pela analise de variancia (ANOVA) one-way, seguido pelo teste post
hoc Tukey. O nivel de significancia estabelecido para o teste estatistico foi de p<0,05.
Foi utilizado o SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versdo 16.0 como

pacote estatistico.

6. RESULTADOS

Lactato: Os niveis de lactato observados na tabela 1 mostram que os grupos treinados
nos diferentes protocolos apresentaram um aumento significativo (p<0.05) em relagéo
ao grupo controle em todas as coletas realizadas. Porém, somente o grupo submetido
ao treinamento continuo e com infarto apresentou valores de lactato significativamente

maiores em relagéo ao grupo sham (p<0.05).

Grupos Controle Treinamento continuo Treinamento fracionado

[¢] [0] [0] [0] [ [¢] [ [ [

Sessdo| 1 15 30 1 15 30 1 15 30

Sham | 3.2+0.7 | 2.7+1.8 | 2.9+2.1 | 5.8+0.8# | 7.3+2.9# | 6.4+2.3# | 6.1+1.8# | 5.9+2.3# | 5.3+2.1#

Infarto | 4.2#1.2 | 3.7#2.1 | 3.1+2.3 | 8.1+2.4%# | 7.3+1.1# | 6.3+0.9# | 7.8+2.2# | 6.8+0.9# | 6.2+1.3#

Tabela 1: Lactato sanguineo (mmol/L sangue). A andlise de lactato foi realizada imediatamente apés a
13, 152 e 302 sessdo de exercicio a partir de 25uL do sangue capilar caudal. O grupo nédo treinando foi
considerado como controle. Valores foram expressos como Médiaterro Eadréo da média (EPM) e a
significancia em relacéo ao grupo Sham (*) e em relagdo ao grupo controle(”) foi de p<0,05.

Produc&o de Anion Superdxido: De acordo com a figura 1, os resultados mostram que o

a producdo de superoxido no grupo exposto ao infarto foi 31% maior em relagdo ao



31

grupo sham e que ambos os modelos de treinamento reduziram significativamente

esses valores para aos niveis dos grupos controle.

] Sham
_ 60+ B Infartado
g *
D
° #
; 404 - ——
£ =
£
£
© 204
£
=
o)
C T T )
Nao treinado Trein. continuo Trein. fracionado

Figura 1: Producdo de superéxido em ventriculos de ratos induzidos ao treinamento apés infarto agudo
do miocardio. Os valores sdo apresentados em MédiatEPM e os resultados foram expressos em
nmol/min/mg de proteinas. A diferenca significativa entre os grupos néo-treinado* e grupo Sham” foi de
p<0.05.

Enzimas antioxidantes: A atividade e expressdo da superoxido dismutase ndo foram
alteradas pelo infarto e pelo o exercicio (figura 2A e 2B). Entretanto, pode-se observar
um significativo aumento na expressao da catalase nos grupos sham e grupo exposto
ao treinamento continuo (figura 2C) e a atividade s6 foi aumentada no grupo induzido
ao infarto (figura 2D). A expressao da glutationa peroxidase foi aumentada pés-infarto e
significativamente reduzida quando os animais foram expostos ao treinamento continuo
e fracionado (figura 2E). Porém, somente os grupos treinados apresentaram um

aumento na sua atividade (figura 2F).
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Figura 2: Atividade e expressao de enzimas antioxidantes (superoxido dismutase 2A e 2B, catalase 2C e
2D, glutationa peroxidase 2E e 2F) em ventriculos de ratos induzidos ao treinamento apds infarto agudo
do miocéardio. Os valores sdo apresentados em MédiatEPM e os resultados foram expressos em
percentual em relacdo ao grupo Sham ou Unidades/mg de proteinas. A diferenca significativa entre os
grupos nao-treinado* e grupo Sham” foi de p<0.05.

Danos oxidativos: Os danos oxidativos em lipidios foram significativamente elevados

pos-infarto e reduzidos somente apds o treinamento continuo (figura 3A). Porém, os
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danos oxidativos em proteinas observados pos-infarto tiveram seus valores reduzidos

somente no treinamento fracionado (figura 3B).
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Figura 3: Danos oxidativos em lipideos (3A) e proteinas (3B) em ventriculos de ratos induzidos ao
treinamento apdés infarto agudo do miocardio. Os valores sdo apresentados em MédiatEPM e os
resultados foram expressos em nmol/mg de proteinas. A diferenca significativa entre os grupos néo-
treinado* e grupo Sham” foi de p<0.05.

Proteinas oxidativas: A figura 4A mostra uma reducdo na expressao da citocromo ¢
oxidase pos-infarto e um aumento em todos o0s grupos submetido ao treinamento
continuo e fracionado. Contudo, somente o0os grupos submetidos ao treinamento
continuo apresentaram um aumento significativo na expressdo da PGC1l-alfa (figura

4B). O HIF-1 foi maior pés-infarto e esses valores foram significativamente reduzidos
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nos grupos induzidos ao infarto e submetidos a ambos os protocolos de treinamento
(figura 4C).
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Figura 4: Expressdo de proteinas mitocondrial (citocromo ¢ oxidase 4A, PGCl-alfa 4B, HIF-1 4C) em
ventriculos de ratos induzidos ao treinamento apds infarto agudo do miocardio. Os valores sao
apresentados em MédiatEPM e os resultados foram expressos em percentual referente ao grupo Sham.
A diferenca significativa entre os grupos néo-treinado* e grupo Sham” foi de p<0.05.

7. DISCUSSAO

A utilizacdo de diferentes modelos de treinamento fisico, como estratégias de
intervencgéo apds o infarto do miocardio, tem sido investigada em varios estudos (Goto
et al., 2003; Taylor et al., 2004; Wislgff et al., 2007; Vona et al 2009). A maioria dos
estudos referentes ao efeito do treinamento fisico sobre a funcdo cardiovascular em
pacientes com doenca arterial coronariana centra-se principalmente no treinamento
aerébico. No entanto, apesar da sua importancia, ainda ha controvérsia sobre o modelo
ideal de exercicio que possa trazer maiores efeitos benéficos, em especial, em relacao
a parametros bioquimicos e moleculares. Partindo dessa premissa, o presente estudo
analisou os efeitos de dois protocolos de treinamento fisico sobre parametros do
metabolismo oxidativo ventricular em ratos pdés infarto agudo do miocardio (IAM). As
caracteristicas dos modelos de treinamento utilizados nesse estudo foram similares

(duracéo e intensidade), porem em um dos modelos houve periodos de recuperacao
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durante as sessdes de exercicio o que provocou uma reducdo no tempo total de
exercicio.

No presente estudo, nds demonstramos que ambos os modelos de treinamento
fisico promovem efeitos benéficos sobre parametros bioquimicos e moleculares no
ventriculo de ratos submetidos ao IAM. Os principais achados do corrente estudo séo:
1) ambos os modelos de treinamento utilizados, embora promovam beneficio, modelam
diferenciadamente o estado redox celular e os danos oxidativos; 2) os modelos de
treinamento promovem resultados diferenciados na atividade e expressdo de enzimas
antioxidantes; 3) mesmo havendo melhora no estado oxidativo da célula induzidos por
ambos modelos de treinamento, o treinamento continuo parece ser mais eficiente.

Com o objetivo de acompanhar a alteracdo do metabolismo glicolitico para a
producdo de energia durante e apods as sessfes de treinamento, nds mensuramos 0S
niveis de lactato. Apesar da producdo de lactato ocorrer internamente no musculo
esquelético, as mensuracbes sistémicas desse metabdlito fornecem informacdes
precisas acerca do fornecimento energético para execucdo do esforco, implicando a
utilizacao desse parametro importante para acompanhar a intensidade do esforco fisico
durante um periodo de treinamento. Como observado na tabela 1 os grupos treinados
nos diferentes protocolos apresentaram um aumento significativo nos niveis de lactato
em todas as coletas realizadas (imediatamente apds a primeira, décima quinta e Gltima
sessdo) e somente o0 grupo submetido ao treinamento continuo e com infarto
apresentou valores de lactato significativamente maiores em relacdo ao grupo sham. O
aumento na utilizacdo das vias glicoliticas para a producdo de energia o que resultou
nos maiores niveis de lactato sugere que, mesmo nao havendo a utilizacdo de cargas
adicionais, o protocolo de exercicio utilizado representa um esforc¢o fisico de impacto
significativo sobre o metabolismo energético (Robergs et al., 2004).

O IAM promove uma série de modificagdes celulares em todo tecido cardiaco
tanto do ponto de vista morfologico quanto fisiolégico e para se adaptar a essas
modificacdes, o miocardio sofre uma série de alteracbes bioquimicas e moleculares as
quais sdo influenciadas pelo exercicio fisico (Ascensdo et al.,, 2007). Recentes
evidéncias sugerem gue 0 aumento excessivo ha producdo de espécies reativas de

OXigénio e consequente estresse oxidativo induzem a danos estruturais e funcionais
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importantes para o remodelamento cardiaco apos o IAM (Grieve et al, 2004; Lee at al.,
2011) e diversos estudos tem reforcado a influéncia do exercicio nesse processo
(Nunes et al., 2008, Frederico et al., 2009, Xu et al., 2010).

Nossos resultados mostram (figura 1) que a producdo de superdxido no grupo
exposto ao infarto foi 31% maior em relacdo ao grupo sham e que ambos os modelos
de treinamento reduziram significativamente esses valores para aos niveis de controle.
O superoxido € o Radical Livre primario produzido a partir da redugcdo parcial do
oxigénio. Sua dismutacdo pela superoxido dismutase gera o peroxido de hidrogénio,
gue na presenca de metais de transicdo levam a formacdo de hidroxil (Halliwell e
Gutridge, 2007). O aumento observado nos animais infartados, possivelmente esta
associado a ativacdo de enzimas como a xantina oxidase e NAPH oxidase, envolvidas
diretamente em processos de isquemia-reperfusdo e migracdo de células fagociticas
para o tecido muscular lesionado, respectivamente (Fukui et al., 2001; Li et al., 2002). O
efeito redutor na producédo de superéxido por ambos os protocolos de treinamento, esta
possivelmente associado com a melhora do metabolismo oxidativo induzido pelo
exercicio, em particular observados pelo aumento na expressao do citocromo C oxidase
(Figura 4A) em ambos os protocolos e o aumento na expressdo de PGC-1 induzida
pelo exercicio continuo (figura 4B). Teoricamente, essa correlagdo entre a reducéo na
producdo pelo aumento na funcdo mitocondrial pode se dar a partir de alguns
mecanismos, tais como: (1) menor influxo de Ca®? na mitocondria induzido pelo
treinamento (Starnes et al., 2007); (2) adaptacdes estruturais especificas no complexo |
diminuindo o extravasamento de elétrons (Grivennikova et al., 2006); (3) ativacdo de
fatores de transcricdo (AP-1 e NF-kB) que promovem a a¢ao de enzimas antioxidantes
(Lambertucci et al.,2007). Adicionalmente, a reducdo dos niveis de HIF (figura 4C)
também pode contribuir para a reducdo da produgdo ERO. Similar ao presente estudo,
(Swaminathan et al.,2010) demonstram que diminuicdo nos niveis de HIF promove
protecdo contra a liberagéo de citocromo C oxidase, diminuindo indiretamente estresse
oxidativo no miocéardio de animais.

Cabe ressaltar que o IAM esta associado com extensa resposta inflamatéria
sistémica e miocardica (Aronson et al.,2007) o que possivelmente estimula a producéo

de O6xido nitrico, um importante vasodilatador, e ainda ativa a NADPH oxidase,
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promovendo a formacgdo de superdxido adicionais. Porém oOxido nitrico possui uma
maior afinidade com o superoxido do que a SOD o que promove a formacdo de
peroxinitrito e possivelmente, a reducdo na disponibilidade de superoxido (Halliwell e
Gutridge, 2007).

Os modelos de exercicio ndo alteraram a atividade e expressao da superoxido
dismutase (figura 2A). Esse resultado € surpreendente uma vez que diversos estudos
sugerem o efeito do treinamento fisico sobre a modulacdo dessa enzima em tecido
muscular esquelético (Pinho et al., 2006, Silva et al., 2009) e cardiaco (Frederico et al.,
2009, Silva et al., 2011). Portanto, esse resultado reforca a hipétese de que em animais
infartados, a reducéo na producdo de radicais livres, em especial o superoxido, esta
muito mais relacionada aos efeitos do exercicio sobre o metabolismo oxidativo muscular
do que sobre a modulacdo de SOD, uma vez que é a proteina responsavel pela
dismutacéo do superoéxido.

Embora, os modelos de treinamentos ndo melhoram o perfil da expressao e
atividade as SOD, podemos observar que as enzimas catalase e glutationa peroxidase,
foram substancialmente alteradas. A figura 2C mostra um significativo aumento na
expressao da catalase nos grupos sham e infartado expostos ao treinamento continuo,
da mesma forma um aumento na atividade do grupo induzido ao infarto (figura 2D). A
expressdo da glutationa peroxidase foi aumentada pés-infarto e significativamente
reduzida quando os animais foram expostos ao treinamento continuo e fracionado
(figura 2E). Porém, somente os grupos treinados apresentaram um aumento na sua
atividade (figura 2F). Esses resultados sugerem que a modulacdo dessas enzimas apos
IAM respondem de maneira diferente aos modelos de treinamento. A diminuigdo na
expressdo da GPx pode ser devida a uma reducdo da formacdo de perdxido de
hidrogénio o que possivelmente possa ter ocorrido em face de uma reducdo na
producao ou disponibilidade de superoéxido (figura 1). Aléem disso, € possivel que a GPX,
em musculo cardiaco possa apresentar uma menor modulacéao induzida pelo exercicio
em relagdo a catalase. Porém, o aumento observado na atividade de ambas as
enzimas, catalase (treinamento continuo) e GPx (treinamento continuo e fracionado)
sugere que ambos os modelos de treinamento sdo eficazes no sentido de melhorar o

sistema de defesa antioxidante.
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Mesmo observando uma melhora no perfil antioxidante do masculo cardiaco, a
adaptacao dos sistemas antioxidantes ao treinamento nem sempre é eficaz. De acordo
com Ascensao et. al.,, (2007), o treinamento fisico aerobio pode causar uma
desregulacéo dos sistemas antioxidantes ou mante-los inalterados. Por exemplo, Hong
e Johnson; (1995), apesar de observarem um aumento na atividade cardiaca da SOD
em animais treinados, também encontraram reducdo na atividade da CAT, GPx e GR.
No entanto, observa-se no geral que existe uma tendéncia na melhora dos parametros
de estresse oxidativo decorrentes do treinamento.

A diferenga nos resultados obtidos em diversos estudos pode estar diretamente
relacionado as diferencas metodolégicas adotadas, como (i) caracteristicas dos
protocolos de treinamento, (ii) métodos e parametros bioquimicos; (iii) por¢cdo do tecido
utilizado para andlise; (iv) o tempo entre o fim do treinamento e a morte dos animais. A
intensidade e a duracdo da sessdo de treinamento, por exemplo, sdo fatores que
influénciam diretamente a capacidade de alteragdo e adaptacdo do sistema
antioxidante no musculo cardiaco. Powers et al. (1993) observaram combinacdes de
diferentes intensidades (leve, moderada e alto) e duracdo (30, 60 e 90 min / dia)
resultando em diferentes efeitos sobre a atividade da SOD, CAT e GPX no ventriculo
esquerdo. Nenhuma dessas combinagdes promoveram aumento nas atividades da CAT
e GPx, mas foi observado aumento na atividade da SOD apds alta intensidade em
todas as duracBes. Segundo o autor, parece que a resposta adaptativa do sistema
antioxidante e, consequentemente, dos marcadores indiretos de dano oxidativo no
tecido ventricular, também parece ser mais especifico, para qualquer tipo de tecido ou
diferentes sistemas antioxidantes envolvidos.

Interessantemente, nossos resultados mostram que os danos oxidativos em
lipidios e proteinas apresentaram resultados diferentes em relacdo aos modelos de
treinamento. A figura 3A mostra que a lipoperoxidacgao foi reduzida em relagédo ao grupo
infartado somente apds o treinamento continuo e os danos oxidativos em proteinas
pos-infarto tiveram seus valores reduzidos somente no treinamento fracionado (figura
3B). Embora ndo se tenha explicacdo para esse fato, é possivel que esses resultados
sejam decorrentes do aumento na atividade da glutationa peroxidase observados em

ambos os modelos de treinamento.
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Em resumo, os resultados no presente estudo sugerem uma melhora significativa
no estado redox do miocérdio de ratos induzidos ao IAM e expostos a diferentes
modelos de treinamento, porém ambos 0s modelos de treinamento utilizados modulam
diferenciadamente esse estado redox e promovem resultados diferenciados na
atividade e expressdo de enzimas antioxidantes. O modelo de treinamento continuo
parecer ser mais eficiente por apresentar melhores resultados em todos os parametros

analisados.

8. CONCLUSOES

Atentos aos obijetivos iniciais desta dissertacdo, chegamos as seguintes conclusdes:
1) ambos os modelos de treinamento utilizados, embora promovam beneficio, modulam
diferenciadamente o estado redox ventricular apds o I1AM;
2) os modelos de treinamento promovem resultados diferenciados na atividade e
expressao de enzimas antioxidantes apos IAM;
3) mesmo havendo melhora no estado oxidativo da célula induzidos por ambos
modelos de treinamento, 0 treinamento continuo parece ser mais eficiente na
modulacao do estado redox do ventriculo alterado pelo IAM.
4) Os danos oxidativos induzidos pelo IAM sdo minimizados pelo treinamento fisico, no
entanto, esses danos respondem diferenciadamente aos modelos de treinamento,
continuo e fracionado.

Em sintese, os resultados apresentados dessa dissertacdo mostraram que 0 uso
de diferentes modelos de treinamento fisico com sessdes de exercicio continua ou
fracionada melhoram os parametros de estresse oxidativo e perfil oxidativo mitocondrial
em ventriculo de ratos apos o infarto agudo do miocéardio. Embora a consisténcia dos
resultados permita sugerir o uso de ambos os modelos como recursos terapéuticos,
sugere-se que novos estudos sejam conduzidos a fim de verificar o efeito de diferentes
intensidades sobre ambos os modelos e desenvolver estudos similares com seres

humanos.
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