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RESUMO

A principal caracteristica da mulher no periodo p6s menopausa € a deficiéncia dos
horménios ovarianos. Sabe-se que nesse periodo a mulher se encontra mais
susceptivel a incidéncia de doencas cardiovasculares e tem sido observado uma
incidéncia elevada de casos de infarto agudo do miocéardio (IAM). Visando reduzir as
taxas de hospitalizagdo e mortalidade das mulheres, o treinamento aerdébico pode ser
uma estratégia terapéutica utilizada para reduzir os efeitos deletérios da doenca e
melhorar a qualidade de vida. Diante disso o objetivo do presente estudo foi avaliar os
efeitos do treinamento fisico sobre a reatividade vascular em anéis de aorta de ratas
ovariectomizadas e infartadas, sobre a perspectiva do sistema antioxidante. Os
animais foram submetidos a ovariectomia (OVX) e 7 dias depois foi realizado a
inducao do IAM ou cirurgia ficticia e em seguida os animais foram divididos em grupos
sedentarios ou treinados (EF), que iniciaram o treino 15 dias apds o IAM e realizaram
0s treinos por 8 semanas, resultando nos grupos: Controle, OVX+IM, OVX+IMsed,
OVX+SHAM e OVX+SHAMef. Ao final do treinamento fisico, os animais foram
sacrificados e suas aortas foram utilizadas para andlise de reatividade vascular,
investigacdo da expressao protéica das enzimas antioxidantes e gp91phox, além das
analises da presenca do anion superoéxido pela técnica de DHE .Foi demonstrado que
o infarto do miocardio promoveu aumento da contratilidade do vaso e prejuizo no
relaxamento. Ja o grupo infartado treinado obteve um indice de relaxamento maior
gue os infartados sedentérios, além de um indice menor de contratilidade. Além disso
a expressao protéica da gp91phox e o indice de ERO avaliadas pela técnica de DHE,
foi aumentada no grupo OVX+IMsed comparado ao OVX+SHAMsed. O resultado de
ambos os experimentos foram reduzidos no grupo OVX+IMef comparado ao
OVX+IMsed.O presente estudo destaca a importancia do treinamento fisico como uso
terapéutico e com fortes evidéncias de ser um fator contribuinte no auxilio em

proporcionar melhor qualidade de vida pés infarto e menopausa.

Palavras chaves: Menopausa; Infarto do miocéardio; Reatividade vascular ;

Treinamento fisico; Estresse oxidativo.

ABSTRACT



The main characteristic of women in the postmenopausal period is the ovarian
hormones deficiency. It is known that it is the time when the woman is most susceptible
to the incidence of cardiovascular diseases. Among the CVDs that most affect women
during their lifetime, the acute myocardial infarction (AMI) is highly significant. In order
to reduce hospitalization rates and population mortality, aerobic training may be an
important therapeutic strategy aimed to reduce the side effects of disease and
improving the patients' quality of life. Therefore, the aim of the present study was to
evaluate the effects of exercise training on vascular reactivity in aorta rings of
ovariectomized and infarcted rats, from a perspective of the antioxidant system. The
animals were submitted to ovariectomy 7 days after induction of AMI or fictitious
surgery. Then, the animals were divided into sedentary or trained groups, who started
the training 15 days after AMI and performed the training for 8 weeks, resulting in the
following groups: Control, OVX+SHAMsed, OVX+SHAMef, OVX+IMsed and
OVX+IMef. After the exercise training period, animals were sacrificed and the vascular
reactivity was assessed in aorta rings. Investigation of antioxidants protein expression
and of gp91phox was made by the western blotting method and the superoxide anion
production was evaluated by the dihydroethidium fluorescence (DHE). After AMI there
was an increase in vessel contractility and an impairment in the endothelium-mediated
relaxation. On the other hand, the group submitted to exercise training showed a higher
relaxation compared with the sedentary infarcted rats, in addition to a lower
contraction. Moreover, the protein expression of the pro-oxidant protein gp91phox and
the superoxide production was higher in the OVX+IMsed group compared to
OVX+Shamsed. In infarcted rats, exercise training was able to prevent these changes.
The present study highlights the importance of exercise training as a therapy which

helps to provide a better quality of life for postmenopausal women.

Key Words: Menopause; Myocardial infarction; Vascular reactivity; Physical training;

Oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

1.1. Epidemiologia

As doencas cardiovasculares (DCV) podem ser compreendidas como as afeccdes
ocorridas no coracao e vasos sanguineos e ocasionam uma meédia de 17,3 milhdes
de Obitos por ano no mundo (Mendis et al., 2011). Na Europa os maiores investimentos
e avanc¢os da medicina nos ultimos anos levaram a uma evolugdo no tratamento do
infarto agudo do miocardio (IAM), ocasionando uma reducdo da mortalidade de
pacientes com essa patologia (Dégano et al., 2015).

No Brasil a prevalecente causa de 6bitos também s&o representadas pelas DCV
(Murray et al., 1996). De acordo com o DATASUS, a cada 100.000 brasileiros, 442
morrem por doencas cardiovasculares (Mansur et al.,, 2002). O impacto dessa
problematica na sociedade brasileira pode ser melhor compreendido perante as
andlises do indice de mortalidade dos ultimos anos. Em 2002, a doenca arterial
coronariana ocasionou 7,2 milhdes de 0Obito no pais, representando 43% do indice
total de mortalidade. Presume-se que em 2020 esses valores sejam 5 vezes maior,

representando altos custos a saude publica do pais (Timerman et al., 2006).

As doencas cardiovasculares representam um percentual exorbitante no total de
despesas do sistema Unico de saude (SUS)e sistema suplementar de saude (SSS).
Tendo em vista que o niumero de hospitalizacbes por infarto agudo do miocardio tem
sido crescente nos ultimos anos no Brasil, estima-se que em 2018 serdo realizados
100.000 hospitalizacdes por IAM projetados pelo SUS.Além disso ja se estimava que
em 2011 os custos diretos do SUS e SSS associado ao IAM seria em torno de R$
844.153.164 (Teich et al., 2011).

Visando melhorar a qualidade de vida da populacdo e minimizar o impacto das
despesas hospitalares na economia do pais, torna-se imprescindivel maior adesédo as
politicas de saude publica, bem como maiores investimentos na pesquisa, objetivando

métodos alternativos que busquem alcancar as metas citadas.

1.2. Remodelamento Ventricular


http://www.sinonimos.com.br/imprescindivel/
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Mediante alguma lesé@o cardiaca aguda e/ou crdnica carga excessiva de trabalho, o
coracao pode passar por um processo denominado de remodelamento cardiaco. O
remodelamento pode ser compreendido como modificacfes que ocorrem na estrutura
e funcdo do miocardio, em que alteracbes moleculares, neuro-humorais e genéticas

participam desse processo (Cohn et al., 2000).

O remodelamento cardiacopode ser fisiologico ou patologico. As modificacbes
cardiacas fisioloégicas ocorrem naturalmente ouem resposta das novas necessidades
do organismo provocados pelo exercicio fisico (Diffee et al., 2004). Ja a patoldgica
pode decorrer de alguma injuria cardiaca (infarto agudo do miocardio por exemplo) ou
por alguma alteracdo que possa refletir na funcdo cardiaca, como a hipertensdo
arterial (Sutton et al., 2000).

No remodelamento cardiaco patolégico as primeiras alteracfes séo iniciadas algumas
horasapoés a injaria, e assim diferentes eventos ocorrem ao longo de dias, semanas e
meses, resultando em uma modificacdo estrutural e geomeétrica no coragcdo em
resposta da nova condicdo de trabalho. Nao ocorrendo nenhuma intervencgao
terapéutica, a evolugcdo do quadro pode culminar na insuficiéncia cardiaca (Pontes &
Ledes, 2004).

A etapa inicial é evidenciado pela ativacdo de mediadores que inclui principalmentea
ativacdo de citosinas, aumento do estresse oxidativo e ativagcdo neuro-humoral
(Pontes & Ledes, 2004). Nas primeiras horas ap6s o miocardio isquémico ja se
observa morte dos miécitos e aumento significativo das espécies reativas de oxigénio
(Kitano et al., 2016). A producao de noradrenalina, angiotensina Il, endotelina 1 , fator
de crescimento de fibroblastos (FGF) e Factor de necrose tumoral (TNF-alfa), séo
exemplos de neurohérmonios e citosinas que também aumentam nessa fase inicial
do remodelamento (Braunwald et al. 2000). Nas proximas horas a dias, perante
sustentacao dos mediadores citados anteriormente,a area infartada torna-se maior e
mais afinada. Tal processo ocorre em aproximadamente metade dos pacientes com

IAM, antes do desenvolvimento de uma cicatriz fibrética (Weisman et al., 1988).

Sutton et al. (2000) descreve que o remodelamento cardiaco pode ser dividido em
duas etapas, o remodelamento recente e o remodelamento tardio. As primeiras 72
horas apo0s a incidéncia do infarto do miocardio correspondem o periodo recente.

Nessa fase ocorre aumento da area de infarto mediante decomposigéo de colageno.
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Maior ativacdo do sistema nervoso simpatico, aumento dos niveis de angiotensina ll,
maior liberac@o de catecolaminas e aumento da frequéncia cardiaca também séo
caracteristicas dessa fase. Além disso nesse periodo ocorre um aumento de ANP
(peptideo natriurético atrial) e BNP (peptideo natriurético cerebral) na tentativa de
melhorar o funcionamento da bomba cardiaca. Ja o remodelamento tardio abrange
mudancgas na estrutura e geometria ventricular, visando melhor disperséo da tenséo
na parede cardiaca. Hipertrofia miocitica também é caracteristica dessa fase de
remodelamento, com um uma média de aumento de 70% do volume das células e
hipertrofia pela multiplicagdo de sarcébmeros em série, porém com auséncia de
modificacdo no comprimento do sarcomero. As principais alteragées que ocorrem ao

longo de todo o processo de remodelamento estdo descritas a seguir.

1.2.1. Morte Celular

Na escassez de Oxigénio na fibra muscular cardiaca, ocorre necrose miocardica. Com
a ocorréncia de um IAM, é observado que o pico plasméatico daCK-MB (isoenzima da
creatina fosfoquinase), que € um biomarcador de lesdo cardiaca, ocorre em torno de
16 a 18 horas apos a oclusao (Gamarski, 1999). Na isquemia cardiaca, além da
necrose, a morte celular também pode ocorrer por apoptose. Todavia, vale ressaltar
gue a necrose € apontada em estudos como a prevalecente causa de morte celular

na fase aguda do IAM (Konstantinidis et al., 2012).

A apoptose pode ser compreendida como morte celular programada e diferentemente
da necrose, a apoptose ndo gera processo inflamatoério. Nesse tipo de morte celular
ocorre deteriorizacdo do DNA nuclear perante ativacdo de determinadas moléculas
por um planejamento genético (Colucci et al., 2005). O processo de morte celular entre
necrose e apoptose sao bem distintos. Na apoptose o citoesqueleto da célula é
reestruturado e ndo fragmentado. A célula se retrai e ha a producdo de corpos
apoptoticos que seréo posteriormente recolhidos pelos fagoécitos, com isso o material
presente no interior das células ndo € eliminado. J& na necrose o conteudo
citoplasmatico extravasa, gerando assim um processo inflamatério que atinge outras
células. Além disso, a deteriorizacdo de organelas, membrana celular e exterminio
dos canais idnicos observados na necrose, ndo ocorre na apoptose (Bonini et al.,
2000).



19

Algumas das fontes desencadeadoras da apoptose sdo o aumento de neuro-
hormonios circulantes (como angiotensina Il e adrenalina por exemplo), aumento das
ERO, citocinas pro-inflamatdérias (como TNFa ), baixos niveis de oxigénio nos tecidos,
lesdo celular entre outros. Sabendo que todos esses fatores citados estédo
aumentados apdés a ocorréncia do infarto do miocardio, compreendemos a
significancia desse tipo de morte celular em situagdes de injuria cardiaca (Braunwald
et al., 2000).

A inibicdo da apoptose por vias medicamentosas ainda tem sido questionada, uma
vez que, a utilizacdo de determinados farmacos que visam bloquear a agao apoptoética
podem desencadear tumores em outros tecidos. A industria farmacéutica vem
estudando vias de sinalizagdo que possam permitir a inibicdo da apoptose apenas nas
células cardiacas, de forma a ndo afetar outros 6rgaos. Acredita-se que futuramente
tal acdo ja seja possivel e esteja disponivel na forma de medicamentos.
Betabloqueadores, inibidores da ECA e antagonistas de receptores da angiotensina
tem sido utilizados em estudos experimentais mostrando significativa reducao da
apoptose (Sabbah et al., 2000; Clerk et al., 2003).

1.2.2. Sintese e Degradacéo de Colageno

A matriz extracelular € constituida sobretudo por coladgeno, cuja produc¢éao é controlada
pelos fibroblastos. A matriz é responsavel pela adesédo das células cardiacas, que
juntas compdem o miocardio, além de preservar a estrutura conformacional do
ventriculo (Cohn et al.,, 2002; Spinale et al., 2002). A deteriorizacdo do colageno
constituinte da Matriz extracelular é controlada por um conjunto de enzimas
denominadasMetaloproteinases de Matriz (MMP). Essa familia protéica € constituida
por mais de 20 variedades de MMP que se diferem de acordo com suas diferentes
composic¢des, como por exemplo as MMP-1 e MMP-13 que possuem colagenases
em sua formacdo, enquanto MMP-2 e MMP-9 s&o constituidas sobretudo por
gelatinases (Spinale, 2002). Sabendo que as MMP s&o controladas pelos Inibidores
Teciduais de Metaloproteinases (TIMP), a razao TIMP/MMP modula a por¢cao de

colageno da Matriz (Spinale et al., 1999).
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O colageno que inicialmente foi degradado, em seguida passa a ser sintetizado
demasiadamente, sobretudoaté o 14° dia ap0Os a incidéncia de IAM. A deposicao de
colageno contém principalmente colageno tipo | e tipo Il e tal evento € considerado
maléfico para o bom funcionamento cardiaco por tornar o coracdo mais rigido,
prejudicando assim a eficiéncia do bombeamento cardiaco(Mill et al., 2001; Jensen
et al., 1990)

Diante de tais conhecimentos é notorio que a regulacédo no desbalango da raz&o entre
MMP/TIMP pode minimizar os efeitos deletérios do remodelamento cardiaco.
Sabendo dos diversos efeitos benéficos que o exercicio fisico proporciona ao
organismo, alguns a autores tem investigado a acdo da atividade fisica sobre os
parametros moleculares que regulam a funcionalidade da funcéo cardiaca. Xu et al.
(2008) relatou que o treinamento fisico aerébico iniciado 7 dias ap6s o IAM promoveu
um aumento significativo dos niveis de TIMP. E oexercicio realizado anteriormente ao
insulto cardiaco, ou seja, como método preventivo também resultou na reducdo da
deposicao de colageno, entretanto sem mensurar a influéncia de TIMP e MMP sobre
o resultado (Bozi, 2010). Em seu estudo Chancey et al. (2002) mostrou que a reducao
de MMP bem como o aumento de TIMP podem ser medidas significativas de
minimizacdo dos efeitos deletérios do processo de remodelamento ventricular pos

infarto do miocardio, corroborando com os achados anteriores.

1.2.3. Hipertrofia Cardiaca

A hipertrofia cardiaca também é um dos resultados que podem ocorrer pelo processo
de remodelamento pds IAM. E compreendido pelo aumento do tamanho do coracéo
por espessamento da parede ventricular. Tal evento pode ser acompanhado por
aumento ou reducado da cavidade cardiaca (Mill et al., 2001; Garcia et al., 2008). A
hipertrofia pode ser classificada como hipertrofia concéntrica e excéntrica. A primeira
€ caracterizada pelo aumento da massa ventricular, deixando a largura da parede do
ventriculo maior, poréma dimensédo da camara é reduzida. Esse tipo de modificacdo
da estrutura cardiaca costuma ocorrer em situacdes de aumento da pos carga. Na
hipertrofia excéntrica também existe uma espacamento da parede ventricular porém

a cavidade cardiaca também é expandida. Tal condig&o ocorre sobretudo por aumento
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de volume (Weber et al., 1987, Kempf et al., 2004). A classificagdo da hipertrofia
cardiaca como reflexo do processo de remodelamento cardiaco pos IAMé sobretudo
a hipertrofia excéntrica patologica, normalmente ocasionada por um sobrecarga

volumétrica (Anversa et al., 1985).

O crescimento muscular nessas hipertrofias ocorre por aumento do tamanho do
miocito e ndo por adigcdo de novas células cardiacas. O crescimento do midcito se da
pelo acréscimo de novos sarcbmeros dispostos em série, como na hipertrofia
excéntrica, ou pela disposicdo dos sarcOmeros em paralelo, representado na

hipertrofia concéntrica (Russel et al., 2000).

Além das sobrecargas pressoricas e volumétricas serem grandes fatores para o
desencadeamento da hipertrofia cardiaca, algumas substancias podem contribuir
para o desenvolvimento do crescimento cardiaco, como as catecolaminas, citocinas,
endotelina-1, estresse oxidativo entre outros. Em contra partida o NO vem sendo
apontado como inibidor das vias hipertréficas (Garcia et al., 2008; Matsuoka et al.,
1996; Ozaki et al., 2002). Umas dos métodos para elevar os niveis de NO no
organismo é atraves da prética de exercicios fisicos, que ja vem sendo ressaltada em
diversos estudos como medida preventiva e terapéutica contra a hipertrofia cardiaca
patolégica, pois além da sua influéncia sobre o NO, o exercicio fisico proporciona
diversos beneficios que podem auxiliar na intervencédo da hipertrofia cardiaca. A
melhora do sistema antioxidante, reducdo dos niveis de catecolaminas circulantes,
reducdo da frequéncia cardiaca basal e melhor funcionamento da bomba cardiaca
sao alguns exemplos (Braga et al., 2015; Brum et al., 2004, Almeida et al., 2014).

1.2.4. Estresse Oxidativo

O radical livre pode ser compreendido como um atomo que contém o valor impar de
elétrons em sua camada de valéncia e sdo formados mediante reacfes de 6xido-
reducdo, ou seja, doa ou recebe elétrons respectivamente. Podem ser melhor
designados como "espécies reativas de oxigénio" por possuirem carater altamente
reativo. Embora sejam resultados de processos biolégicos naturais, suaproducao
demasiada e/ou reducdo do sistema antioxidante, podem fazer com que esses

agentes sejam favorecedores patoldgicos. Podemos citar como as principaisERO o
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radical superoxido (O2z ~ ), radical hidroperoxila (HO2z - ), Radical hidroxila (OH - ),
peréxido de hidrogénio (H2 O2 ), Oxigénio singlet (*Oz2) entre outros (Ferreira &
Matsubara , 1997).

Em situacdes de producdo exacerbada das ERO, o programa de defesa busca
contrabalancear, mediante acdo do sistema antioxidante. Quando ocorre um
desbalanco entre o sistema oxidante e antioxidante, em que o ultimo n&o é suficiente
para suprimir a geracdo das ERO, caracteriza-se o quadro de estresse oxidativo. O
sistema antioxidantepode atuar mediante dois tipos de estratégias. Na primeira atuam
0s antioxidantes que visam desintoxicar 0 ambiente mediante acdo aos agentes
danosos e sao constituidos pela superoxido-dismutase (SOD), catalase, glutationa
reduzida (GSH), vitamina E e glutationa-peroxidase (GSH-Px). J& o segundo tipo de
estratégia destina-se a reparar os danos ocorridos e sdo constituidos pelo acido
ascorbico, pela glutationa-redutase (GSH-Rd) e pela GSHPx (Ross et al., 1991;
Hebbel, 1986).

A familia das superoxidos dismutases atuam diretamente contra os efeitos danosos
do anion superoéxido. Existem trés classificacdes dessa enzimadescritas como SOD
1,SOD 2 e SOD 3. A SOD 1 possui cobre e zinco em sua constituicdo e pode ser
encontrada no componente citoplasmatico das células e possui massa molecular de
32.000 Da (Keller et al., 1991). O terceiro tipo enzimatico da familia (SOD 3) foi a
dltima a ser descoberta e sua massa molecular € 135.000 Da. Foi identificada em
plasma sanguineo de humanos e em liquido cefalorraquidiano (Marklund et al., 1982;
Marklund et al., 1986). A SOD 2 é constituida por manganés em sua composicao e se
encontra presente nas mitocondrias com peso molecular de 23.000 Da. SOD 2 é
fortemente estimulada em diversos tecidos através do aumento de, TNF-q,
lipopolisacarideos (LPS), IFN-¥ e interleucinas como IL-1, IL-4 e IL-6 (Masuda et al.,
1988; Dougall et al., 1991; Wonget al., 1988; Visner et al., 1990; Harris et al., 1991).
Sua acdo é com o0 anion superoxido, gerando assim H202e O2 (Barra et al., 1984,
Weisiger et al., 1973).0 H202 gerado pela acdo da superoxido dismutase é entéo
catalisado pela catalase gerando entdo H20 e O2. Essa enzimapode ser encontrada
no figado, rim, medula 6ssea, sangue e mucosas e sua acdo a NADPH (Scott et al.,
1991; Mayes et al., 1990)
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Sabe-se que um dos prejuizos que o IAM gera no organismo é o aumento do estresse
oxidativo (Silva et al., 2005; Heymes et al., 2003; Keith et al., 1998) e que a
insuficiéncia cardiaca gerada pela isquemia, tem sua génese diretamente relacionada
com o aumento do estresse oxidativo (Yucel et al., 1998; Nakamura et al., 2002). Além
disso tem-se observado um reducgéo do sistema antioxidante em cora¢des de animais
submetidos ao infarto do miocardio (Hill et al., 1997; Usal et al., 1996). Sabendo que
o exercicio fisico modula positivamenteo sistema antioxidante (Aguiar & Pinho et al.,
2007) acredita-se que o exercicio fisico pés IAM possa minimizar 0s prejuizos
cardiovasculares que e a isquemia produz no processo de remodelamento, e que um
dos principais mecanismos seja por uma melhora do sistema antioxidante

proporcionada pelo treinamento fisico.

1.3.Influéncia do Género no Processo de Remodelamento Pés IAM

As diferencas de género acarretam mudancas fisiologicas entre homens e mulheres,
podendo promover diferentes alteracdes no processo de remodelamento. Na
avaliacdo de coracoes infartados com insuficiéncia cardiaca nos diferentes géneros,
Guerra et al. (1999) encontrou maior niumero de células apoptéticas e necrosadas em
coracBes masculinos e sugeriu que a regulacao da via apoptética € influenciada pelos
géneros. Estudo semelhante foi realizado por Biondi-Zoccai et al. (2005) que
constatou que o indice apoptético em area infartada de tecido cardiaco foi maior em
homens que em mulheres. Os resultados foram associados amaior expressao da Bax

(proteina pro-apoptaotica).

Sabe-se que tanto a necrose quanto a apoptose sdo alguns dos elementos da
isquemia cardiaca(Konstantinidis et al., 2012). Todavia o ultimo fator tem sido
abordado nos estudos com maior frequéncia, pois 0 mesmo parece desempenhar
maiores contribuicdes no processo de remodelamento cardiaco (Eefting et al., 2004).
Estudos relacionando a expressao das proteinas Bcl-2 e Bax em coracdes infartados
tem sido mais evidenciado, buscando melhorar as investiga¢des da influéncia davia
apoptotica no processo de reestruturacdo cardiaca poés infarto do miocardio nos
diferentes géneros. Ambas as proteinas sdo constituintes da via mitocondrial de morte

celular programada. Entretanto as proteinas desempenham func¢des controversas,
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sendo a Bax uma proteina pro-apoptética e a Bcl-2 anti-apoptética (Yin et al., 2003).
Visando melhor compreenséo dessa via apoptética nos distintos géneros,Bouma et
al. (2010) analisou a isquemia em coracao de coelhos machos e fémeas em idade
reprodutiva. Constatou que o tamanho da area de infarto foi menor em fémeas na pré-
menopausa comparada a machos. Todavia com a retirada dos hormdonios
ovarianospela ovariectomia, tal diferenca foi disseminada entre os géneros. A hipétese
de que os niveis de Bcl-2 e Bax fossem 0s principais responsaveis por esses
resultados néo foi constatada, divergindo-se de outros resultados na literatura. De
acordo com o estudo, a expressdo deARC (Repressor de apoptose com o dominio de
recrutamento de caspase) se encontrava significativamente aumentada em fémeas
com normalidade dos niveis hormonais. Sugerindo assim que o estrogénio enddégeno
possui efeito cardioprotetor, pois a expressdo de ARC no miocardio parece ser

estrogénio dependente.

Um conjunto de evidéncias tem sugerido que o sexo masculino favoreca prejuizos
mais severos na fungdo cardiaca provocados pelo IM. Em seus achados Cavasin et
al. (2003) mostrou que o indice de mortalidade pés IM em animais machos foi superior
aos dados das fémeas. Além disso, reducdo na fracdo de ejecdo e aumento na
deposicdo de colageno contribuiram para esses dados. Algumas investigactes
sugerem que o0 esterdide masculino possa aumentar o risco de doencas
cardiovasculares pela hipotese de que esse horménio possa prejudicar os niveis de
lipidio plasmatico e operfil de lipoproteinas (Adams et al., 1995; Melchert et al., 1995).
Le et al. (2013) Relatou que a testosterona tem apresentado influencia positiva sobre
a extensdo da area de infarto em modelo animal, e ja € bem estabelecido que com a
reducdo da area de tecido necrosado pela isquemia, os impactos da lesdo cardiaca
sdo atenuados. Nessa perspectiva, 0s horménios sexuais tem sido apontados como
principal fator de influéncia nas diferencas do remodelamento cardiaco entre os
géneros. Porém, nesse mesmo estudo, os autores observaram que apesar do
estrogénio em fémeasreduzir a apoptose, em animais machos tratados com estradiol
os resultados foram opostos das mesmas. Evidenciando que outros fatores, além dos
diferentes niveis hormonais podem influenciar nas diferengcas do processo de

remodelamento entre os géneros.
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1.4. Efeitos do Processo de Remodelamento no Vaso Sanguineo

Os vasos sanguineos podem sofrer influéncias negativas de cardiopatias, bem como
patologias no sistema circulatérios podem refletir no funcionamento da bomba
cardiaca. Dentre as afec¢des que podem atingir os vasos sanguineos, induzida ou
nao por uma doenca cardiaca pré-estabelicida, a disfuncdo endotelial € uma das mais
investigadas e pode ser compreendida como uma sintese irregular dos fatores
endoteliais, em que a escassez ou superproducdodesses determinados fatores
podem alterar a agregacdo de plaquetas, os efeitos coagulatorios e sobretudo a
tonicidade do vasos sanguineos. O oOxido nitrico (NO), fator hiperpolarizante derivado
de endotélio (EDHF), endotelina 1 (ET-1), tramboxano A2 (TXA2) e prostaglanina 2
(PGL2) sdo alguns exemplos das substancias derivadas do endotélio. O aspecto mais
estudado da disfuncéo endotelial é a reducéo na biodisponibilidade de NO que pode
promover prejuizos no relaxamento derivado do endotélio (Mombouli et al., 1999,
Carvalho et al., 2006).

Sabe-se que aumento do estresse oxidativo € um dos efeitos provocados pelo IAM. A
NADPH oxidase é uma das principais fontes formadoras de ERO, sendo a subunidade
NOX2 (ou gp91phox) a mais presente no miocardio (Lassegue et al., 2012). Mas além
do miocardio a NOX2 também se encontra presente nas células endoteliais, que
parece estar envolvida sobretudo com os efeitos de fibrose miocardica no processo
de remodelamento cardiaco (Murdoch et al., 2014). Em um estudo recente Sirker et
al. (2016) mostrou que ambas as fontes estdo envolvidas na regulacdo do
remodelamento, porém a subunidade presente no miocardio apresenta maior

influéncia sobre o processo de remodelamento.

Em sua revisdo Evora et al. (1996) ja destacava que um dos efeitos mais danosos
ocasionados pela isquemia-repurfusdo sao 0s prejuizos no relaxamento, sobretudo o
relaxamento dependente de endotélio. O mesmo foi referenciado por McAfee et al.
(1990), que destacou o endotélio vascular como tecido mais suscetivel as injurias da
isquemia-reperfusdo antes mesmo do musculo liso. A hip6tese para 0 prejuizo no
relaxamento dependente de endotélio advém da reducéo dos fatores de relaxamento
derivado de endotélio (FRDE) e prostaciclinas. Sabendo que ambos inibem a
agregacédo plaquetaria, a adesao de plaquetas aumentam com isquemia-reperfuséo

(Pearson et al., 1990; Pearson et al., 1990). As plaquetas aderidas liberam elementos
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vasoconstritores no musculo liso, ocasionado em espasmo no vaso sanguineo
(Feinberg et al., 1982). Estudos apontam que o prejuizo no relaxamento derivado de
endotélio em funcéo da isquemia-reperfusdo ocorra provavelmente por alteracdo da
proteina G, que por sua vez se liga a receptores que promovem a producdo de FRDE
nas células endoteliais. A hipotese advém por contatar que o prejuizo do relaxamentoé
ocasionado por mediadores que atuam atraves de receptores e que o fluoreto de sédio
atuante através da proteina G se encontra danificado. Em contrapartida o ionéforo de
calcio (A23187) consegue promover o relaxamento e 0 mesmo ndo é dependente de
receptores (Seccombe et al.,, 1994; Evora et al, 1994). Sendo assim, o0s
antiplaquetarios ja vem sendo indicado como medida de tratamento apGs a incidéncia
de infarto do miocardio. A aspirina € o farmaco dessa linha mais prescrito, sendo
contra indicado apenas para pacientes que possuem hipersensibilidade a alguns dos
componentes do mesmoe/ou pacientes acometidos por gastrite ou Ulcera. Ticlopidina
e Clopidogrel também s&o antiplaquetario indicados, porém em menor proporgao.
Além disso o triflusal e o trapidil vem sendo investigado como alternativas de
substituicdo da Aspirina, entretanto ainda nao se tem dados comprobatorios suficiente

para a utilizacdo dos mesmo (Avezum et al., 2004).

1.5. Artéria Aorta

A artéria aorta € maior que as demais artéria do corpo humano e seu papel principal
é transportar o sangue arterial para os tecidos. E classificada como artéria elastica
possuindo paredes com alta capacidade de se distender devido a significativa
presenca de elastina na tinica média, se expandido na sistole e retomando sua
condicao natural durante diastole. O colageno também se encontra presente na artéria
e evita que a mesma se expanda além dos limites de normalidade. Por ser uma vaso
de conduténcia depequena area de seccao transversa total, a velocidade do fluxo

sanguineo é muito elevada (Aires, 2012; Constanzo et al., 2014)

Muitas patologias cardiacas podem resultar em processo de remodelamento
vascular. Sabe-se por exemplo que a hipertensédo arterial induz ao aumento de
colageno nas artérias aortas, resultando maior rigidez aos vasos (Kurjiaka et al., 2005;

Aars, 1968). Ja os efeitos do infarto do miocardio sobre o remodelamento histolégico
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da artéria aorta ainda nao sdo bem definidos mas podemos pressupor que alteracdes
histologicas podem levar a uma mudanca na caracteristica do vaso podendo o mesmo
se tornar mais distensivel ou rigido. Tais modificacdes podem alterar o funcionamento
adequado do fluxo sanguineo, tendo em vista que a artéria aorta € um vaso de

condutancia.

1.6. O Papel do Exercicio Fisico

Sabe-se que um dos prejuizos que o IAM gera no organismo é o aumento do estresse
oxidativo, como ja foi citado (Silva et al., 2005; Heymes et al., 2003; Keith et al., 1998)
e que a insuficiéncia cardiaca gerada pela isquemia, tem sua génese diretamente
relacionada com o aumento do estresse oxidativo (Yucel et al., 1998; Nakamura et al.,
2002). Além disso tem-se observado uma reducdo do sistema antioxidante em
coracles de animais submetidos ao infarto do miocardio (Hill et al., 1997; Usal et al.,
1996). Sabendo que o exercicio fisico modula positivamente o sistema antioxidante
(Aguiar & Pinho et al., 2007) acredita-se que o exercicio fisico pos IAM pode minimizar
0S prejuizos cardiovasculares que a isquemia produz no processo de remodelamento,
e que um dos principais mecanismos seja por uma melhora do sistema antioxidante
proporcionada pelo treinamento fisico. Isso porque o exercicio fisico ocasiona
aumento do consumo de oxigénio no decorrer da pratica e algumas horas ap6s o
término, levando a um aumento da producao de radicais livres (Rowlands et al., 2000;
Schneider et al., 2004). Entretanto, ha um aumento na producdo de enzimas
antioxidantes como mecanismo compensatoério, destacando a SOD e CAT como as

principais envolvidas (Davies et al., 1982; Powers et al., 1999).

Ao investigarmos as técnicas de reabilitacdo cardiacado passado (incluindo
procedimentos pos operatérios, tratamento medicamentos e restricbes em geral)
verificamos que apos a ocorréncia de um IAM 0 repouso era procedimento
fundamental, podendo chegar a 60 dias de inatividade. Mediante tais procedimentos
0 paciente encontrava-se impossibilitado de retornar as suas atividades rotineiras
apos a alta hospitalar. Visando beneficiar a qualidade de vida dos pacientes, foi
introduzido o programa de reabilitagdo cardiaca,que visa ndo apenas melhorar a

gualidade de vida dos pacientes com o retorno de suas atividades habituais mas
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também com a introducéo de pratica sistematizada de exercicios fisicos (Brown, 1964;
Araujo et al., 2004 ).

Antes de uma apresentacdo sobre o modelo de exercicios sugerido neste estudo para
a reabilitacdo cardiaca de IAM, faz-se necessario uma maior abordagem das
alteracdes fisioldgicos proporcionada pelo exercicio fisico e pelos diferentes modelos
de atividade fisica. Em geral, a pratica de atividade fisica (ndo especificando aqui
uma Unica modalidade), provoca estresse no funcionamento do organismo com mais
consumo e requisicao de energia, que acarreta em aumento da temperatura corporal
e outras alteracdes. Tal estado propicia mudancas nas caracteristicasquimicas dos
componentes circulatorios e no musculo. Quando este estado é reincidido ao longo
dos dias com a préatica sistematizada de exercicio fisico, altera¢cbes morfofuncionais
séo presentessobretudo no sistema cardiovascular, muscular esquelético e pulmonar.
Uma vez estabelecido as alteracdes cronicas, o exercicio necessita ser intensificado

visando novas ou maiores alteracdes (Moraes et al., 2005).

As atividades fisicas podem ser diferenciadas em trés tipos de acordo com as
exigéncias energéticas utilizada pelo musculo. A primeira pode ser descrita como
anaerobica alatica ou sistema ATP-CP em que se utiliza a fonte de fosfagénios para
producdo de ATP. Atividades de caracteristica explosivae a fase inicial de exercicios
de alta intensidade séo representadas por essa fonte energética. O segundo €é descrito
como anaerobica latica, onde a obtencdo de energia ocorre através da glicélise e ha
formacdo de acido lactico. Exercicios resistidos como a musculacdo é um dos
exemplos. E o ultimo é descrito como atividade aerdbica em que necessita do oxigénio
para a formacdo de energia e podemos citar como exemplo atividades de danca e
corrida (Gastin, 2001).

Entre as adaptacdes fisiologicasque o exercicio aerdbico proporciona ao individuo
praticante, tanto a frequéncia cardiaca quanto a pressao arterial tem reducao dos seus
niveis basais e durante a pratica de exercicio. Além disso a um aumento do débito

cardiaco, débito sistélico e melhora da tolerancia a acidose no mdusculo. Esses

aspectos em comunhdo elevam o VO2 maximo (Moraes et al., 2005).

Espera-se que os efeitos benéficos do exercicio fisico aerébico possam também
melhorar os parametros cardiovasculares de individuos acometidos por alguma DCV.

Um estudo de metanalise intitulado por ExTraMATCH, avaliou o efeito do exercicio
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aerobico realizado por 8 semanas em pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva
(ICC) e conclui-se que o treinamento fisico reduziu significativamente o nimero de
Obitos e de internacdes em contrates ao grupo que nao participou da intervencao
(Piepoli et al., 2004). De acordo com o documento de Normatizacdo dos equipamentos
etécnicas da reabilitagdo cardiaca supervisionada , usualmente as prescri¢cdes do
treinamento variam entre trés a cinco vezes na semana, com duracao de minutos até
2 horas de atividade por sesséo. E em casos de eventos coronarianos agudos, indica-
se que o treinamento fisico seja iniciado nas primeiras sessdes ap0os a ocorréncia do

evento cardiovascular (Carvalho et al., 2004).

A literatura vem evidenciando que o treinamento fisico aerdbico proporciona
beneficios no funcionamento cardiovascular de pacientes saudaveis bem como os
individuos acometidos por DCVs. Contudo € de suma importancia destacar que 0s
treinamentos aerébicos podem variar muitos de uma prescricdo para outra, tendo em
vista que o inicio de treinamento, frequéncia semanal, intensidade do exercicio, tempo
de exercicio, duracao total do programa de treinamento e tipo de atividade fisica séo
variaveis que podem alterar significativamente os resultados dos efeitos ocasionados
pelo treinamento fisico. Por esta razdo torna-se necessario a existéncia de diferentes
acervos de treinamento aerébico em diversas variacdes para melhor se compreender
o grau deinfluéncia de cada variavel no treinamento fisico e assim realizar a prescricdo
de um programa de treinamento fisico na reabilitacdo cardiovascular mais preciso de
acordo com as necessidades. Diante dessa necessidade discorremos a seguir
diferentes variacbes de treinamento fisico em sujeitos com patologias

cardiovascularesque se encontram em maior volume na literatura.

Vona et al. (2004) avaliou o efeito do treinamento aerdbico por 3 meses sobre a
disfuncdo endotelial em pacientes pos IAM. Iniciando o treinamento 3 semanas apos
o evento cardiaco, com frequéncia semanal de 3 vezes, duracdo de 1 hora por sessao
e intensidade moderada, conclui-se que tal prescricdo foi importante para reduzir a
perda da vasodilatacdo dependente de endotélio proporcionada pelo IAM. Além disso
com 1 més de inatividade os beneficios proporcionados pelo programa de treinamento
foram perdidos. Braith et al. (1999) manteve a intensidade do exercicio aerébico mais
elevada em pacientes que realizaram treinamento apés IAM, sendo classificada de
moderada a alta intensidade (tendo em vista que foi realizado aumento progressivo

da velocidade ao longo das semanas) e manteve o treino por 16 semana de duracao
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e frequéncia de 3 vezes/semana. Alcangcando assim niveis reduzidos de Angiotensa
I, aldosterona e vasopressina no plasma, o que pode acarretar em melhora na funcéo
vascular tendo em vista que todos possuem caracteristica vasoconstrictora.
Simirlamente, Myers et al. (2001) manteve a mesma intensidade e duracdo do
exercicio, aumentando apenas a frequéncia semanal para 5 vezes e finalizando o
protocolo de treino em 2 meses e observou que tal modelo de treino n&o proporcionou
melhor recuperacéo do débito de oxigénio como era esperado. Continuamente outros
diversos autores realizaram a investigacdo do treinamento fisico aerdbico de
moderada a alta intensidade e obtiveram respostas positivas sobre os parametros
funcionais cardiacos (de Waard et al., 2007; Hashimoto et al., 2004; Marchionni et al.,
2003; Rovere et al,. 2002; Xu et al., 2008; Yengo et al., 2012; Zheng et al., 2008).

Observamos que a literatura possui grandes evidéncias dos beneficios do treinamento
fisico aerdbico na funcdo cardiacade coracdo infartados mas pouco se sabe dos
beneficios da atividade fisica sobre a funcdo vascular pés IAM. Além disso a maior
parte dos estudos realizaram atividade fisica de moderada a alta intensidade, mas
ainda ndo é conhecido os efeitos do treinamento fisico aerdbico de baixa a moderada

intensidade, sobre a funcéo vascular de ratas infartadas e ovariectomizadas.
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JUSTIFICATIVA

2. JUSTIFICATIVA

A principal caracteristica da mulher no periodo pés menopausa € a deficiéncia dos
horménios ovarianos. Sabe-se que nesse periodo a mulher se encontra mais
susceptivel a incidéncia de doencgas cardiovasculares tendo em vista os efeitos

cardioprotetores proporcionados pelo estrogénio (Fernandes et al., 2008).

Entre as DCVs que mais incidem nas mulheres nesse periodo da vida o IAM possui

alta significancia, Nesse contexto, a caracterizacdo de fatores que propiciam o
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IAMassociado a reducdo dos hormoénios ovarianos constituem mecanismos

importantes na regulagéo da circulacao.

Visando reduzir as taxas de hospitalizacdo e mortalidade da populagao estudada, o
treinamento aerobico pode ser uma estratégia terapéutica que vise reduzir os efeitos
deletérios da doenca e melhorar a qualidade de vida dos pacientes. Além disso nao
hé estudos que visem elucidar os efeitos do treinamento fisico aerébico sobre a fungéo
vascular de seres acometidos pelo IAM em periodo de reducdo significativa dos

hormoénios estrogénicos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do treinamento fisico sobre a reatividade vascular adrtica de ratas

ovariectomizadas e infartadas.

3.2. Objetivos especificos

v" Analisar a reatividade vascular adrtica em resposta as concentracées

crescentes de Fenilefrina e Acetilcolina

v' Analisar a reatividade vascular adrtica em resposta as concentracdes
crescentes de fenilefrina mediante agcdo das enzimas Superoxido Dismutase 2,

Catalase e Apocinina,
v" Analisar a expresséo da gp91phox (subunidade da NADPH oxidase) em aorta

v Analisar as respostas do treinamento fisico sobre a expresséo das enzimas do
sistema antioxidantes, Superoxido Dismutase (SOD 2), Catalase (CAT)

v' Analisar a producdo de Ozpela técnica de Fluorescéncia produzida pela
oxidacdo do dihidroetideo (DHE)

v Avaliar tamanho da area de infarto e deposi¢éo de colageno
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4. Materiais e Métodos

4.1. Animais Experimentais

Esse estudo utilizou ratas da linhagem Wistar (Rattus Norvegicus Albinus), entreoito
a dez semanas de idade, pesando entre 180-230 gramas. Os animais foram
separados aleatoriamente em 5 grupos, que passaram por diferentes procedimentos
que serdo descritos detalhadamente nos topicos seguintes. Os grupos sao:
OVX+SHAM, OVX+SHAMef, OVX+IM, OVX+IMef e Controle. Os animais foram
obtidos do biotério central da Universidade Federal do Espirito Santo (CCS-UFES), e
foram dispostos em gaiolas coletivas contendo até cinco ratas por gaiola, com acesso
livre a agua e comida. A temperatura do ambiente foi mantida entre entre 22°C e 24°C
e respeitou-se o ciclo claro/escuro de 12 em 12 horas. O estudo foi aprovado pelo
Conselho de Etica em Pesquisa com Animais do Centro de ciéncias da saide UFES
(protocolo n° 059/2012), e todos os procedimentos experimentais foram conduzidos
conforme “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”, seguindo todos os

padrdes e procedimentos de biosseguranca.

4.2. Procedimentos Experimentais

e Ovariectomia;

¢ Inducao de infarto do miocéardio;

e Treinamento fisico (oito semanas);

e Estudo da reatividade vascular em anéis de aorta;

e Coleta de Tecidos, Peso e Armazenamento;

¢ Andlise através da técnica de Western Blotting em anéis de aorta da expressao
da gp91phox (subunidade da NADPH oxidase), bem como a expressédo das
enzimas do sistema antioxidante Superoxido Dismutase 2 e Catalase;

e Fluorescéncia produzida pela oxidacéo do dihidroetideo (DHE)

e Analises da extensao do infarto
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4.2.1. Ovariectomia

A ovariectomia foi efetivada conforme a técnica de Irigoyen et al., (2005). Os animais
foram anestesiados com ketamina (80 mg/kg) e xilazina (12 mg/kg) e apés
confirmacédo da efetividade da anestesia pela auséncia do reflexo da cornea, os
mesmos foram colocado em decubito lateral com fixagdo dos membros inferiores e
superiores para maior estabilizagdo do animal, facilitando assim a continuagédo dos
procedimentos cirdrgicos. Foi realizado em seguida uma incisdo de 1 a 1,5 cm na
pele entre o ultimo rebordo costal e a coxa, a um centimetro da linha mediana, seguida
de uma incisdo na camada muscular. O ovario foi exteriorizado e removido mediante
ligadura da tuba uterina. Em seguida, foi realizado uma sutura no musculo e na pele
para uma cicatrizacdo adequada. Todo o procedimento descrito foi realizado em

ambos os lados.

4.2.2. Inducédo do Infarto do Miocéardio

O infarto do miocardio foi realizado sete dias ap0s a ovariectomia por oclusdo da
artéria coronaria descendente anterior esquerda, conforme a técnica descrita por
Baldo et al.(2012). Os animais foram anestesiados com uma injegao intramuscular de
ketamina (50mg/kg, AGENER, BRASIL) e xilazina (10mg/kg, BAYER, BRASIL) e a
efetividade da anestesia foi confirmada por reflexo da cérnea. Os animais foram
colocados em mesa cirdrgica em decubito dorsal e tiveram seus membros superiores
e inferiores fixados a mesa para maior estabilizagdo do animal durante o procedimento
cirurgico. Foi realizado uma tricotomia na regido do térax e apds assepsia foi feito uma
incisdo na pele e disseccdo dos musculos intercostais. Uma sutura em forma de uma
bolsa foi preparada visando o rapido fechamento da incisdo cirargica apos a ligadura
da coronaria. Apos os procedimentos iniciais, uma incisao lateral no nivel do quarto
espaco intercostal foi realizada para exposicao do coragéo. O coracéo foi exteriorizado
e a artéria coronaria descendente anterior esquerda foi permanentemente ocluida,
usando um fio de mononylon 6.0 montado em agulha ndo traumatica (Medical Line).
Apos a ocluséo, o térax foi imediatamente fechado com a sutura em bolsa previamente
preparada. Os animais que necessitaram, receberam ventilagdo mecanica feita com

mascara de borracha aplicada diretamente sobre os orificios nasais. Os grupos de
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animais (OVX+Sham ef e OVX+Sham sed) foram submetidos ao procedimento de
cirurgia ficticia, que consiste na aplicacao de todos 0s passos descritos anteriormente,
exceto a oclusdo da artéria coronaria descendente anterior esquerda. Apds o
procedimento cirargico os animais recebem uma injecéo de antibiético Enrofloxacina

—2,5% (10 mg/Kg, Vencofarma, Brasil) por via intramuscular.

Figura 1: Oclusdo da artéria descendente anterior esquerda com um fio mononylon 6.0.Fonte:Almeida et

al. (2014).

4.2.3. Treinamento Fisico

O treinamento de corrida foirealizado em uma esteira elétrica (EP 131, Insight
equipament, Research and teaching, BRASIL), com inicio duas semanas apo0s a
inducao do infarto do miocardio. Os grupos OVX+IMef e OVX+Shamef realizaram 8
semanas de treinamento fisico, com 60 minutos de duracéo e freqiéncia de 5 vezes
na semana. A primeira semana consistiu em um periodo de adaptacdo onde os
animais iniciaram a corrida com intensidade de 3 metros/segundos e duragao de 10
minutos. A duracéo do treinamento foi aumentado progressivamente ao longo dos dias
até que no 5° dia os animais alcancaram a duracdo de 60 minutos na mesma
velocidade inicial. A velocidade foi aumentada a cada 2 semanas e consistiu em uma

escala de velocidade de 3m/s, 6m/s, 9 m/s e 12m/s respectivamente.
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Figura 2: Esquema representativo dos grupos que compdem o estudo. Fonte: Almeida et al. (2014).

4.2 .4.Reatividade Vascular em Anéis Isolados de Aorta Toréacica

Os animais foram sacrificados pela técnica de decapitacdo pelo uso da guilhotina. Em
seguida, o térax dos animais foram abertos, removendo a aorta toracica descendente
gue foi colocada imersa em solucdo de Krebs-modificado, composta por (em mM):
NaCl 118; KCl 4,7; MgS0a4 1,2; CaClz 1,6; K2HPO4 1,2; NaHCO3 25; glicose 5,5 aerada
com mistura carbogénica contendo 5% de CO2 e 95% de O2. O tecido conectivo e
adiposo foi retirado cuidadosamente e a artéria foi dividida em quatro seguimentos
cilindricos de aproximadamente 3,5 a 4 mm de comprimento. Cada anel vascular foi
colocado em cubas contendo5 ml de solugdo de Krebs-Henseleit aquecida a 36
+ 0,5 °C, continuamente gaseificada com mistura carbogénica. Dois fios de aco
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inoxidavel em forma de triangulos foram passados através do limen dos segmentos
posicionando-se paralelamente na luz do vaso. Um dos tridngulos foi fixado a parede
do banho e o outro conectado verticalmente a um transdutor de tensdo isométrica. As
modificacdes no diametro do vaso foram registrados pelo transdutor de forca
conectado a um sistema de aquisicdo de dados e a um computador. Apos a
montagem, os anéis aorticos foram submetidos a uma tensdo de repouso de
aproximadamente 1 grama, reajustada, quando necessario, durante o periodo de 45
minutos de estabilizacdo. Os anéis foram entéo contraidos com Cloreto de Potassio -
KCI (concentracdo de 100 mM) até a obtenc&o de respostas reproduziveis. Apos lavar
e obter novamente os valores basais estaveis os anéis foram contraidos com
fenilefrina 10* M e relaxados com uma concentragdo de acetilcolina de 102 M para
testar a integridade endotelial. Nesse momento, depois de retornar ao valor basal,
foi iniciado o protocolo de reatividade, onde foi realizado uma curva dose-resposta de
relaxamento com a acetilcolina em dosagens crescentes ( mediante pré-constricao
com fenilefrina 10 M) e curva dose-resposta de contracdo com Fenilefrina em doses
crescentes. O sistema antioxidante foi avaliado repetindo a contracdo com fenilefrina
citada anteriormente porém em vasos diferentes que receberam 30 minutos antes as

enzimas superoxido dismutase, catalase e apocinina.
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Figura 3:Esquema de montagem dos anéis isolados de aorta para reatividade vascular .Biopac Systems

utilizado para obtencdo de dados. Modificado de Dias, 2007.
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4.2.5. Coletade Tecidos, Peso e Armazenamento

Apébs o sacrificio os respectivos tecidos foram coletados e pesados: Gordura retro
peritoneal, Gordura parametrial, gordura mesentérica, glandula adrenal, Utero e
pulm&o, sendo que o ultimo realizou peso Umido e seco. Para 0 peso seco 0 pulmao

permaneceu 24 horas em uma estufa em temperatura de 98°C.

Também foram coletados coragfes e armazenado em formol. Além da coleta de

artéria aorta e musculo séleo que serdo armazenados em freezer -80°c.

4.2.6. Western Blotting

A andlise da expressao protéica foi determinada pelo método de Western Blotting. As
amostras foram homogeneizadas em um tampao de lise contendo (em mmol/l) 150
NaCL, 50 Tris-HCL, 5 EDTA.2Na, 1 MgCI2 mais inibidor de protease (Sigma Fast:
Sigma). A concentracdo proteica foi determinada pelo método de (Lowry &
Rosebrough, 1951) utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padréo.
Quantidades iguais de proteina (50 ug), foram submetidas a eletroforese (2:30 h a
80V) em gel de 40 poliacrilamida (SDS-PAGE) a 10%. Em seguida as proteinas foram
transferidas para membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF) durante periodo de
1:40 - 2:30h a 60V em um sistema de blotting Umido. Apés a transferéncia, foi
realizado o blogueio da membrana com TBS-T + leite 5% (molico desnatado) por 2:30
horas e em seguida lavada por 3 vezes com TBS-T por 5 minutos seis vezes. As
membranas foram incubadas por 4 horas com anticorpos monoclonais de rato para a
catalase (CAT; 1:2000; Sigma fast, EUA), os anticorpos policlonais de coelho para
superoéxido dismutase (SOD-2; 1:500; Sigma rapidos, USA) e gp91phox (1:1000; BD,
New Jersey, EUA) e anticorpos policlonais de coelho para AT1 (1:500; Santa Cruz
Biotechnology, CA, EUA). Apds a lavagem das membranas com TBS-T, as mesmas
foram incubadas com anti-mouse IgG (1:3000, Inc. Abcam, Cambridge, MA, EUA) ou
um anti-rabbit (1:7000; Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA ). As bandas foram

visualizadas usando um sistema de NBT / BCIP (Invitrogen Corporation, CA, EUA) e
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quantificada utilizando o software ImageJ (National Institute of Health, NIH). As
mesmas membranas foram usadas para determinar a expressao B-actina utilizando
um anticorpo monoclonal de mouse para B-actina (1:5000; Sigma Chemical CO, St.
Louis, EUA), e os resultados foram calculados utilizando a relacdo entre a densidade
das proteinas de interesse corrigidas pela intensidade da proteina utilizada como

controle (3-actina).

4.2.7.Fluorescéncia produzida pela oxidacéo do dihidroetideo (DHE)

Para verificar a influéncia dos tratamentos sobre a producéo de O2*, a fluorescéncia
produzida pela oxidacdo do dihidroetideo (DHE) foi utilizada como ensaio. O DHE é
um derivado do etidio que entra em contato com O2*, oxida-se e, posteriormente se
liga ao DNA das células emitindo fluorescéncia detectada pelo filtro vermelho. Este
método permite uma analise da producgao “in situ” tecidual. Os segmentos de aorta
foram isolados, e mantidos por 1 hora em solucdo Krebs-Henseleit com sacarose
30%. Posteriormente, estes segmentos foram congelados em meio adequado (meio
de congelamento, Tissue TeK-OCT). As amostras foram mantidas a -80° C até o dia

do experimento.

Os segmentos de aorta foram cortados no criostato em anéis com 8 um de espessura.
Apds este procedimento, as laminas contendo os cortes f oram lavadas e
posteriormente incubadas com Krebes HEPES (para 100 ml de Krebs: 29,4 mg de
CaCl2, 759 mg de NaCl, 41,7 mg de KCI, 4,9 mg de MgClI2, 197,8 mg de HEPES e
198,2 de glicose) por 30 minutos em uma camara Umida a 37 °C. Decorridos os 30
minutos, o Krebs sera escorrido e 0 excesso seco. Em seguida, sera realizada

incubacdo com DHE por duas horas na estufa com camara fechada a 37 °C.

A luminescéncia emitida foi visualizada com microscépio de fluorescéncia confocal
(Leica 2500 DM) e camera fotografica (NIKON digital sigth DS-U2) com filtro de
fluorescéncia para DHE (vermelho). O etideo unido ao ndcleo das células sera
visualizado com Aexc= 585 nm e detectado com Aem= 600-700nm. As imagens serao
guantificadas pelo programa NISS Element - BR. A intensidade do sinal no interior da
camada média foi analisada em toda a circunferéncia das trés se¢des do vaso por um

mesmo investigador.
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4.2.8. Analises da extensao do infarto

Apés o sacrificio dos animais os coracfes foram lavados em &gua destilada e
armazenados em formol. Para as analises histoldgicas, os corac¢des foram divididos
em 3 cortes transversais: apice, anel mediano (aproximadamente 3 mm) e base. Em
seguida o anel mediano foi armazenado em cassete histolégico e a imersdo do
material foi realizada em xilou e etanol. ApGs os banhos foi realizado a inclusdo das
amostras em parafina histologica a 60° C.

Na microtomia, foram feitos cortes transversais de 6 um de espessura. Uma média de

5 secc¢des foram obtidos e montados em laminas de vidro para coloragao.

A determinacéo da area de infarto foi realizada mediante colora¢éo com Picrosiriusred
nos cortes histoldgicos. As medidas foram realizadas ap0s digitalizacdo das imagens
por scanner e avaliacdo pelo programa Image J. O tecido cicatrizado no ventriculo
esquerdo, observado mediante diferenca de coloracdo foi selecionado para

determinar a area de infarto

O célculo da regido infartada foi feito pela média do infarto interno e externo. O infarto
interno foi obtido pela raz&o entre a regido infartada no endocardio e &rea total do
endocérdio. O infarto externo foi obtido pela razao entre a area infartada do epicardio
e a area total de tecido epicardico. Para uma melhor padronizacédo dos dados, a area
de infarto foi calculada pela média da avaliagado morfométrica de 5 cortes histol6gicos

de cada animal, com um intervalo minimo de quatro cortes entre cada leitura.

4.2.9. Anélise Estatistica

Os dados foram expressos como médiaterro padrao da média (EPM). Para o estudo
da reatividade vascular de anéis de aorta foi realizado a ANOVA de duas vias. Para
os demais experimentos, foi feito analise de variancia (ANOVA) de uma via. Seguido
pelo teste post-hoc de Tukey O indice de significancia adotado foi p< 0,05.
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RESULTADOS
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5. RESULTADOS

5.1. Area de Infarto

Como descrito nos relatos procedimentais a inducdo de infarto do miocéardio foi
realizada de maneira manual pela oclusao da artéria. Para confirmar a efetividade
cirirgica, os coracdes passaram por procedimentos histolégicos que avaliaram o
percentual da area infartada do coracdo. As figuras 4 A e 4 B apresentam mediante
coloracdo com pricrosirius a extensdo de infarto. Como observado na figura o0s
animais de ambos os grupos indicaram area de infarto acima de 40% do tecido

cardiaco.
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Figura 4. Area de extens&o do infarto corado com picrosirius (A e B). Gréfico representativo da anélise
estatistica da extenséo do infarto (C) . Dados séo expressos como média + EPM (n = 5 e 4) respectivamente.
Teste t de student para amostras independentes.

5.2. Peso Corporal dos Tecidos

Conforme apresentado na tabela 1, os grupos OVX+SHAMsed, OVX+shamef,
OVX+IMsed e OVX+IMef apresentaram peso do utero significativamente menor que
0 grupo controle. Tal resultado ja era esperado, uma vez que todos 0s grupo exceto o
grupo Controle passaram pelo procedimento cirdrgico de ovariectomia que ocasiona
atrofia do utero e conseqiientemente reducao de peso do mesmo. Tal resultado reflete
a efetividade da cirurgia e da condigcéo estrogénica intencionada no estudo. Diversos
autores corroboram com os resultados (Almeida et al., 2014; Claudio et al., 2013;). Os
mesmos grupos que tiveram reducdo do peso do utero (animais ovariectomizados)
apresentaram aumento de peso corporal final comparados ao grupo controle. Além
do peso corporal final, as gorduras retroperitonial, parametrial e mesentérica foram

pesadas separadamente. O infarto do miocardio promoveu reducdo do
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armazenamento de gordura retroperitonial, uma vez que todos os grupo nao infartados
se diferenciaram do grupo OVX+IMSed. J& a gordura parametrial no grupo
OVX+IMsed mostrou-se reduzida apenas comparada aos animais controle. Em contra
partida ambos os grupo apresentaram pesos semelhantes da gordura mesentérica,
sendo significativamente reduzidos em comparacdo ao grupo OVX+SHAMsed. Ao
somar os trés tipos de gordura contatamos que os animais Controle e OVX+SHAMsed

acumularam mais gordura que os animais OVX+IMsed.

Os pulmdes foram pesados umidos (imediatamente apds o sacrificio do animal) e seco
(apbs 24 horas na estufa). O peso umido foi significativamente aumentado no grupo
OVX+IMsed comparado aos animais nao infartados. Entretanto o peso seco néo se

diferenciou entre os grupos. Por fim, os rins e adrenais tiveram seus pesos inalterados

entre oS grupo.

Tabela 1. Parametros ponderais oito semanas apds o treinamento fisico

Peso corporal final (g)
Utero (g)

Pulm3o umido (g)
Pulm3ao seco (g)

%agua no pulmao
Gordura retroperitonial(g)
Gordura parametrial (g)
Gordura mesentérica (g)
Gordura total (g)

Rim esquerdo (g)
Adrenal (g)

Controle OVX+SHAM sed OVX+SHAM ef OVX+IM sed OVX+IM ef
276 £ 9,36 322 +16,59 * 311 +10,44 * 306 +11,08 * 305 + 6,00 *
0,794 £ 0,076 0,149+ 0,036 * 0,159+ 0,037 * 0.090 + 0,008 * 0,110+ 0,013 *
1,318+ 0,071 # 1,426 0,113 # 1,346 £ 0,060 # 1,716 £ 0,166 1.851+£ 0,180
0,309 £ 0,026 0,311 +£0,017 0,314 £0,018 0,406 £ 0,041 0,414 £ 0,030

75 £ 2,00 76£0,719# 76 £ 0,963 # 74 + 1,491 * 76 0,720 *
7,62+ 1,05# 10,30+ 1,90 # 7,30+ 1,51# 5,85+ 0,66 4,60+0,51
7,72 £ 0,63 7,92+1,16 6,89 + 0,83 7,52 +1,28 5,52 +0,53 *
3,79+0,31S 5,42 +0,76 4,27 £0,58 4,48 £ 0,46 3,78+0,32S
19,12 +1,54 # 23,66 + 3,53 # 18,48 + 2,40 17,86 + 1,81 13,74 £ 1,22

0,8176 + 0,033
0,0364 + 0,004

0,8851 + 0,015
0,0255 + 0,002

0,8341 +0,033
0,0310 + 0,003

0,8074 + 0,025
0,0340 + 0,005

0,8178 + 0,026
0,0349 + 0,003
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Dados

sd0 expressos como média + EPM.* P < 0,05 vs Controle; # p < 0,05 vs OVX+ IM ef; S p < 0,05 vs OVX+SHAMsed

5.3. Reatividade Vascular em Anéis de Aorta

A funcéo contratil do vaso estudado foi observado mediante curva de concentragéo-
resposta da Fenilefrina (agonista a1 adrenérgico) nos diferentes grupos (Figura 5).
Foi demonstrado que o infarto do miocardio promoveu aumento da contratilidade do
vaso. Em contrapartida, a ovariectomia inalterou a fungéo contratil. Tal resultado péde
ser constatado pela hipercontratilidade ocorrida no grupo OVX+IMsed comparado ao
grupo Controle e OVX+SHAMsed. Por sua vez o grupo OVX+SHAMsed néo
demonstrou diferencas significativas dos niveis contrateis comparado ao grupo
Controle. Além disso o exercicio fisico promoveu beneficios a reatividade vascular,
observado pela reducdo dos niveis contrateis do grupo OVX+IMef comparado ao
grupo OVX+IMsed.

3507 -~ CON (n=38)
ao0] & OVX+SHAMsep (n= 9).
s 1 &5 OVX+SHAMg (n= 6)
96— 250] & OVX+IMggp (n=6)
10 A OVX+IMgr (n= 9) #
2 2001 *
2 +
S 150-
Q
S 1004
S
50-
0' i = T 1
10 -8 -6 -4 -2

Fenilefrina [Log, M]

Figura 5: Curvas concentragao-resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratas Wistar.;Dados
expressos como médiaterro padrdo da média (EPM).Foi utilizado ANOVA de duas vias seguida pelo
teste pds-hoc de fisher para multiplas comparagdes. *p < 0.05 vs controle; #P <0.05 vs OVX+SHAMsed;
.+ p <0.05 vs OVX+IMef
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Curvas de concentracado-resposta a acetilcolina foram realizadas para averiguar o
relaxamento dos vasos adrticos nos diferentes grupos (figura 6). Corroborando com o
dado anterior, foi constatado que o prejuizo no relaxamento do grupo OVX+IMsed foi
promovido pelo infarto do miocardio e ndo pela ovariectomia. Tendo em vista que 0
grupo infartado sem treinamento fisico teve um percentual de relaxamento
significativamente inferior ao grupo Controle, OVX+SHAMsed e OVX+SHAMef. Ja os
grupos Controle e OVX+SHAMsed nado disporam de diferencas estatisticas. O
beneficio da pratica do exercicio foi mais evidenciado com o aumento no percentual
de relaxamento do grupo infartado que realizou treinamento comparado ao grupo
OVX+IMsed.
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Figura 6: Curvas concentragao-resposta a acetilcolina em anéis isolados de aorta; Dados expressos
como médiazerro padrdo da média (EPM); Foi utilizado ANOVA de duas vias seguida pelo teste pds-
hoc de fisher para multiplas comparacdes. *p < 0,05 vs Controle; #p <0,05 vs OVX+SHAMsed; §p<0,005
OVX+SHAMef +p <0,005 vs OVX+IMef

Para avaliar o papel do sistema antioxidante, os anéis adrticos foram encubados com
trés diferentes tipos de enzimas: Superdoxido Dismutase, Catalase e Apocinina nos

diferentes grupos e realizado a concentragdo-resposta com a fenilefrina como relatado
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anteriormente. A apocinina promoveu efeitos de maior magnitude na contracdo dos
vasos de animais do grupo controle e as demais enzimas inalteraram o percentual de
contracdo no grupo (figura 7A). A catalase produziu maior sensibilidade aos efeitos da
fenilefrina entre os animais do grupo OVX+SHAMsed. O mesmo nao foi observado
com as outras enzimas estudadas (Figura 7B). J& no grupo OVX+SHAMef foram
encontrados diferentes resultados em relacdo ao anterior citado. Nenhuma das
enzimas promoveram diferencas no percentual contratil desse grupo (Figura 7C). No
grupo OVX+IMsed as enzimas nao promoveram diferencas no percentual de
contragéo (Figura 7 D). Ja os animais OVX+IMef, tiveram uma maior sensibilidade a

contracao da fenilefrina nos vasos que continham a enzima Catalase.
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Figura 7: Curvas concentracdo-resposta a fenilefrina mediante encubacdao de apocinina, SOD 2e
catalase em anéis isolados de aorta.*p < 0,005 vs controle. Dados expressos como médiaterro padrdo
da média (EPM); Foi utilizado ANOVA de duas vias seguida pelo teste pds-hoc de Dunnet para
comparagdes com a curva controle do grupo*p < 0,005 vs controle

5.4. Expressdao Protéica das Enzimas Antioxidantes e gp91phox

Utilizamos a andlise da expresséo protéica da gp91phox como parametro de andlise
da expressdo da enzima NADPH oxidase. Como observado na figura 8a expresséo
da gp91phox foi significativamente aumentada no grupo OVX+IMsed em relacédo aos
demais grupos, sugerindo que o infarto do miocéardio tenha proporcionado maior
ativacdo da enzima NADPH oxidase mediante aumento da subunidade no grupo
infartado em relacdo ao OVX+SHAMsed. As analises também evidenciam que a
reducdo dos horménios ovarianos nao interferiram na ativacdo da enzima, haja visto
gque a expressao do grupo controle ndo se diferenciou dos animais OVX+ SHAMsed.
Mas nosso dado mais expressivo nessas analises é a reducdo da expressao da
gp91phox no grupo OVX+IMef em relacdo ao grupo OVX+IMsed, evidenciando que o
treinamento fisico foi um fator importante nos animais infartos para reduzir a ativacédo

da enzima NADPH oxidase.

As andlises da expressdo da SOD revelam que a ovariectomia reduziu a expressao
da enzima e que o treinamento fisico mostrou-se capaz de normalizar a expresséo da
mesma. No entanto ndo houve diferenca nos grupos infartados. Além disso foi
observado que o treinamento fisico na auséncia de cardiopatias promove aumento na
expressdo da catalase, uma vez que o grupo OVX+SHAMef foi significativamente

mais expressivo nas andlises dessa enzima em relacado aos demais grupos.
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Figura 8:Expressdo protéica das enzimas SOD-2, Catalase e gp9lphox nos diferentes
grupos. Dados expressos como médiaterro padrdo da média (EPM). Foi utilizado andlise de variancia

(ANOVA) de uma via seguido de teste post-hoc de Tukey. #p <0,005 vs OVX+SHAMsed; * p<0,005 vs

ovx+IMef; § p <0,005 vs Controle.

5.5. Fluorescéncia Produzida pela Oxidacdo do Dihidroetidio (DHE)

Para avaliarmos a influéncia do Infarto do miocardio sobre a produgcao de O2 +-e a
importancia da atividade fisica nesse contexto, utilizamos a técnica de fluorescéncia
produzida pela oxidagao do DHE (Figura 9). A produgao de O2 -- foi significativamente
aumentada nos animais OVX+IMsed comparado aos demais grupos. Entretanto o
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treinamento fisico realizado em animais infartados foi capaz de reduzir a producéo
excessiva de radicais livres, haja visto que o grupo OVX+IMef foi significativamente
menor em relacdo aos OVX+IMsed. Além disso tendo em vista que o grupo OVX+IMef
nao teve variancia significativa em relacdo aos animais controle, OVX+SHAMsed e
OVX+SHAMef, sugerimos que o treinamento fisico ndo foi meramente um fator de
reducdo da produgédo de O2 --. Destacamos que 0 mesmo foi capaz de restabelecer

a producéao de radicais livres a niveis basais
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Figura 9: Avaliacdo da produgdo de anion superdxido (O2e- ) “in situ” por Imagens de micrografia

representando a fluorescéncia emitida por dihidroetidio em segmentos de aorta em todos os grupos.
Dados expressos como médiaterro padrdo da média (EPM). Foi utilizado analise de variancia (ANOVA)

de uma via seguido de teste post-hoc de Tukey. *P < 0,005 vs OVX+IMsed
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6. DISCUSSAO

6.1. Peso dos Tecidos - tabela 1

O peso do utero dos animais ovariectomizados foi inferior ao peso uterino do grupo
Controle, que por sua vez manteve a presenca do ovario. Como relatado
anteriormente a atrofia do Utero é apontada em muitos estudos como dado
comprobatério da efetividade da cirurgia e reducdo significativa dos niveis
estrogénicos. Além disso a reducdo dos hormdnios ovarianos foram
concomitantemente visualizados ao aumento do peso corporal final, tendo em vista
gue os mesmo animais que foram submetidos a cirurgia de retirada do Utero,

obtiveram aumento de peso ao fim do estudo, comparado ao grupo Controle.

O envolvimento do estrogénio com o desempenho metabdlico vem sendo discutido
em diversos estudos. Heine et al. (2000) constatou que camundongos Knockout de
receptores de estrogénio a apresentaram aumento de tecido adiposo em machos e
fémeas. Muitos estudos corroboram com os achados, evidenciando aumento de peso
corporal na auséncia de estrogénio (Jones et al., 2000; Madak-Erdogan et., 2016).
Entretanto os mecanismos pelo qual o estrogénio interfere no funcionamento
metabdlico ainda ndo estdo bem esclarecidos. Nesse contexto diferentes hipéteses
tem sido investigadas. Kimura et al. (2002) observou que ratas ovariectomizadas
apresentaram reducdo da expressdo de receptores de leptina, que poderiam
ocasionar maior ingestdo alimentar pela dificuldade de saciedade, resultando em
aumento de peso corporal. Contudo esses e outros resultados precisam ser mais

investigados para se constatar a via de atuacado do estrogénio nesse ambito.

Nosso estudo expds que o peso do utero dos animais nao infartados foi
significativamente reduzido em comparacao aos animais controles. A retirada dos
ovarios causa atrofia no Utero. Torrezan et al. (2008) obteve 0 mesmo resultado em
seu estudo e realizou tratamento com isoflavonas apds ovariectomia visando
investigar se as mesmas poderiam evitar tdo resultado morfoldgico. Entretanto o
tratamento ndo impediu a atrofia do endométrio. Resultados semelhantes foram
obtidos com o peso corporal final dos animais, em que todos os integrantes dos grupos

ovariectomizados se diferenciaram do controle. Entretanto contrapondo-se da



56

reducdo do peso uterino, os animais sem ovario tiveram o peso corporal final

aumentados

Nas analises de peso umido fica claro que os animais infartados apresentam pulmdes
mais pesados em relacdo ao grupo controle. Sabe-se que a insuficiéncia cardiaca
gerada pelo infarto pode ocasionar o quadro de congestdo pulmonar, que é
caracterizado pelo aumento de liquido nos pulmdes, que por sua vez gera dificuldades
respiratorias (Mesquita et al., 2004). Apesar do treinamento fisico ter mostrado
influencia positiva em outros parametros nesse estudo, 0 mesmo ndo conseguiu
reverter o aumento de liquido nos pulmdes ocasionado pelo IM. Alguns estudos
apontam que a atividade fisica aerObica de alta intensidade afetam mais o
funcionamento pulmonar em detrimento aos exercicios de baixa intensidade
(Normandim et al., 2002; Silva et al., 2008)

As gorduras retroperitonial, mesentérica e parametrial foram pesadas separadamente
e somadas ao final. O treinamento fisico ndo promoveu reducéo de peso significativa
entre 0s grupos treinados em relacéo aos sedentériOs, tanto de animais Sham quanto
dos IM. Somando os valores de peso das gorduras retroperitonial, parametrial e
mesentérica, observamos que 0s pesos maiores sao exibidos nos grupos controle e
OVX+SHAMsed em relacdo ao OVX+IMef. A propria patologia pode ter ocasionado a
reducdo do peso que somado aos efeitos do exercicio fisico tenha promovido tal
resultado. Entretanto séo diversos os fatores que podem influenciar o peso e a
composi¢cdo corporal desses animais, incluindo a insuficiéncia cardiaca que pode

estar instalada ou ndo nesses animais em reposta ao infarto

6.2. REATIVIDADE VASCULAR

Em nossas analises de reatividade vascular constatamos que o percentual contratil
do grupo OVX+IMsed foi mais significativo, mostrando-se mais expressivo sobretudo
ao grupo Controle e OVX+SHAMsed. Tal resultado ressalta que 0s prejuizos
proporcionados pela injaria cardiaca afetam ndo apenas a funcdo cardiaca mas
também a funcdo vascular. Sabe-se que o IAM desencadeia a ativacdo de
mecanismos neurohumorais como SRAA, sistema nervoso simpatico, ANP, CNP

entre outros, e que os mesmo podem proporcionar modificacées na reatividade dos
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vasos (Furchgott e Zawadzki, 1980; Zdanowicz, 2002; Ledoux et al., 2003). Além
disso, em condi¢Bes normais o endotélio vascular libera substancias com fungdes
vasoconstrictoras e vasodilatadoras. Endotelina-1, prostaglandinas H2 (PGH2)
Tromboxano A2 (TXA2) sdo exemplos de substancias vasoconstrictoras. Ja o 6xido
nitrico (NO), prostaciclinas (PGI2) e fator hiperpolarizante derivado de endotélio
(EDHF) sao substéancias vasodilatadoras. Em circunstancias patoldgicas os niveis de
liberacdo das substancias citadas podem ser alterados, desequilibrando o padréao
entre 0s elementos vasoconstrictores/vasodilatadores gerando modificacbes na
reatividade do vaso (Fang e Marwick, 2002). Por fim o IAM gera um processo
inflamatorio, no qual a citocina € apontada como um dos mediadores pré-inflamatérios
mais relevante (Ledoux et al., 2003). A sustentacdo de niveis elevados de citocinas

podem desencadear a disfuncéo endotelial (Aldhahi e Hamdy, 2003).

Quin et al., (2014) também obteve prejuizos na reatividade vascular ocasionados pelo
IAM, entretanto suas analises foram observadas em artéria mesentérica. Outros
estudos obtiveram resultados semelhantes, porém a disfuncao endotelial ocasionada
pela isquemiafora avaliada em vasos coronarianos (Obata et al., 2009; Kim et al.,
2009). Corroborando com os dados, Lee et al., (2009) também observou prejuizos na
funcionalidade reativa de vasos adrticos mediante contracao induzida por fenilefrina,
em animais submetidos a isquemia. Dessa forma constatamos perante andlises de
estudos prévios, que os efeitos danosos da reatividade vascular ocasionados pelo IAM
ja vem sendo discutidos na literatura. Entretanto é necessario destacar que embora o
conteudo ja tenha sido explorado nas pesquisas, ainda ndo hd um consenso que
destaque com clareza os efeitos de tal patologia na disfungcéao vascular pois, fatores
como o tipo de vaso avaliado, idade e género podem influenciar na variabilidade dos
resultados obtidos. Com isso torna-se necessario maior volume de pesquisas que
avaliem o tema proposto mediante um mesmo fator. Além disso é notério que os
estudos que analisaram a reatividade vascular em fungdo da isquemia, foram
realizados sobretudo com género masculino, tornando escasso 0s resultados em

fémeas.

Nossos resultados sugerem que as modificacdes no padrao de contratilidade no grupo
Infartado com treinamento fisico, foi promovido sobretudo pelo infarto e ndo pela

ovariectomia, haja visto que o grupo sham, (que também foi submetido a retirada dos
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ovarios entretanto a artéria coronaria nao foi ocluida), ndo se diferenciou dos

resultados do grupo controle.

Um dos dados mais relevantes deste estudo foi a reducdo significativa da
contratilidade do grupo infarto treinado comparado ao grupo infartado sem
treinamento fisico. Tal resultado evidencia que o treinamento fisico de baixa a
moderada intensidade promoveu uma melhora na funcionalidade do vaso da aorta.
Corroborando com os dados,observamos que o grupo infartado treinado obteve uma
maior resposta no percentual de relaxamento comparado ao grupo infartado que nao
realizou atividade fisica. Sabe-se que o treinamento fisico pode promover alteracbes
agudas e cronicas na reatividade vascular. O aumento da forca pulsatil e o estresse
de cisalhamento s&o mencionados como as principais energias mecanicas
responsaveis pelas alteracbes agudas. O shear stress incitado pelo exercicio por
exemplo, ocasiona vasodilatacdo (Hilton, 1959; Lie et al., 1970). Por sua vez, muitos
autores ja citaram que o principal efeito crénico do treinamento fisico observado na
reatividade vascular € a minimizacdo do efeito vasoconstrictor pelos influentes
vasoativos (Laughlin e McAllister, 1992; Parker et al., 1994). O principal mecanismo
de acdo pelo qual o exercicio fisico promove vasodilatacdo vem sendo citado pelo
aumento do shear stress ocasionado pela pratica do exercicio. Tal atuacdo mecanica
induz a formacéo de eNOS (Busconi et al., 1993) que por sua vez produz 6xido nitrico
mediante converséo de L -arginina a L-citrulina (Konturek, 1995). NO entao difundi-se
para o musculo liso e se liga a guanilato ciclase ativando-a. GCa gera GMPc a partir
da molécula de GTP (Souza Junior et al., 2012). GMPc por sua vez vai promover a
saida de calcio da célula, dificultando o processo de contracdo muscular que acarreta
entdo em vasodilatacdo. O influxo de Ca?* acarretando reducéo da resposta contratil
jatem sido relatado como um dos efeitos do treinamento crénico (Jen et al., 2002; Chu
et al.,, 2000). Em seu estudo Sessa et al. (1992) relatou que o estresse de
cisalhamento leva a uma ativacdo de RNAm da sintetase NO. Para tal ativacdo é
necessario solicitacao de elementos responsivos ao estresse de cisalhamento (SSRE)
no gene NOs3. A ativacédo da sintetase NO, por sua vez leva a maior liberacéo do
vasodilatador NO, podendo ser um dos mecanismos que ocasione reducdo na
contratilidade e/ou um maior relaxamento do vaso mediante doses de fenilefrina e

acetilcolina respectivamente.
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Alguns fatores podem influenciar os resultados como a frequéncia do exercicio e o
tipo de exercicio. Em vasos coronarianos ja foi constatado que em cées exercicios de
curto e longo prazo elevam os niveis da expressdo de RNAm da NOS, ocasionando
aumento de NO e melhora no padrdo de relaxamento do vaso (Sessa et al., 1994;
Koller et al., 1995; Wang et al., 1993). Entretanto ao se analisar a reatividade vascular
em artéria aorta de ratos submetidos a diferentes intensidades de treinamento de
natacdo, constatou-se que 0s animais que treinaram nas maiores intensidades (acima
do limiar anaerdbica) tiveram maiores niveis de contracdo com fenilefrina em baixas
concentragdes, além disso o percentual de relaxamento foi reduzido, mostrando
prejuizos mediante treinamento de altas intensidades. (Brito et al.,, 2015).
Corroborando com os dados Bergholm et al. (1999) mostrou que o treinamento de
corrida intenso promoveu um prejuizo no relaxamento depende de endotélio além da
reducdo das enzimas antioxidantes.Contudo o exercicio ndo promoveu mudancas no
relaxamento independente de endotélio. Ja Clarkson et al. (1999) avaliou a
combinacéo de exercicios aerdbicos e anaerdbicos sobre a funcéo reativa da artéria
braquial e observou que o grupo treinado obteve resultados positivos em contraste
com o grupo sedentario. Como no relato anterior, o relaxamento independente de
endotélio ndo foi alterado. Por sua vez, Kingwell et al. (1997) observou em seus
resultados de pesquisa que 4 semanas de treinamento aerébico em homens refletiu
em uma vasodilatacdo mais expressiva (Kingwell et al., 1997). Mediante essa
pequena amostra de revisao literaria bem como analises de estudos de metanalise,
compreendemos que a investigacdo dos efeitos do exercicio fisico sobre o
funcionamento do organismo, sobretudo sobre a funcdo vascular € bastante
heterogénia e abrange muitos fatores que possam promover diferentes resultados de
um estudo para outro. Com base no que ja foi descoberto ha uma propensao global
da atividade fisica em promover beneficios a saude corporal. Entretanto faz-se
necessario ressaltar que para melhores esclarecimentos € preciso avaliar as situacfes
e vertentes dos estudos de maneira individualizada analisando os fatores do exercicio
fisico(como tipo de atividade fisica, intensidade, frequéncia e duracdo) bem como o
alvo analisado (como o0 género, a idade e o sistema fisiologico avaliado). Até o
presente momento a literatura ndo dispde de estudos que avaliem a atividade fisica
de baixa a moderada intensidade sobre a reatividade vascular de artérias aorta em
modelo de ratas fémeas ovariectomizadas e infartadas, impossibilitando a reviséo e

discussdo de trabalhos mais similares ao aqui descrito. A sociedade atual vem
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ressaltando cada vez mais a importancia da pratica regular de atividade fisica para os
beneficios da saude, o que tem promovido um aumento do nimero de pesquisas que
investiguem tal tema. Entretanto como o exercicio fisico possui muitas variacoes,

muitas vezes o numero de publicagcbes em uma vertente especifica ainda € escasso.

O infarto do miocardio pode ocasionar multiplas modificagdes no funcionamento do
organismo, que podem ser agravadas pela auséncia dos horménio ovarianos. Tais
modificacdes podem ser analisadas desde de alteracdes génicas, moleculares até a
préprio prejuizo na funcionalidade de 6rgaos especificos. Avaliamos a contratilidade
dos vasos nos diferentes grupos mediante acao de algumas enzimas antioxidantes,
tendo em vista que nossas investigacdes visaram sobretudo analisar o perfil do
estresse oxidativo mediante o modelo proposto. O grupo Controle apresentou maior
responsividade a fenilefrina nos vasos que receberam apocinina (um inibidor do
complexo enziméatico NADPH oxidase). Sabe-se que o anion superéxido é descrito
como um "varreador" de NO, uma vez que ambos se unem formando perdoxido nitrito
(ONOO-), reduzindo assim a biodisponibilidade de NO (Kelvin et al., 2005). Tendo que
vista que o NO possui propriedades vasodilatadoras como ja fora citado
anteriormente, esperava-se que inibindo a fonte de Oz a resposta contratil fosse
reduzida. Entretanto uma resposta controversa foi observada em um grupo que nao
foi submetido a procedimentos cirargicos e atividade fisica. Tendo em vista que 0s
animais estavam sendo armazenados em locais apropriados, com temperatura ideal,
agua e comida disponivel, respeitando a luminosidade adequada e que 0s mesmo néo
foram submetidos a nenhuma situacdes de estresse, consideramos que 0s animais
nao estavam em condi¢des significativas de estresse oxidativo, mas sim de producao
das ERO a niveis basais, importante para manter a homeostasia. A produ¢do normal
de anion superoéxido pela via NADPH oxidase observada em condi¢@es fisioldgicas de
normalidade é importante para as funcées de sinalizacao celular no organismo, tendo
em vista que é funcdo também desempenhadas pelas ERO. Seu papel mais
especifico nesse contexto € atuar como segundo - mensageiro transportando a
informacao adquirida na superficie da célula até local onde se realizara a transcrigdo
génica (Finkel, 1999).A formacédo desses radicais livres influenciam a transducéo de
sinal sobre varios aspectos, mas principalmente na acdo no NF-KB (factor nuclear
kappa B). Tal complexo proteico esta envolvido no funcionamento do sistema imune

e regula ativacdo de genes especificos. A ativacdo inapropriada no NF-KB pode
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causar efeitos deletérios (Flohé et al., 1997). Ou seja, a producdo exarcebada das
ERO sado prejudiciais para a saude e desencadeadora de inUmeras doencas.
Entretanto sua producéo a niveis fisiolégicos € importante para organismo, exibindo
funcdes especificas na sinalizacdo celular. Tendo em vista que esses animais
provavelmente n&o se encontravam em situagdes de estresse oxidativo, mas sim de
nivel normal da producéo de radicais livres, o bloqueio da produgéo de 02 mostrou-se

prejudicial para a reatividade do vaso.

Os vasos que receberam a catalase foram mais responsivos a contratilidade da
fenilefrina, em contrates com as demais enzimas antioxidantes também avaliadas.
Como ja foi mencionado anteriormente, o mecanismo de acéo da catalase é atuar com
H202 promovendo a formacéo de H20 + O2Em seu livro Aires (2012) explica que a
maior presenca de Oz no vaso resulta em constricdo do mesmo, assim como o
aumento de Co2 por sua vez promove efeito oposto. Exemplo pratico pode ser
observado pelo estudo de Silva et al. (2014) que entre seus dados demonstrou a
vasoconstricao resultante de hiperdxia em humanos. Sendo assim, acreditamos que
o maior efeito contratil observado no grafico € resultado do aumento de oxigénio que
foi promovido por sua vez pela acédo da catalase ao peroxido de hidrogénio. Apesar
dos animais desse grupo nao terem sido submetido a oclusédo da artéria coronaria
caracterizando a isquemia, 0os mesmo foram submetidos a toracotomia e
externalizacdo do coracdo. Tal procedimento é bastante invasivo e pode ter
acarretado estresse aos animais, tendo em vista que muitos necessitaram de
ventilagdo mecénica e evidenciaram curtos periodos de parada cardiorrespiratoria.
Esses efeitos podem ter auxiliado para o aumento de H202 nesses animais. Em
comparacao com esse resultado o grafico C da figura 7 mostra que animais SHAM
qgue foram submetidos ao treinamento fisico ndo resultaram em aumento do
percentual contratii mediante acdo da catalase bem como as demais enzimas
antioxidantes aqui estudadas. O estresse provocado pela toracotomia e
externalizacdo do coracdo pode ter sido revertidos pela acdo benéfica do exercicio
fisico. Logo ndo ocasionando aumento nos valores H202, que nesse grupo
possivelmente estejam a niveis basais. Com isso, a acdo da catalase gerou O2
proporcional aos niveis de H202, ndo sendo significativos para ocasionar constricao

vascular.
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Realizando uma comparacgéo visual do percentual de contracdo dos vasos Controles
dos animais OVX+IMsedi (grafico D figura 7) com o grupo OVX+SHAMsed (grafico B
figura 7), observamos que o infarto do miocardio promoveu quase o dobro do percentil
contratil. Mediante altos niveis de EROs e a acdo das enzimas antioxidantes nao
foram suficientes para promover reducao significativa da vasoconstricdo, apesar de
uma tendéncia na diminuicdo da contragdo vascular notado na acdo da SOD e
apocinina. Ao realizarmos a mesma comparacdo visual na contracdo dos vasos
controle, porém entre o grupo infarto e infarto com exercicio fisico (grafico E figura 7),
constatamos mais uma vez o beneficio da pratica do treinamento fisico, uma vez que
0s animais treinados reduziram os niveis de contracdo vascular comparados aos
sedentarios, se assemelhando ainda as propor¢cées do grupo OVX+SHAMsed. As
enzimas SOD e apocinina ndo promoveram diferencas na reatividade vascular,
todavia ainda similar ao grupo OVX+SHAMsed, os vasos que receberam catalase
tiveram um aumento na resposta contrdti comparado ao vaso controle.
Provavelmente esse grupo resultou em um perfil vasoativo parecido com o grupo
sham sem treinamento fisico, em que ha um aumento nos niveis de EROs comparado

ao grupo controle, entretanto menor que o grupo infartado.

6.3. Western Blot e Dihidroetideo

Sabe-se que a NADPH oxidase é um complexo enzimatico constituida por diferentes
subunidades e que quando ativada € uma das fontes responsaveis pela geracdo de
anion superoxido através do deslocamento de elétrons da prépria enzima para a
molécula de oxigénio (Bedard & Krause, 2007). As subunidades dessa enzima séo
proteinas que se encontram na membrana plasmética ou no citosol da célula. A
gp91phox e p22phox sdo as subunidades membranares enquanto a rac, p40phox,
p47phox, p67phox e RhoGDI constituem as proteinas citoplasmaticas. Para que a
enzima torne-se ativada € necessario um deslocamento das subunidades citosolicas
para a membrana, agregando-se as demais ali existentes, como mostrado na figura
10 a sequir (Bedard & Krause, 2007; Babior, 2004;Heyworth et al., 2003).
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Resting Activated

cytosol

Figura 10: Estrutura da enzima NADPH oxidase sendo ativada. Fonte:McCann, 2013

A subunidade gp91phox pode ser ativada pela PKC (proteina quinase C) e fosforilada
nesse decurso. Tal ocorréncia resulta em uma interatividade mais vigorosa com as
outras subunidades da enzima, o que leva a uma producdo de superoxido mais
acentuada (Raad et al., 2009). Por esse motivo avaliamos a expressao da NADPH

oxidase pela expresséo dagp9lphoxpela técnica de western blot.

Nossos dados mostram que a o infarto do miocardio ocasionou um aumento na
expressdo da gp9lphox, tendo em vista que o0 grupo OVX+IMsed foi
significativamente maior em relagcdo ao OVX+SHAMsed e ao grupo Controle. Em sua
revisdo Weseler & Bast (2010) descrevem que a ativacdo dos receptores AT1
ocasiona migracdo das subunidades citoplasmaticas da enzima NADPH para a
membrana, conectando-se as subunidades ali ja existentes, resultando em producéo
de anion superoxido, e que os receptores AT1 por sua vez sdo ativados pela presenca
de angiotensia Il. Ja € bem estabelecido que a ativacdo do sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA), é um dos efeitos proporcionados pelo infarto do
miocardio no processo de remodelamento cardiaco (Meggs et al. 1993; El-Sabban et
al. 2000). A ativacao dessa via € iniciada por uma reducao da pressao arterial, como
consequéncia do préprio evento cardiaco. Na tentativa de reverter esse quadro 0s rins
passam a secretar mais renina, cuja funcdo € fragmentar o angiotensinogénio,
gerando angiotensina-l. Esse peptideo € entédo transformado em angiotensina-Il pela
acado da enzima conversora de angiotensina (ECA). A acdo desse horménio pode
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ocorrer pela interacdo com os receptores ATle AT2 (Paul et al. 2006). Receptores
AT1 ativados por sua vez acarretam a ativacdo de NADPH oxidase como j& fora

descrito.

A maior expressdo da gp91phox foi acompanhada pela maior presenca de espécies
reativas de oxigénio nos vasos sanguineos do grupo OVX+IMsed, como observado
pela técnica de DHE em que a fluorescéncia obtida nesse grupo foi superior a todos
0os demais. Tais dados sugerem que a maior presenca de ROS, por uma maior
ativacdo da NADPH oxidase pode ser um dos mecanismos gue estejam ocasionando
0 prejuizo na reatividade vascular dos animais infartos, observados por um aumento
significativo no percentil contratii bem como reducdo significativa dos valores

percentuais de relaxamento.

Tal prejuizo da reatividade vascular entretanto, foi revertido pelo treinamento fisico
como ja fora discursado anteriormente, uma vez que o treinamento fisico promoveu
nos vasos aorticos do grupo OVX+IMef aumento do percentual de relaxamento e
reducdo dos valores contrateis, quando comparado aos animais infartados que nao
foram submetidos ao treinamento fisico. Os dados do W.B acompanham esses
resultados uma vez que a expressao da gp91lphox também foi reduzida no grupo
OVX+IMef comparado aos animais OVX+IMsed. Por fim os dados do DHE mostram
gue o treinamento fisico em animais infartados foi importante para reduzir a presenca

das ROS, como observado no gréafico 9 pela técnica de DHE.

Estudos anteriores do nosso laboratorio mostrou que o treinamento fisico iniciado 15
dias depois do IM também foi benéfico para o funcionamento cardiaco, e que também
foi capaz de reduzir a expressdo da gp91phox porém em analises de tecido cardiaco
(Almeida et al., 2014). Acreditamos que o principal mecanismo envolvido nessa
melhora do funcionamento cardiaco e vascular proporcionada pelo treinamento fisico
seja a reducdo da ativacdo do SRAA, haja visto que o treinamento também reduziu a
deposicao de colageno nos coragoes infartados e que ja € demonstrado por distintas
vias de sinaliza¢cbes que a ativagcao dos receptores AT1 pela interacdo com seu
principal horménio ligante, a angiotensina Il, aumenta a deposi¢cdo de colageno
(Tziakas et al., 2003). Estudos ja evidenciaram que o exercicio fisico agudo ocasiona
maior ativacdo do SRAA (Staessen et al., 1985; Wade et al.,, 1980). Entretanto o

exercicio fisico crénico proporciona efeito oposto, reduzindo a ativacdo desse sistema,
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que por sua vez acarretam em niveis de angiotensina Il reduzidos (Braith et al., 1999).
Além dos diversos estudos com modelo animal, h4 também pesquisas que
comprovam a eficiéncia da pratica de exercicios fisicos na regulacéo da angiotensina
I, como por exemplo Braith et al., (1999) que observou uma reducdo de 26% da
angiotensina Il plasmética em individuos que participaram de um programa de

treinamento fisico por um periodo de 4 meses apoés a incidéncia do evento cardiaco.

Nosso estudo foi realizado com o objetivo de investigar a influéncia do treinamento
fisico sobre a reatividade vascular em anéis de aorta de animais infartados, tendo em
vista os diversos beneficios que a pratica regular de exercicios fisicos proporciona ao
sistema cardiovascular como jA é bem definido na literatura. Na hipétese do
treinamento fisico proporcionar uma melhora na funcao vascular, pressupomos que 0
sistema antioxidante poderia ser uma das principais vias influenciadoras na resposta
benéfica, haja visto que o treinamento fisico proporciona um aumento das enzimas
antioxidantes. Nosso estudo indicou que o treinamento fisico foi eficaz em
proporcionar maior ativagdo do sistema antioxidante, uma vez que 0s animais
OVX+SHAMef evidenciaram aumento na expresséo das enzimas SOD e Catalase em
relacdo ao grupo OVX+SHAMsed. Entretanto, para o modelo de animais infartados o
treinamento fisico realizado nédo foi suficiente para ocasionar aumento na expressao
dessas enzimas. Acreditamos que a intensidade do treinamento pode ter sido a
principal influéncia para ocasionar tal resultado, em que o exercicio fisico de baixa
intensidade é eficiente para aumentar a producdo das enzimas antioxidantes em
animais com o funcionamento cardiovascular normalizado, mas ndo para animais

submetidos ao infarto do miocardio.

Sabe-se que o infarto do miocardio acarreta 0 aumento da producdo de espécies
reativas de oxigénio, atingindo muitas vezes o estado de estresse oxidativo, como
observado em nossos resultados em que a técnica de Dihidroetidio nos evidencia que
0s animais infartados possuem os niveis de ROS significativamente aumentados em
relacdo aos demais grupos. Em situacdes em que os niveis de ERO néo estao
intensificados , o treinamento fisico de baixa intensidade pode ser importante na
promocao significativa do sistema antioxidante. Entretanto em circunstancias de
producdo exacerbada das ROS , como por exemplo no infarto do miocéardio, o
aumento da producdo das enzimas antioxidantes mediante o treinamento fisico de

baixa intensidade pode nao ser suficiente para reverter o quadro de desbalanco entre
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0s sistemas oxidante/antioxidante. Em seu estudo Xu et al., (2010) constatou que o
treinamento fisico promoveu aumento da expressdo das enzimas antioxidantes em
animais infartado. Entretanto os animais foram submetidos a exercicios de alta
intensidade e os dados foram observados no ventriculo esquerdo e ndo em vasos

como proposto em nosso trabalho.
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7. CONCLUSAO

Concluimos com o estudo vigente que o infarto do miocardio prejudica a
funcionalidade vascular de vasos adrticos em ratas ovariectomizadas e que o0 aumento
do estresse oxidativo mediante maior ativacdo da NADPH oxidase contribui para os
danos citados. Além disso, o treinamento fisico crénico aerdbico de baixa a moderada
intensidade melhora a reatividade vascular por intermédio da expressao reduzida da
NADPH oxidase, resultando em diminuicdo das espécies reativas de oxigénio.
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