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RESUMO

Baseado na hipotese de que a modulagao do estresse oxidativo cardiaco &
diretamente associada a ativagdo de vias de sinalizagdo de crescimento
celular, propomos estudar o perfil oxidativo cardiaco em modelos de
hipertrofia cardiaca patolégica (HCP) e fisiolégica (HCF). Além disso,
buscamos verificar se existe associagdo deste perfil com a ativacao de vias
de sinalizacdo de crescimento celular, bem como com a funcdo cardiaca e
se isto é influenciado pelo exercicio fisico e pelos sistemas renina-
angiotensina (SRA) e nervoso simpatico (SNS). Para isso, desenvolvemos
cinco trabalhos onde avaliamos parametros funcionais, morfolégicos,
bioquimicos e moleculares que permitem avaliacdo dos mecanismos
relacionados com o objetivo desta tese. No primeiro artigo (I), mostramos o
efeito do exercicio em animais SHR sobre a diminuigdo do estresse oxidativo
e da atividade simpatica cardiaca, avaliada através da concentracdo de
noradrenalina no coragdo. Esses parametros apresentaram fortes
correlagdes com a reducado da hipertrofia cardiaca patolégica hipertensiva.
Este primeiro estudo mostrou que atividade do SNS sobre o coracdo esta
associada ao aumento do estresse oxidativo, podendo, entdo, estimular o
desenvolvimento da HCP. No segundo estudo (artigo Il), buscamos
comparar o perfil oxidativo cardiaco em ratos normotensos e hipertensos e
associar estes parametros com a ativagdo de vias de sinalizacio
intracelulares. Verificamos que os animais SHR com hipertenséo
estabelecida apresentam elevado estresse oxidativo cardiaco, e isto esta
fortemente associado com o indice de hipertrofia cardiaca (IHC) e com a
ativagdo da p38. Por outro lado, verificamos uma associagéo inversa entre o
dano protéico oxidativo e a ativagcao da ERK1/2. Os resultados demonstram,
assim, que animais SHR com hipertensdo estabelecida e HCP, apresentam
um quadro de estresse oxidativo cardiaco, e isso pode determinar o
predominio da ativacao de vias pro-apoptéticas, em detrimento das vias de
sobrevivéncia celular. Apds, realizamos o terceiro estudo (artigo Ill), onde
avaliamos o efeito do enalapril, um inibidor da enzima conversora da
angiotensina (ECA) sobre os parametros avaliados no estudo anterior.
Mostramos através do uso do enalapril, que o SRA estimula o estresse
oxidativo cardiaco e a ativacdo da p38 nos animais SHR com hipertensao
estabelecida e HCP. No entanto, este sistema ndo exerce influéncia sobre a
Akt e a ERK1/2 nesta fase da hipertensdo. Na sequéncia, o artigo IV
possibilitou a avaliacdo do perfil oxidativo cardiaco e das vias e fatores
relacionados com o crescimento celular e o desenvolvimento da HCF
induzida pelo exercicio de natagdo. Demonstramos, através deste estudo,
que o estresse oxidativo e o desequilibrio redox nado estdo diretamente
relacionados com o desenvolvimento da HCF, uma vez que estes estavam
diminuidos nos animais treinados. No entanto, verificamos o aumento da
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fosforilagdo da Akt e da ERK1/2 na HCF, e esta ativacdo de vias
relacionadas ao crescimento celular pode estar sendo estimulada pelo SRA,
provavelmente via fatores de crescimento, como o EGF avaliado neste
estudo. Assim, realizamos o ultimo trabalho (artigo V) onde avaliamos os
efeitos induzidos pelo exercicio sobre a redu¢cao da HCP de animais SHR, e
a participacdo do SRA nesses mecanismos. Verificamos que o exercicio
isolado diminuiu o estresse oxidativo cardiaco, como ja haviamos observado
no artigo I, mas também demonstramos que esse efeito parece determinar a
diminuigao da ativagao da p38 e o aumento da Akt. Esses achados indicam
que o exercicio parece reduzir os fatores pro-apoptédticos cardiacos e
estimular mecanismos de sobrevivéncia, que no final resultam na melhora da
funcdo cardiaca. A participacdo do SRA nesse mecanismo benéfico do
exercicio parece ser discreta pela sua possivel redugao, porém influencia a
ativagcdo da Akt na regressdo da HCP. Dessa forma, concluimos que o
estresse oxidativo esta diretamente associado ao desenvolvimento da HCP
possivelmente promovendo o desequilibrio entre vias de sobrevivéncia e
apoptose celulares, determinando assim, em condigbes patoldgicas, o
predominio da ultima. Nessas condicdes, o SRA e o SNS sdo importantes
por estimular esse quadro de estresse oxidativo, e o exercicio, pelo
contrario, atua sobre esses sistemas melhorando o estado geral cardiaco.
Em condicdes fisioldgicas, a ativacdo de vias relacionadas ao crescimento
celular passa a desempenhar um papel chave na determinacdo da HCF, e
isso se deve a participagdo do SRA e de fatores de crescimento sobre o
coragao.
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ABSTRACT

Considering that oxidative stress is directly associated with cell growth
pathways activation, the aim of this study was to assess cardiac oxidative
stress profile in rat models of physiological (HCF) and pathological (HCP)
cardiac hypertrophy. In addition, we aimed to verify whether an association
exists with intracellular pathways activation and cardiac function. The
participation of renin-angiotensin (SRA) and sympathethic nervous (SNS)
systems and exercise training effect on cardiac hypertrophy were also
assessed. Therefore, we have evaluated functional, morphological,
biochemical, and molecular parameters to assess hypertrophic mechanisms.
The first study (I) demonstrated in spontaneously hypertensive rats (SHR)
that exercise training decreased cardiac oxidative stress and sympathetic
activity, assessed through cardiac norepinephrine concentration. The data
were strongly correlated with the reduction of pathological cardiac
hypertrophy. The first study therefore has shown that cardiac SNS activity is
associated with the increase of oxidative stress, which could determine HCP.
In the second study (Il), we aimed to compare the cardiac oxidative status
between normotensive and hypertensive rats, and to establish an association
with intracellular pathways activation. We have observed that SHR with
established hypertension have increased cardiac oxidative stress, and it was
directly associated the cardiac hypertrophy index (CHI) and with p38
activation. On the other hand, it was verified negative correlation between
protein oxidative damage and ERK1/2 activation. Thus, the results indicate
that SHR with established hypertension and HCP have high oxidative stress,
which could determine the predominance of proapoptotic mechanisms. Next,
the third study (lll) has evaluated an angiotensin-converting enzyme (ECA)
inhibitor, enalapril, effect on the same parameters assessed in article 1. We
have shown in SHR with established hypertension that SRA stimulates
cardiac oxidative stress and p38 activation, whereas enalapril has not
modified Akt and ERK1/2 activation. The fourth study (IV) investigated
cardiac oxidative profile and cell grouth related pathways on swimming
training-induced HCF. We have demonstrated that the decrease of oxidative
stress and the enhanced redox status were not directly associated with IHC.
However, we verified increased Akt and ERK1/2 phosphorilation on HCF.
This pathways response may be stimulated by SRA through increasing
growth factors such as EGF. Thus, the fifth study (V) associated exercise
training and enalapril to assess the exercise effect and SRA participation on
hypertrophic mechanisms. It was demonstrated that only exercise decreased
cardiac oxidative stress, as previously observed in article I, but it has also
decreased p38 activation while increased Akt. The findings indicate that, in
SHR, exercise may decreases cardiac proapoptotic factors and stimulates
survival mechanisms, improving the cardiac function. Moreover, in SHR it is



possible that exercise induces the decrease of angiotensin Il or inhibits its
action whereas it was also observed a small SRA participation in trained
SHR by enalapril-induced decrease of Akt phosphorilation. Therefore, the
overall results indicate that oxidative stress is directly associated with HCP
and might promote the imbalance between cell survival and proapoptotic
pathways. Moreover, SRA and SNS stimulate cardiac oxidative stress while
exercise improves the overall cardiac function. On the other hand, in
physiologic conditions, the activation of cell growth-related pathways exerts a
key role on HCF development, and it depends on SRA participation.
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1. INTRODUCAO

1.1. Hipertrofia Cardiaca

O remodelamento cardiaco € um dos principais elementos envolvidos
na patogénese de diversas doencgas, incluindo a hipertensao e a insuficiéncia
cardiaca (Swynghedauw, 1999). Este processo pode ser definido como
modificagdes intersticiais, celulares e moleculares que promovem alteracdes
no formato e tamanho do coracédo, bem como de sua fungao apds lesédo ou
sobrecarga cardiaca (Cohn, Ferrari et al., 2000). O crescimento dos
cardiomiécitos durante o remodelamento cardiaco é diferente do observado
nas células cardiaca ndao musculares. Enquanto o crescimento pds-natal dos
cardiomidcitos acontece exclusivamente de forma hipertréfica, as células
fibroblasticas e endoteliais respondem com hipertrofia e hiperplasia. Assim, o
remodelamento cardiaco resulta da hipertrofia de midcitos, hipertrofia e
hiperplasia de células ndao miécitos e crescimento dos componentes
intersticiais (Swynghedauw, 1999).

Diante disso, pode-se dizer que a hipertrofia de cardiomidcitos constitui
uma importante caracteristica do processo de remodelamento, sendo uma
adaptagao inicial, tanto as condi¢des fisiolégicas, quanto patoldgicas,
associadas ao aumento do trabalho cardiaco. A resposta hipertrofica
inicialmente normaliza o estresse da parede cardiaca e mantém a fungao
ventricular (Bing, Conrad et al., 2002). No entanto, a sustentagdo do estimulo

hipertréfico determina alteragbes patoldgicas nas células do coragdo e



predispde ao desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca, o que torna a sua
hipertrofia um importante fator de morbidade e mortalidade (Mosterd, Cost et
al., 2001).

De acordo com as adaptagbes miocardicas e a natureza da carga
imposta ao coragdo, a hipertrofia cardiaca pode ser classificada como
patoldgica ou fisioldgica, (Richey e Brown, 1998). Estes padrbes de hipertrofia
apresentam diferentes caracteristicas estruturais e funcionais, assim como
fatores bioquimicos e moleculares que influenciam no remodelamento
cardiaco (lemitsu, Miyauchi et al., 2003).

O treinamento fisico induz hipertrofia cardiaca, também chamada de
‘coragdo do atleta” (Raskoff, Goldman et al., 1976). Essa hipertrofia é
considerada fisiolégica, por ser uma resposta adaptativa que beneficia o
sistema cardiovascular, isto €, diminui a frequéncia cardiaca de repouso e
submaxima, além de aumentar o tempo de enchimento ventricular. Esses
ajustes melhoram a funcédo cardiaca e permitem que o coragao suporte o
aumento da demanda durante o exercicio (Richey e Brown, 1998).

Em atletas, o estudo do desenvolvimento da hipertrofia cardiaca
fisiolégica vem acompanhando a evolugdo das técnicas de imagem,
principalmente ecocardiograficas. Um estudo envolvendo atletas de diferentes
modalidades verificou que em aproximadamente 50% dos atletas, existe
alguma evidéncia de remodelamento cardiaco (Maron e Pelliccia, 2006).
Dentre as evidéncias mais comuns, pode-se citar a alteragao das dimensodes
das cadmaras ventriculares, tanto do ventriculo esquerdo quanto do direito,

associadas a normal funcdo diastélica e sistdlica do ventriculo esquerdo



(Pelliccia, Maron et al., 1991). As alteragdes morfolégicas observadas na
hipertrofia cardiaca fisiologica sao reversiveis e, devido a auséncia de fibrose,
nao promovem efeitos deletérios tardios (Maron e Pelliccia, 2006). No entanto,
o0 aumento da incidéncia de morte subita em atletas chamou a atencao para
0s mecanismos associados ao desenvolvimento desta adaptagao fisioldgica. A
partir de entao, foi evidenciado que o padrao de hipertrofia cardiaca fisiolégica
apresenta uma associagado de diversos fatores neuroenddcrinos e genéticos
que podem potencializar este remodelamento, podendo entido, evoluir para
uma situagao patoldgica (Maron, Carney et al., 2003).

Em animais, a hipertrofia cardiaca induzida pelo exercicio é
caracterizada pelo aumento da relagdo do peso do coragdo pelo peso
corporal, associado a melhora do retorno venoso e do volume diastdlico final
(lemitsu, Miyauchi et al., 2001). Essas alteragées determinam o aumento do
volume sistdlico e induzem a bradicardia de repouso (Geenen, Buttrick et al.,
1988; lemitsu, Miyauchi et al., 2001). Assim, os modelos de hipertrofia
cardiaca fisiolégica demonstram a melhora da fungdo cardiaca associada as
modificagdes estruturais do coragao.

Os fatores que desencadeiam a hipertrofia cardiaca fisiolégica estao
normalmente relacionados a modificagcbes da sobrecarga de volume ou
pressao imposta pelo treinamento e pela modalidade do exercicio. Além disso,
estudos também apontam para o envolvimento de fatores neuroendécrinos e
paracrinos estimulados pelo exercicio (lemitsu, Miyauchi et al., 2003;
Evangelista e Krieger, 2006). Estudos prévios mostraram o aumento da

concentracdo do hormdnio do crescimento e fatores de crescimento apds o



exercicio (Kim, Wende et al., 2008). Como exemplo, a literatura indica o fator
semelhante a insulina (IGF) e o fator de crescimento epidermal (EGF)
(Heineke e Molkentin, 2006). Estes fatores atuam sobre receptores tirosina
cinases e desencadeiam a ativagcdo de diversas vias intracelulares que
promovem, no final, 0 aumento da transcricao protéica e do volume celular.
Além disso, esses fatores podem também atuar sobre células intersticiais
estimulando a fibrose cardiaca (Shah e Catt, 2003).

O sistema renina-angiotensina (SRA) também esta, atualmente, sendo
relacionado com o desenvolvimento da hipertrofia cardiaca fisiolégica, uma
vez verificado que o treinamento aumentou alguns dos seus componentes.
Um estudo prévio mostrou que o treinamento promoveu o aumento da
expressado de receptores AT1 no coragéo (Barauna, Junior et al., 2005). No
entanto, o papel do SRA no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca é
controverso, uma vez que, este sistema também esta associado a
mecanismos que determinam a hipertrofia cardiaca patoldgica.

O padrao patologico de hipertrofia cardiaca vem sendo extensamente
estudado buscando a compreensdo dos principais mecanismos que
determinam a sua evolugéo para a insuficiéncia cardiaca (Bing, Conrad et al.,
2002). Para tanto, os principais modelos de hipertrofia utilizados s&o os
associados a doencas como a hipertensao arterial sistémica e pds-infarto do
miocardio. A sobrecarga pressoérica imposta ao coragao na hipertensao arterial
induz a hipertrofia cardiaca patologica. Este padrdo de hipertrofia € uma
adaptacao compensatdria ao aumento do trabalho cardiaco e € acompanhada

por modificagdes estruturais do miocardio, incluindo perda de cardiomidcitos,



desenvolvimento vascular defeituoso e fibrose (Gonzalez, Ravassa et al.,
2006).

O modelo genético de hipertensdo experimental que utiliza ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) apresenta sobrecarga pressoérica e
gradualmente desenvolve a hipertensao e a hipertrofia cardiaca. Esse modelo
demonstra muitas similaridades com a hipertensdo essencial em humanos,
como o periodo pré-hipertensivo seguido pelas fases de desenvolvimento e de
hipertensao sustentada (Okamoto e Aoki, 1963; Bell, Kelso et al., 2004).

Bell e colaboradores (Bell, Kelso et al., 2004), ao avaliarem o curso
temporal da hipertensdao em animais SHR, verificaram que a pressao arterial
(PA) aumenta progressivamente a partir da 7° semana de vida até a 16°
semana, quando entado € atingido o platé, caracterizando a fase sustentada da
hipertensao. A hipertrofia cardiaca acompanha parcialmente a elevagao da PA
nesses animais, aumentando a partir da 16° semana, isto é, ja na fase de
sustentagcdo da hipertensdo. Durante esta fase a hipertrofia encontra-se
estavel e compensada, porém, apds 18-24 meses, os SHR apresentam um
quadro de insuficiéncia cardiaca grave com disfungdo mecanica, prejuizo da
contratilidade, dilatagdo das camaras e fibrose (Bing, Conrad et al., 2002).

O tamanho das células cardiacas, bem como a massa protéica dos
cardiomidcitos, € maior nos animais SHR, comparados com seus controles
normotensos (Lushnikova e Nepomnyashchikh, 2003). No entanto, o
desenvolvimento da hipertrofia patolégica € considerado multifatorial nesses
animais, e inclui fatores mecanicos e neuroenddcrinos. Dentre esses fatores, o

aumento da atividade do SRA no coracdo, bem como do sistema nervoso



simpatico (SNS), estimula a hipertrofia e o remodelamento cardiaco (Fortufio,
Ravassa et al., 2001).

Sabe-se que tanto o SNS quanto o SRA estimulam a hipertrofia de
cardiomiocitos e, dependendo da intensidade das suas atividades, também
promovem a proliferacao fibroblastica e aumento da fibrose cardiaca (Kim,
Zhan et al., 2000; Amin, Xiao et al., 2001). Esta agcao de crescimento tecidual
€ gerada a partir da ativacdo de diferentes sistemas intracelulares,
metabdlicos e sinalizadores, que culminam na estimulagdo da transcricédo de
alguns genes relacionados com a hipertrofia e hiperplasia celular (Heineke e
Molkentin, 2006). A intensidade elevada e a duragao prolongada do estimulo
durante a hipertensdo, associadas aos fatores hemodindmicos e
neuroendocrinos sobre o coragdo, podem estimular a apoptose de
cardiomidcitos durante a hipertrofia patolégica. A diminuicdo do numero de
cardiomidcitos €, em seguida, compensada através da hipertrofia das células
remanescentes e da proliferagao fibroblastica. (lwata, Cowling et al., 2005).

Sendo assim, a hipertrofia cardiaca patolégica pode ser subdividida em
etapas, sendo estas a fase de desenvolvimento hipertréfico, a fase de
sustentacdo e a fase de transicdo para a insuficiéncia cardiaca
(Swynghedauw, 1999). Cada fase apresenta caracteristicas peculiares
morfofuncionais e bioquimicas que permitem a sua identificacdo e o seu
estudo. A fase de desenvolvimento hipertréfico é caracterizada por alteracdes
energéticas e bioquimicas que culminam no aumento do metabolismo tecidual
e da sintese protéica (lemitsu, Miyauchi et al., 2003). Durante esta fase,

diversos mecanismos de regulagao, sistémicos e locais, equilibram o estresse



gerado pelos fatores hipertréficos e promovem a adaptagao celular. Durante a
fase de sustentacdo, os fatores desencadeantes passam a superar 0s
mecanismos de adaptacdo e, a partir de entdo, verifica-se o inicio de lesao
tecidual, alteragdes metabdlicas e morfolégicas que culminam com a
disfungcao cardiaca. Esta fase também passa a ser conhecida como fase de
descompensacéao ou mal-adaptada (Opie, Commerford et al., 2006).

Durante a fase de descompensacao cardiaca, o constante desequilibrio
homeostatico estimula mecanismos relacionados com a morte celular, como a
inflamacao e necrose, mas também, a apoptose (Fortufio, Ravassa et al.,
2001; Gonzélez, Ravassa et al., 2006). A evolugdo deste quadro gera a
transicdo para a insuficéncia cardiaca, onde praticamente todos os
mecanismos de compensagao e regulagao estdo inibidos ou modificados
(Bing, Conrad et al., 2002).

Assim, durante a fase de sustentacdo da hipertrofia cardiaca
patoldgica, o estudo de fatores bioquimicos locais, associados a lesao celular,
assim como o estudo de fatores moleculares envolvidos neste processo,

importam na compreensao e prevencao da insuficiéncia cardiaca.

1.2. Vias de Sinalizagao Intracelulares Hipertroficas e Apoptoéticas

Os diferentes fatores que determinam a hipertrofia cardiaca em animais
SHR ativam vias de sinalizacao intracelulares importantes para a proliferagcao
de miofilamentos, assim como para o aumento do tamanho e da forga contratil

dos cardiomiécitos. Duas importantes vias de sinalizagao intracelulares



associadas ao crescimento celular sdo as vias das MAPK e proteina cinase
B/Akt.

As proteinas cinases ativadas por mitdégenos (do inglés “mitogen-
activated protein kinases”, MAPK) sao proteinas ativadas pela fosforilacdo de
residuos de treonina e tirosina, e podem ser classificadas em cinases
reguladas por sinais extracelulares (do inglés “extracellular signal-regulated
kinases”, ERK 1/2), grande MAPK (BMK1 ou ERKS), ou proteinas cinase
ativadas por estresse, como a cinase c-Jun N-terminal (JNK) e a p38 (Nishida
e Gotoh, 1993). Previamente, foi reportado que a familia das ERK medeia a
diferenciagao celular e crescimento, enquanto a JNK e a p38 atuam nos
mecanismos de apoptose e alteracdo da expressdo génica em resposta ao
estresse (Kyaw, Yoshizumi et al., 2004).

Estudos prévios com animais SHR mostraram o aumento da ativagao
tanto da ERK1/2 quanto da JNK no coracdo desses animais durante os
estagios pré-hipertensivo e de estabelecimento da hipertensao (Izumi, Kim et
al., 2000; Kacimi e Gerdes, 2003). Estes achados indicam o envolvimento
dessas MAPK no mecanismo de desenvolvimento da hipertrofia cardiaca
patolégica dos SHR. A ERK1/2 é uma cinase citoplasmatica que é ativada
pela acdo de uma cascata de outras cinases. No topo desta via estdo
importantes fatores de estimulacao relacionados a receptores de membrana.
O primeiro é a ativagao de receptores acoplados a proteina G. Parte desses
receptores, ao serem ativados, estimulam fosfolipases e mecanismos de
ativacdo de segundos mensageiros que promovem a ativagao da via Ras/Raf

(Heineke e Molkentin, 2006).



A via Ras/Raf também esta associada a ativacao de receptores tirosina
cinases de fatores de crescimento, como o IGF e EGF, além de outros.
Quando ativados, através da fosforilagcdo de residuos de tirosina, estimulam
diversas moléculas sinalizadoras, incluindo o Ca2+, tirosinas cinases e
espécies ativas de oxigénio (EAQO) (Clerk, Cullingford et al., 2007). Desta
forma, a ativacdo destes receptores pode também promover a ativacdo da
cascata de cinases que culmina na fosforilacdo e ativacdo da ERK1/2. Esta
MAPK, uma vez fosforilada € translocada para o nucleo e ativa a transcrigao
génica de proteinas hipertroficas (Sugden, 2001).

Por outro lado, situagbes de estresse celular oxidativo ou osmotico
promovem preferencialmente a ativagdo das MAPK p38 e JNK, (Tibbles e
Woodgett, 1999). O inicio da cascata de ativagcdo destas MAPK
freqientemente inicia com a ativagdo da cinase regulada por sinais
apoptéticos 1 (do inglés “apoptosis signal-regulating kinase 17, ASK1). Essa
cinase € membro de uma familia de cinases das MAPK e culmina na ativacao
da p38 e da JNK. Esta via esta fortemente relacionada com mecanismos
apoptéticos celulares (Matsuzawa e Ichijo, 2005).

Outra importante via proliferativa € a via da proteina cinase B, também
chamada de Akt. As proteinas ativadas pela Akt fosforilam uma grande
variedade de substratos intracelulares que regulam o crescimento, o
metabolismo e a sobrevivéncia celular (Debosch, Sambandam et al., 2006). A
Akt fosforila e inibe o produto do gene TSC2, um inibidor do importante fator
que promove o crescimento tecidual, o “mammalian target of rapamycin”

(mTOR) (Inoki, Li et al., 2002). A via do fosfatidil inositol-3-cinase (PI3K)/Akt



esta ativada no coracdo de ratos em resposta a sobrecarga de pressao e
também por fatores neuroenddcrinos (Oh, Fujio et al., 1998). No entanto,
ainda existem muitas controvérsias em relagdo ao seu papel no
desenvolvimento da hipertrofia cardiaca patoldgica, pois os aumentos da sua
expressdo e ativacdo foram também evidenciados em estudos com a
hipertrofia cardiaca fisiolégica (Debosch, Treskov et al., 2006).

Outras vias intracelulares que desempenham importante papel na
determinacao morfofuncional da hipertrofia cardiaca patologica sdo as vias
apoptéticas, como a via das caspases e da familia bcl2. Estudos realizados
com ratos SHR mostraram um aumento da expressao da caspase-3 e da
relacdo Bax/Bcl2 no coragao hipertrofico (Lee, Cho et al., 2006). Durante o
desenvolvimento da hipertrofia cardiaca patoldgica, verificou-se a perda
gradativa do numero de cardiomiocitos, o que permite 0 maior
desenvolvimento das células remanescentes e a proliferacdo fibroblastica
(lwata, Cowling et al, 2005). Assim, a ativagdo progressiva de vias
apoptéticas, estimuladas principalmente por fatores neuroenddécrinos, deve ser
determinante para o desenvolvimento do padrao morfofuncional da hipertrofia
cardiaca patologica em animais SHR.

Na literatura cientifica existem achados que demonstram a agdo da
angiotensina |l sobre o seu receptor AT e a ativagao de importantes vias de
sinalizagao intracelulares. No tecido cardiaco, a angiotensina Il apresenta
papéis controversos dependendo da célula estimulada e da sua concentragao.
Estudos indicam o papel hipertréfico da angiotensina Il, através da ativagéo de

vias de crescimento celular (Aoki, Richmond et al., 2000). No entanto, outros
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trabalhos demonstraram que altas concentragdes deste peptideo estimulam
vias apoptoéticas (Fabris, Candido et al., 2007). Em cardiomidcitos, a
angiotensina Il estimula a ativacdo da p38-MAPK que, por sua vez, ativa
proteinas ativadoras (AP-1), e estas, ativam o TGF-B1. Esse ultimo fator de
crescimento tecidual pode apresentar, além do seu papel proliferativo, uma
acao pro-apoptética e esta associado ao desenvolvimento da insuficiéncia
cardiaca induzida por angiotensina Il (Schroder, Heger et al., 2006).

Além do TGF-B1, membros da familia bcl-2 também podem mediar a
apoptose no musculo cardiaco (Fortufio, Ravassa et al., 1998). A familia bcl-2
€ composta por mais de 15 membros, classificados como anti- ou proé-
apoptéticos. O bcl-2 € um fator de sobrevivéncia, enquanto o bax acelera o
processo apoptético. Logo, a razao bax/bcl-2 determina a sobrevivéncia ou a
morte celular apés um estimulo apoptético (Diep, EI Mabrouk et al., 2002).
Outros fatores envolvidos na regulagdo da apoptose sdo as proteases que
pertencem a familia das caspases, especialmente a caspase-3 (Nicholson e
Thornberry, 1997). Em um estudo, utiizando o modelo de hipertensao
induzida por angiotensina Il, verificou-se 0 aumento da expressao da caspase-
3 e aumento da razao bax/bcl2, sendo que o tratamento com losartan, um
bloqueador do receptor AT4, determinou a diminuicao da expressao desses
fatores nos coragdes hipertrofiados (Diep, EI Mabrouk et al., 2002). A
avaliacao desses fatores em ratos SHR também demonstrou o0 aumento da
expressdo do bax no ventriculo esquerdo (Fortufio, Ravassa et al., 1998).

Além disso, a administracdo de angiotensina |l em cardiomiécitos de SHR
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elevou a expressao da caspase-3 assim como do bax (Ravassa, Fortufio et
al., 2000).

Dessa forma, ao estudarmos as vias de sinalizagao relacionadas com a
hipertrofia cardiaca, verificamos que os estudos nao afirmam quais vias estao
exatamente associadas com o padrao fisiolégico e quais estdo com o padrao
patolégico. O que verificamos na literatura € a constatacdo de que existem
vias relacionadas com a sobrevivéncia celular e outras com a morte. Assim,
acredita-se que o equilibrio entre essas vias ou o predominio de uma sobre a
outra determinem o desenvolvimento destes padrbes hipertréficos. Nesse
aspecto, os diversos fatores neuroenddcrinos, paracrinos e até mesmo
autocrinos que atuam sobre o coracdo desempenham um papel fundamental

no controle, na regulagao e na estimulagao destas vias.

1.3. Relagao Estresse Oxidativo e Hipertrofia Cardiaca

O estresse oxidativo parece intermediar o desenvolvimento dos
diferentes padrbes de hipertrofia cardiaca, e a sua estreita relagcdo com
diversos fatores hipertréficos pode justificar esse papel. Sabe-se que na
hipertensdo ocorre o0 aumento do estresse oxidativo e desequilibrio redox
(Touyz, 2004). Fatores esses ja citados na literatura como capazes de
diretamente ativar vias de sinalizagao intracelulares (Akao, Ohler et al., 2001).
Por outro lado, no exercicio, apesar de haver aumento da produgao de EAO,
também ocorre aumento das defesas antioxidantes (Bertagnolli, Campos et

al., 2006). Essa modulagado do estresse oxidativo pode alterar o padrao de
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ativacao de vias de sinalizagao intracelulares e determinar o desenvolvimento
da hipertrofia cardiaca fisioldgica.

O aumento da produgdao de EAO esta relacionado com diversos
mecanismos envolvidos com o remodelamento cardiaco. Em cardiomidcitos
isolados, 0 moderado aumento destas espécies induz hipertrofia e apoptose
(Siwik, Tzortzis et al., 1999). No entanto, ja foi demonstrado que a utilizagéao
de antioxidantes inibiu a hipertrofia induzida pela angiotensina Il (Nakamura,
Fushimi et al., 1998). Além disso, o tratamento com a vitamina E preveniu o
desenvolvimento da hipertrofia cardiaca induzida por hipertireoidismo (Araujo,
Enzveiler et al., 2007). Esses achados mostram a participagcdo do estresse
oxidativo nos mecanismos hipertroficos.

Os efeitos mitogénicos das EAO no coracdo podem envolver a
modulagdo de mecanismos de sinalizagdo sensiveis ao estado redox, como
os mediados por MAPK. Essas ativam fatores transcricionais e induzem a
hipertrofia cardiaca patolégica (Aikawa, Komuro et al., 1997; Sugden, 2001).
No estudo realizado por Li e colaboradores (Li, Gall et al., 2002), foi observado
que o aumento da atividade da NADPH oxidase em cardiomiocitos, um
importante gerador de anion superéxido, foi acompanhado pela ativacéo das
MAPK ERK1/2, ERK5 e p38.

Em animais SHR, a angiotensina Il parece estimular o estresse
oxidativo por aumentar a produgao de anion superéxido através da ativacao
da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase (Frank,
Eguchi et al., 2000). Além disso, o complexo da NADPH oxidase é formado

por um nucleo heterodimero constituido por duas subunidades: p22phox e
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gp91phox; e quatro subunidades reguladoras: p40phox, p47phox, p67phox e
rac1 (Babior, 1999). Alguns estudos mostraram a presenca da NADPH
oxidase em cardiomiécitos de coragdes com hipertrofia de ventriculo esquerdo
(Mohazzab-H, Kaminski et al., 1997). Esses dados podem, assim, indicar a
maior produgao de EAO pela NADPH oxidase durante a hipertrofia cardiaca
patologica.

Dessa forma, as EAQO, assim como as MAPK, parecem estar envolvidas
no remodelamento vascular e cardiaco em diversas condi¢gdes patoldgicas,
como na hipertenséo (Gonzalez, Fortufio et al., 2003). Sabe-se que as MAPK
sdo sensiveis ao estresse oxidativo. O peroxido de hidrogénio (H20-) estimula
a atividade e a expressao de alguns membros da familia das MAPK, como
ERK1/2, UJNK e p38, em células musculares lisas da aorta de ratos
(Yoshizumi, Abe et al., 2000). O H,O, também pode diretamente ativar vias
apoptoéticas, como a via da caspase-3 (Akao, Ohler et al., 2001). Além disso,
nao apenas o aumento das EAO, mas também o estado redox pode contribuir
para a modulagédo de vias de sinalizagdo. A alteragdo do estado redox
induzida pela angiotensina Il ativa vias de sinalizagdo como a p38 e TGF-j1,
sendo que a utilizacdo de antioxidantes preveniu a ativacdo dessas vias
(Wenzel, Taimor et al., 2001). Esses achados indicam que a alteragdo do
estado oxidativo cardiaco, induzida pela angiotensina |l, apresenta um papel
importante na mediagao da ativagédo de vias de sinalizagéo intracelulares.

Dessa forma, verificamos a importancia da realizagdo de estudos que
indiquem as vias de sinalizagdo relacionadas com o desenvolvimento da

hipertrofia cardiaca, tanto patoldgica quanto fisiologica. Igualmente importante
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€ a pesquisa em torno da associagao destas vias de sinalizagao com o estado
redox e a funcao cardiaca. Este conhecimento facilitara o entendimento dos
mecanismos pelos quais diferentes formas de intervengdes, farmacolégicas ou

nao, podem influenciar e modificar os padrées de remodelamento.

1.4. Papel do Exercicio sobre a Hipertrofia Cardiaca

O estudo do papel do exercicio sobre os mecanismos hipertroficos é
importante, ndo apenas pelo fato deste ser utilizado como uma ferramenta de
inducdo de hipertrofia fisioldgica, mas também por agir sobre diversos
mecanismos celulares associados a hipertrofia cardiaca.

Em animais normotensos, o exercicio cronico induz hipertrofia cardiaca,
embora esse efeito dependa do protocolo utilizado (lemitsu, Miyauchi et al.,
2001). Atualmente o exercicio de natagdo em ratos mostrou-se mais eficiente
para a indugao de hipertrofia cardiaca quando comparado ao realizado em
esteira. Isto provavelmente se deve ao fato de que no ambiente aquatico
ocorre um importante aumento da sobrecarga de volume e do retorno venoso
(Medeiros, Oliveira et al., 2004). Na agua, a associagdo de exercicios
dindmicos com o efeito da imersdo deve colaborar para o aumento da
hipertrofia cardiaca. Em ratos submetidos ao treinamento de natacgao,
verificou-se o aumento do tamanho do coracdo associado a melhora da
funcado cardiaca (lemitsu, Miyauchi et al., 2003; Medeiros, Oliveira et al.,

2004). Assim, o exercicio frequentemente é utilizado em experimentos que
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buscam elucidar os mecanismos relacionados com o desenvolvimento da
hipertrofia cardiaca fisioldgica.

No entanto, o exercicio também pode ser utilizado como uma forma de
intervengao sobre os mecanismos relacionados com a hipertrofia cardiaca
patolégica. O treinamento fisico moderado diminui os valores de pressao
arterial em animais SHR (Gava, Véras-Silva et al., 1995; Bertagnolli, Campos
et al., 2006), colaborando com a redugdo da hipertrofia cardiaca nesse
modelo. Embora o efeito do exercicio sobre o peso cardiaco de ratos SHR
dependa da metodologia utilizada, estudos demonstraram que o exercicio
cronico diminui discretamente a hipertrofia cardiaca em animais SHR, e
melhora o metabolismo e a fungéo cardiaca (lemitsu, Miyauchi et al., 2001;
lemitsu, Miyauchi et al., 2003; Lee, Cho et al., 2006). Acredita-se que essa
reducao da hipertrofia ocorra pela modificagado do seu padrao patolégico para
um padrao semelhante ao fisiolégico, induzida pelo exercicio cronico.

Diversos mecanismos fisioldégicos induzidos pelo exercicio podem
colaborar com a alteragao da hipertrofia cardiaca em animais SHR. Dentre
eles, a diminuicdo da frequéncia cardiaca, provavelmente induzida pela
diminuicdo da atividade simpatica ao coragao (Negrao, Moreira et al., 1992), e
da resisténcia vascular periférica (Grassi, Seravalle et al., 1994). Ambos
fatores promovem a diminuicao do trabalho cardiaco e, conseqlientemente,
diminuem a hipertrofia cardiaca.

Em relacdo aos fatores neuroenddcrinos, a modulacdo do SRA
cardiaco, induzida pelo exercicio, pode alterar o padrdao de hipertrofia

cardiaca. A realizacdo de treinamento de resisténcia em ratos normotensos
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aumentou a expressao dos receptores AT¢ no coragao (Barauna, Junior et al.,
2005). Neste mesmo estudo, o tratamento com losartan preveniu a hipertrofia
cardiaca induzida pelo treinamento. Estes achados indicam que o SRA local
exerce uma influéncia na determinacao da hipertrofia cardiaca estimulada pelo
exercicio.

Em um estudo realizado com ratos SHR, o treinamento de natacgao
promoveu a diminuigdo da concentragdo de angiotensina |l plasmatica,
embora nao tenha reduzido a sua concentragao no tecido cardiaco (Filho
(Filho, Ferreira et al., 2008). Neste mesmo estudo, foi observado o aumento
da concentracdo de angiotensina 1-7 no coragdo, sem alteragdo da sua
concentracdo plasmatica. Estes resultados indicam que o treinamento fisico
modulou o SRA cardiaco mesmo em animais SHR.

Assim, o exercicio parece apresentar efeitos benéficos sobre os
mecanismos intracelulares que determinam a hipertrofia cardiaca. Esta agao
benéfica pode ser determinada pela ativacdo de vias de sinalizagcao de
sobrevivéncia no tecido cardiaco. O exercicio também diminui o estado
apoptotico cardiaco de ratos SHR (Lee, Cho et al., 2006). Dessa forma,
achados da literatura indicam que o exercicio crénico previne a hipertrofia
cardiaca patoldgica de ratos SHR, provavelmente por alterar a expresséo de
vias de sinalizacao proliferativas e apoptéticas, embora esta relacdo ainda nao
esteja bem descrita na literatura.

Outro efeito cardioprotetor do exercicio em animais SHR é a diminuigcao
do estresse oxidativo no miocardio, induzido tanto pela diminuicdo da

producdo de EAO, como pelo aumento da atividade das enzimas
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antioxidantes nesse tecido (Hong e Johnson, 1995). O exercicio parece
exercer este efeito por modular a atividade simpatica cardiaca e o SRA, dois
sistemas ja descritos como geradores de EAO.

Assim, embora algumas evidéncias sugiram o papel benéfico do
exercicio sobre a hipertréfica cardiaca patoldgica, ainda faltam estudos que
demonstrem os mecanismos bioquimicos e moleculares envolvidos. Além
disso, ao ser utilizado como uma ferramenta de inducdo de hipertrofia
cardiaca, o efeito pro-hipertréfico do exercicio parece agir sobre mecanismos

diferentes daqueles ativados em situagdes patoldgicas.
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2. HIPOTESE

H4: O exercicio crénico diminui a atividade simpatica, o estresse oxidativo e a
hipertrofia cardiaca patolégica em ratos espontaneamente hipertensos.

H,: O aumento do estresse oxidativo cardiaco esta associado a ativacao de
vias de sinalizagao intracelulares pro-apoptoticas na hipertrofia cardiaca
patologica de ratos espontaneamente hipertensos.

Hs: O enalapril diminui o estresse oxidativo e a ativagdo de vias pro-
apoptéticas cardiacas, contribuindo para a redugao da hipertrofia e melhora da
funcao cardiaca em ratos espontaneamente hipertensos.

H4: O sistema renina-angiotensina estimula o estresse oxidativo e a ativagao
de vias hipertréficas no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca fisiologica.

Hs: O treinamento fisico promove a ativagdo de vias de sobrevivéncia e

inibicao de vias pro-apoptoéticas em ratos espontaneamente hipertensos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o perfil do estresse oxidativo cardiaco em modelos de hipertrofia
cardiaca patoloégica e fisiologica, e verificar se existe associacdo com a
ativacdo de vias de sinalizagdo de crescimento celular, bem como com a

funcao cardiaca.

3.2. Objetivos Especificos

Avaliar nos modelos de hipertrofia cardiaca fisiolégica e patoldgica:
e O perfil do estresse oxidativo cardiaco;
e As diferengcas morfofuncionais cardiovasculares;
e A ativacao de vias de sinalizagao de sobrevivéncia e pro-apoptoéticas;
e O papel dos sistemas nervoso simpatico e renina-angiotensina, bem

como do exercicio cronico sobre o estresse oxidativo cardiaco.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar-Kyoto e espontaneamente
hipertensos (SHR), com 15 semanas de idade e pesando entre 250 e 300
gramas, provenientes do Biotério da Universidade de Sao Paulo. Os animais
foram mantidos em caixas plasticas, sendo quatro animais por caixa, e
receberam ragéo e agua ad libitum, em ambiente com temperatura controlada
(20°C-25°C) e com ciclo claro escuro de 12 horas (das 6:00 as 18:00). Todos
os protocolos realizados seguiram as normas da Comissdo de Pesquisa e
ética em Saude do Grupo de Pesquisa e da Pés-Graduacado do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, RS e foram devidamente aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto
Alegre. A divisao dos grupos, bem como o n deste estudo, estdo descritos nos

materiais e métodos dos respectivos artigos.

4.2. Protocolos Experimentais de Treinamento Fisico

Os animais SHR foram submetidos ao protocolo de exercicio fisico 5
dias por semana, durante 10 semanas, em esteira ergométrica com divisorias
de acrilico adaptada para ratos e camundongos (Imbramed TK-01). A duragao
da sessao, bem como a velocidade utilizada, aumentaram gradativamente até

atingir o tempo de 1 hora e a velocidade de 25 m/min. Esta velocidade confere
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ao protocolo uma intensidade de treinamento moderada de acordo com o
teste de esfor¢co maximo e avaliagao da variacdo da concentragcao de lactato
sanguinea previamente descritos por Bertagnolli e colaboradores (Bertagnolli,
Campos et al., 2006).

Os animais Wistar-Kyoto foram submetidos ao treinamento de natagao,
por este ser considerado um modelo descrito na literatura de indugcdo de
hipertrofia cardiaca fisioldgica em camundongos e ratos (Evangelista, Brum et
al., 2003; Medeiros, Oliveira et al., 2004). O treinamento de natacao foi
realizado 5 dias/semana e 1 hora de natacao por dia. O protocolo foi realizado
em um tanque adaptado com 12 divisorias de vidro para o treinamento de
natacado de ratos (1,00x0,80x0,80 m). A temperatura da agua foi mantida em
30°C através de um sistema de aquecimento acoplado ao tanque.

A adaptagdao ao exercicio de natacdo foi realizada a partir da 15°
semana de vida dos animais do experimento, sendo 15 minutos de exercicio
livre por dia, para que os animais se adaptassem ao ambiente aquatico. A
intensidade moderada do treinamento de natacdo foi determinada por um
sobrepeso de chumbo amarrado a cauda dos animais. De acordo com
Gobatto e colaboradores (Gobatto, De Mello et al., 2001), sobrepesos de 4-6%
do peso corporal do animal sdo considerados cargas aerdbicas e apresentam
steady-state de lactato. Os animais deste experimento receberam sobrepeso

equivalente a 4% do seu peso corporal.
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4.3. Tratamento com Inibidor da Enzima Conversora da Angiotensina

Os animais normotensos e hipertensos foram submetidos ao tratamento
diario com enalapril (10 mg kg'd™"), um inibidor da enzima conversora da
angiotensina, por 10 semanas. O tratamento foi administrado uma vez por dia
por gavagem intragastrica. Para tanto, os animais foram pesados

semanalmente para o ajuste da dose.

4.4. Avaliacoes Hemodinamicas

4.4.1. Procedimento Cirurgico e Registro Intraarterial

As avaliagdbes hemodindmicas foram realizadas através do
procedimento cirurgico de canulagao intraarterial e intraventricular. Para isso,
os animais foram anestesiados com ketamina (90 mg/kg) e Cloridrato de
Xylasina (20 mg/kg) para implantacdo dos cateteres confeccionados em tubos
tygon PE-50/PE-10 (Clay Adams, USA). As canulas foram preenchidas com
soro fisiologico 0,9% e heparina sédica (Liquelme-Roche, 5000U), na
proporcao de 0,5 mL para 0,02 mL, respectivamente. Através de uma incisao
na regido inguinal esquerda, as extremidades das canulas foram introduzidas
na artéria e veia femoral, para obtengdo dos registros basais com o rato
consciente da PA, frequéncia cardiaca (FC) e administragdo de drogas,
respectivamente. Apds esses procedimentos, os animais eram colocados em

gaiolas individuais, aquecidos e receberam agua e alimentos ad libitum.
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Vinte e quatro horas apods a cirurgia de canulagao, a canula arterial foi
conectada a um transdutor eletromagnético de pressao (Strain-Gauge - Narco
Biosystem Miniature Pulse Transducer RP-155, Houston, Texas, USA)
acoplado a um pré-amplificador de sinais (Pressure Amplifier HP 8805C). Os
sinais de PA e FC foram gravados em um microcomputador equipado com
sistema de aquisicdo de dados (AT/MCA CODAS-DATAQ Instruments, Akron,
OH, EUA) que permitiu a analise dos pulsos da pressao, batimento-a-
batimento, com uma frequiéncia de amostragem de 2000 Hz por canal.

Para a avaliagao do reflexo cardiopulmonar foram administradas doses
intravenosas in bolus de of 5-HT (serotonina, 2, 4, 8 and 16 ug/kg, i.v., Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA) para induzir respostas hipotensoras e
bradicardicas. A comparagao das respostas obtidas com os valores basais
pré-injecdes foi utilizada para calcular os indices do reflexo cardiopulmonar.

A variabilidade da PAS (var PAS) foi avaliada no dominio da frequéncia
através da analise espectral. O processamento foi feito a partir de séries
continuas de 20 minutos de PAS, interpoladas a 250 Hz e decimadas para
torna-la igualmente espacada no tempo. Apos a remogdo de tendéncias
lineares, a densidade espectral de poténcia foi obtida através da
Transformada Rapida de Fourier (FFT) utilizando o método de Welch, sobre
16.384 pontos e janelas de Hanning com sobreposi¢gao de 50%. A poténcia
espectral para as bandas de frequéncias baixas (LF 0,02 - 0,75 Hz) e altas
(HF 0,75 - 4,00 Hz) foram calculadas através da integragdo da densidade
espectral de poténcia em cada banda de frequéncia, utilizando uma rotina

implementada (MATLAB 6.0, Mathworks).
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4.4.2. Procedimento Cirurgico e Registros Intraventriculares

Apds o registro intraarterial, os ratos foram anestesiados com
pentobarbital (45 mg/Kg) para a realizagdo do procedimento intraventricular.
Antes da colocagcdo do catéter P50 no ventriculo, a presséo arterial foi
registrada durante 2 minutos através da conexao da canula arterial na carétida
a um transdutor de pressao ligado ao amplificador de sinais. Logo apods este
registro, a canula foi posicionada no ventriculo esquerdo e, apds 5 minutos de
estabilizagdo, a pressao ventricular sistolica esquerda (LVSP) e a presséao
diastdlica final do ventriculo esquerdo (LVEDP) foram registradas. Os sinais
analdgicos da pressao foram digitalizados (CODAS - Data Acquisition System,

PC 486) com taxa de amostragem de 2000 Hz.

4.5. Medidas Morfométricas Cardiacas e Preparo do Tecido

Imediatamente apds a medida das pressodes intraventriculares e ainda
sob efeito do anestésico, os animais do experimento foram pesados e mortos
por deslocamento cervical, obedecendo as normas estabelecidas pela
Comissao de Pesquisa e ética em Saude do Grupo de Pesquisa e da Pds-
Graduacgao do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, RS. O coragdo e o
musculo soleo foram rapidamente extraidos e pesados. A relagdo entre o peso
do coracgao, peso total dos ventriculos e peso do ventriculo esquerdo pelo

peso corporal (indice de hipertrofia cardiaca) foi expresso em
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miligramas/gramas de peso corporal. Esta relacido é aceita pela literatura

como uma medida adequada de hipertrofia cardiaca no rato.

4.6. Atividade da Enzima Citrato Sintase

Os musculos séleos foram homogeneizados durante 40 segundos em
Ultra-Turrax, com tampao PBS (NaCl 136,8 mmol/L; KCI 2,7 mmol/L; KH,PO,4
0,9 mmol/L; Na;HPO,4 6,4 mmol/L, pH 7,4) na propor¢ao 100 mg/1 mL mais
PMSF. Apds, o homogeneizado foi centrifugado por 15 minutos a 3000 rpm
em centrifuga refrigerada a 4°C. O sobrenadante foi, entdo, retirado e
congelado em freezer —80°C para as posteriores dosagens.

A enzima citrato sintase é utilizada como um marcador da capacidade
aerobica do tecido avaliado, sendo também um indicador de adaptagcao ao
treinamento fisico. Sua atividade foi determinada utilizando a metodologia
descrita por Alp (Alp, Newsholme et al., 1976). A atividade enzimatica foi
avaliada a partir da quantificagdo do complexo formado entre a CoA
(coenzima A) liberada com o DTNB do meio. O tampéao utilizado consiste em
tris-aminometano 50 mmol/L, EDTA 1mmol/L, DTNB 0,2 mmol/L, oxaloacetato
0,5 mmol/L e Triton X-100 0,05% (v/v), ao qual & adicionado 10 uL do
homogeneizado. O volume total do ensaio € de 1 mL e o pH 8,1. A reacdo é
iniciada pela adicdo de oxaloacetato ao meio de incubacdo e a cinética da
reacao se realiza a 25°C, por um intervalo de 10 minutos. A leitura da
absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro, com comprimento de onda de

412 nm.
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4.7. Concentracao da Norepinefrina Cardiaca

A concentragdo da norepinefrina cardiaca foi realizada por
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) utilizando uma fase reversa
ion-par de cromatografia acoplada a uma detecgao eletroquimica (0,5 V),
como previamente descrito por Naffah-Mazzacoratti e colegas (Naffah-
Mazzacoratti, Casarini et al., 1992). A separagao isocratica foi realizada
utilizando uma coluna RP 18 Brownlee (4,6 x 250 mm; Applied Biosystems,
San Jose, CA, USA) eluida com a seguinte fase movel: 20 mmol/L sdédio
dibasico fosfato, 20 mmol/L acido citrico, pH 2,64, contendo 10% methanol,
0,12 mmol/L Tris-EDTA, e 566 mg/L acido heptanesulfénico. O tempo total
para a analise das amostras foi de 30 minutos. A quantificacdo da
norepinefrina foi realizada comparando as areas dos picos das amostras com
as areas do padrao, utilizando diidroxibenzilamina (DHBA) como padrao
interno. Os coragdes foram homogeneizados em acido perclérico 0,1 mmol/L
contendo 0,02% de sodio metabisulfite e 10 uL de 1 mmol/L de DHBA. Os
homogeneizados foram mantidos overnight a 4°C e, apos, centrifugados a
10000 rpm durante 50 minutos. Apds, o supernatante foi filtrado e 100 uL foi

injetado na coluna de fase reversa.

4.8. Medidas de Dano Oxidativo

O dano oxidativo aos lipideos foi avaliado através da

quimiluminescéncia iniciada pelo hidroperoxido de tert-butii em solugao
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contendo homogeneizado cardiaco e avaliagdao da capacidade de resposta
produzida pela amostra. A quimiluminescéncia foi medida em um contador
beta (LKB Rack Beta Liquid Scintilation Spectrometer-1215; LKB Produkter
AB, Bromma, Sweden). O ensaio consiste em adicionar 3,5 mL de tampao
(140 mmol/L de KCI, 20 mmol/L de fosfatos, pH 7,4) e 0,5 mL de
homogeneizado para a realizagdo da leitura basal. Adiciona-se ao meio de
reacao 30 uL de t-BOOH (3 mmol/L) e realiza-se a segunda leitura (Gonzalez
Flecha, Llesuy et al., 1991).

O dano oxidativo as proteinas foi realizado utilizando o ensaio da
determinacdo das carbonilas (Reznick e Packer, 1994). A técnica é baseada
na reagcao das proteinas oxidadas do tecido com 2,4 dinitro fenil hidrazina
(DNPH) em meio acido. Apds sucessivas lavagens com acidos e solventes
organicos, incuba-se o ensaio com guanidina. A absorbancia das carbonilas

foi medida em espectrofotdmetro a 360 nm.

4.9. Atividade das Enzimas Antioxidantes

A técnica utilizada neste trabalho para determinacdo da SOD foi
baseada na inibicdo da reagdo do radical superoxido com o pirogalol. O
superoxido € gerado pela auto-oxidagao do pirogalol quando em meio basico.
A SOD presente na amostra em estudo compete pelo radical superoxido com
o sistema de detecgdo. A oxidacdo do pirogalol leva a formagdo de um
produto colorido, detectado espectrofotometricamente a 420 nm. A atividade

da SOD é determinada medindo-se a velocidade de formag&o do pirogalol
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oxidado (Marklund, Oreland et al., 1983). Para tanto, foram utilizados 15 pul da
amostra previamente preparada, tampao Tris-base, 8 ul de pirogalol (24
mmol/L) e 4 ul de catalase (30 umol/L). A variagdo na absorbancia foi
acompanhada a 420 nm durante 2 minutos e os resultados expressos em
U/mg de proteina.

A atividade da CAT sera avaliada através do consumo de H;0,. O
ensaio consiste em medir a diminuicdo da absorbancia ao comprimento de
onda de 240 nm. O ensaio é realizado utilizando uma solugdo tampéao de
fosfatos de sddio a 50 mmol/L em pH 7,4 e perdxido de hidrogénio 0,3 mol/L.
Os resultados foram expressos em pmoles/mg de proteina (Aebi, 1984).

A atividade da enzima GPX é determinada medindo-se o consumo de
NADPH na reacdo de reducdo acoplada a reacdo da GPX. Para tanto,
adiciona-se 330 pl de tampéao de fosfatos 143 mmol/L e EDTA 1 mmol/L (pH
7,5), 500 ul de NADPH (0,24 mmol/L), 10 uL de azida sddica (1 mmol/L) para
inibir a atividade da catalase, 50 ul de GSH (5 mmol/L) e 10 uL de glutationa
redutase 0,25 U/mL. Apéds, adiciona-se 50 ul de hidroperdxido de tert-butila
(0,5 mmol/L), e a diminuigdo da absorbancia, devido ao consumo de NADPH,
sera monitorada por aproximadamente 5 minutos. A absorbéancia € registrada
a 340 nm e os resultados sdo expressos em nmoles/min/mg de proteina
(Flohé e Gunzler, 1984).

A dosagem das proteinas foi realizada seguindo o método de Lowry e

colegas (Lowry, Rosebrough et al., 1951).
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4.10. Dosagem da Concentracao de Peréxido de Hidrogénio

O ensaio para a determinagdo da concentracdo do peroxido de
hidrogénio € baseado na oxidacdo mediada pela peroxidase de rabanete
(HRPO) e do vermelho de fenol através do peréxido de hidrogénio, levando a
formagao de um composto que absorve a 610 nm. As fatias de tecido cardiaco
foram incubadas por 60 min a 37°C em um tampéao fosfato a 10 mmol/L (NaCl
140 mmol/L e dextrose 5 mmol/L). Apds, os sobrenadantes foram incubados
com vermelho de fenol 0,28 mmol/L e HRPO 8,5 U/mL. Apds 5 minutos,
adicionou-se NaOH 1 mol/L e realizou-se a leitura a 610 nm. Os resultados

foram expressos em nmoles de H,O,/g de tecido (Pick e Keisari, 1980).

4.11. Avaliagao do Metabolismo da Glutationa

A razdo entre a concentragdo da glutationa reduzida e oxidada
(GSH/GSSG) foi determinada através da avaliagdo da concentracédo de
glutationa total e da sua forma oxidada no tecido cardiaco (100-200 mg) como
descrito por Akerboom e Sies (Akerboom e Sies, 1981). Para determinar a
concentragao total de glutationa (expressa em mmol/mg de proteina), o tecido
foi desproteinizado com acido perclérico 2 mol/L, centrifugado por 10 min
1000xg e o sobrenadante foi neutralizado com hidroxido de potassio 2 mol/L.
O ensaio foi realizado adicionando as amostras uma solugao tampao de
fosfato 100 mmol/L (pH 7,2), acido nicotinamida dinucleotideo fosfato 2

mmol/L, glutationa redutase 0,2 U/mL e 5,5 dithiobis (acido 2-nitrobenzéico)
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70 umol/L. Para determinar a glutationa oxidada adicionou-se ao
sobrenadante 20 mmol/L de N-etilmaleimida (NEM) e, apds, as amostras
também foram neutralizadas com hidroxido de potassio 2 mol/L. Apds esta
etapa, seguiu-se o mesmo procedimento de ensaio utilizado para a glutationa
total. A leitura foi feita com um comprimento de onda de 412 nm. Os valores

foram expressos em mmol/grama de tecido.

4.12. Determinacao dos Nitratos Totais

A concentragdo dos nitratos totais no tecido cardiaco foi medida pela
reacdo das amostras com o reagente de Griess. No meio da reagéo foram
adicionados 50 pL de amostra, 10 uL de NADPH 0,02 mmol/L, 7 uL de Tris (1
mol/L, pH 7,5), 23 uL de uma mistura de G6P/G6PDH (5 mmol/L e 10 U/mL,
respectivamente) e 10 uL de NR 1,0 U/mL. A mistura foi incubada a
temperatura ambiente, sob agitacado, por 30 minutos. Apés, foi adicionado 100
uL do reagente de Griess (1g de sulfanilamina, 0,1g de naftiletiienodiamina,
2,3 mL de acido ortofosférico 85%, 97,7 mL de agua), o qual foi incubado,
novamente, a temperatura ambiente sob agitagdo, por mais 10 minutos e a
absorbancia foi lida em ELISA a 540 nm.

Os resultados foram avaliados comparando-se com uma curva padrao
feita utilizando-se nitrato de sédio 1 mmol/L e expressos em mmol/L (Granger,

Anstey et al., 1999).
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4.13. Expressao Protéica por Western Blot

A expressao protéica da Erk1/2, p38, Akt totais e fosforiladas, bem
como do EGF, foram realizados por Western Blot. Para tanto, parte do
coragao (200-300 mg) foi homogeneizada em tampao contendo 20 mmol/L de
Tris, 150 mmol/L de NaCl, 5 mmol/L de EDTA, glycerol 10%, 20 umol/L de
PMSF wusando um homogenizador Politron por 40 segundos. As
concentracbes de proteina foram analisadas pelo método de Bradford
(Bradford) e utilizadas para normalizar a quantidade de proteina. 80 ug de
proteina foram utilizadas para a eletroforese em gel monodimensional de
dodecil sulfato de soédio-poliacriiamida (SDS-PAGE) em um sistema
descontinuo usando gel 10-14%. As proteinas separadas foram, em seguida,
transferidas para membranas de nitrocelulose utilizando tampao contendo Tris
20mmol/L, glicina 150 mmol/L, metanol 20% (v/v), SDS 0,02% (p/v) (pH= 8,2)
em uma unidade de transferéncia Bio-Rad resfriada. Apds, os sitios de
proteinas inespecificas foram bloqueados por 1 hora em incubagdo com
solugcado bloqueadora (5% (p/v) de leite desnatado) em tampao Tris salina
0,1% (p/v), tween-20. As membranas foram processadas por imunodetecgao
utilizando-se os seguintes anticorpos primarios: anticorpo anti-Akt total de
cabra e anti-Akt fosforilada de coelho, anticorpo anti-EGF de coelho e
anticorpo anti-ERK1/2 fosforilada de coelho (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA), e anticorpo anti-ERK1/2 total e anticorpo anti-p38 fosforilada
e total de coelho (Cell Signaling, Danvers, MA, USA). Como anticorpos

secundarios foram utilizado os anticorpo anti-coelho e anticorpo anti-cabra
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conjugados com peroxidase (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA). As membranas foram reveladas por quimiluminescéncia. Os filmes
autoradiograficos foram analisados e quantificados através de um
densitdbmetro de imagem (Imagemaster VDS CIl, Amersham Biosciences
Europe, IT). Os pesos moleculares das bandas de proteinas foram
determinados utilizando como referéncia um padrao de peso molecular (RPN
800 rainbow full range Bio-Rad, CA, USA). Os resultados foram normalizados

através do método do Ponceau (Klein, Kern et al., 1995).
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5. ANALISE ESTATISTICA

Com base nos resultados das analises, as médias e os seus desvios
padroes foram calculados e apresentados como média + desvio padrao em
todos os artigos. Os dados apresentaram distribuicdo normal e
homocedasticidade, o que justificou a utilizagdo de testes estatisticos
paramétricos para a obtencdo das diferengcas entre as médias. Os testes
utilizados foram: teste t de Student para amostras n&o pareadas, ao
compararmos apenas dois grupos (artigos | e IlI); ANOVA de duas vias
complementado pelo teste de Student-Newmann-Keuls ao compararmos
quatro grupos e considerando dois fatores de influéncia (artigos lll, IV e V);
correlacdo de Pearson para realizarmos as associagdes entre os diferentes
parametros obtidos. O Software utilizado para a realizacdo da analise
estatistica foi o SigmaPlot, versdo 11.0. As diferengas foram consideradas

significativas quando P<0.05.
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6. RESULTADOS

Os resultados obtidos neste estudo foram descritos em forma de artigos
para a submissdo em revistas internacionais. A divisao dos resultados em
cinco artigos, bem como a ordem da sua apresentagao, seguem a sequéncia
proposta na Figura 1 e tem como objetivo elucidar os mecanismos propostos

por este estudo.

EXERCICIO

g g

SRA SNS

1 1

ESTRESSE
OXIDATIVO

1 1

Vias de Vias
Sobrevivéncia || Pré-apoptoticas

1 1

[HIPERTROFIAJ [HIPERTROFIAJ

FISIOLOGICA PATOLOGICA

Figura 1 — Apresentacao do eixo elaborado a partir da hipotese e objetivos da

tese. Esta figura ilustra a seqiéncia dos mecanismos estudados.
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6.1. Artigo |

Titulo: ‘Exercise training reduces sympathetic modulation on
cardiovascular system and cardiac oxidative stress in

spontaneously hypertensive rats.”

Status: Artigo aceito — American Journal of Hypertension, 2008 [Epub
ahead of print]

Objetivo:  Determinar in vivo as alteragbes da modulagdo simpatica
cardiaca e do estresse oxidativo induzidas pelo exercicio, e se
estes parametros estdo associados com a hipertrofia cardiaca em
animais SHR.

Conclusdo: O treinamento fisico atenuou a modulacdo simpatica e a
hipertrofia cardiaca patolégica dos animais SHR. Estes
parametros estavam associados a redugao do estresse oxidativo

cardiaco.

EXERCICIO

4

SRA SNS

|

ESTRESSE
OXIDATIVO

!

Vias de Vias
Sobrevivéncia | Pro-apoptoticas

3

HIPERTROFIA 'HIPERTROFIA|
FISIOLOGICA PATOLOGICA

Figura 2 — Eixo esquematico representando os mecanismos avaliados no

artigo 1.
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6.2. Artigo Il

Titulo: “Cardiac oxidative stress and p38 activation in spontaneously

hypertensive rats pathological cardiac hypertrophy”.

Status: Artigo submetido — Journal of Hypertension, 2008

Objetivo:  Avaliar in vivo o estresse oxidativo cardiaco em ratos SHR com
hipertensdo estabelecida e estabelecer associagcbes com a
ativagdo de MAPK e com parametros morfolégicos da hipertrofia
cardiaca.

Conclusao: Os resultados indicam o elevado estresse oxidativo cardiaco na
fase estabelecida da hipertensdo, e esse esta associado a
mecanismos pro-apoptéticos que determinam a hipertrofia

patoldgica e a disfuncéo cardiaca.

SRA

ESTRESSE
OXIDATIVO

1 1

Vias de Vias
Sobrevivéncia || Pro-apoptoéticas

Ul

HIPERTROFIA | HIPERTROFIA
FISIOLOGICA PATOLOGICA

Figura 3 — Eixo esquematico representando os mecanismos avaliados no

artigo II.
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6.3. Artigo lll

Titulo:

“Enalapril improves oxidative status and reduces p38
activation and cardiac hypertrophy in spontaneously

hypertensive rats.”

Status:

Objetivo:

Conclusao:

Artigo submetido -  Hypertension, 2008 (Supplemental
Submission by Council of High Blood Pressure Research).

Avaliar in vivo os efeitos do enalapril sobre o perfil oxidativo e
hipertrofia cardiaca, e se esse tratamento modifica a ativacao das
MAPK e Akt em SHR com hipertensao estabelecida.

O tratamento com o enalapril determinou efeitos benéficos sobre
o sistema cardiovascular por melhorar a fungdo cardiaca e
diminuir a hipertrofia patoldgica, o estresse oxidativo e a ativagao
da p38.

SRA

i

ESTRESSE
OXIDATIVO

1 _1

Vias de Vias

Sobrevivéncia || Pro-apoptoéticas

i

HIPERTROFIA | HIPERTROFIA
FISIOLOGICA | | PATOLOGICA

Figura 4 — Eixo esquematico representando os mecanismos avaliados no

artigo llI.
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6.4. Artigo IV

Titulo: “Renin-angiotensin system influence on physiological
cardiac hypertrophy: modulation of oxidative stress,

hypertrophic pathways and epidermal growth factor.”

Status: Artigo Escrito.

Objetivo:  Avaliar o estresse oxidativo cardiaco e mecanismos hipertroficos
em ratos treinados, e se 0 SRA participa no desenvolvimento da
hipertrofia cardiaca fisiologica.

Conclusdo: O modelo de hipertrofia cardiaca fisioldégica apresenta diminuicao
do estresse oxidativo e aumento da ativacdo da ERK1/2 e Akt. O
SRA influencia o desenvolvimento desse padrdo de hipertrofia,

provavelmente por estimular o EGF.

EXERCICIO

4

!

ESTRESSE
OXIDATIVO
Vias de

Sobrevivéncia

HIPERTROFIA
FISIOLOGICA

Figura 5 — Eixo esquematico representando os mecanismos avaliados no

artigo IV.
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6.5. Artigo V

Titulo: “Exercise training reduces pathological cardiac hypertrophy
through decreasing cardiac oxidative stress and stimulating

intracellular survival mechanisms.”

Status: Artigo escrito.

Objetivo:  Avaliar os efeitos do exercicio em animais SHR sobre o estresse
oxidativo e vias intracelulares, e determinar a participagcdo do
SRA no mecanismo de reducdo da hipertrofia cardiaca
patoldgica.

Conclusdo: Os achados indicam que o exercicio reduziu a hipertrofia cardiaca
patolégica de SHR provavelmente por diminuir o estresse
oxidativo e a ativagao da p38, e por ativar a Akt. O SRA parece
contribuir, ainda que discretamente, para alguns efeitos benéficos

induzidos pelo exercicio, como a ativagcado da Akt.

‘ EXERCICIO ‘

|

ESTRESSE
OXIDATIVO

| —

Vias de Vias
Sobrevivéncia || Pro-apoptoticas

l !

‘ HIPERTROFIA ). HIPERTROFIA ‘

FISIOLOGICA PATOLOGICA

Figura 6 — Eixo esquematico representando os mecanismos avaliados no

artigo V.
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7. DISCUSSAO CONCLUSIVA

A avaliacao do perfil oxidativo cardiaco em diferentes modelos de
hipertrofia cardiaca indica a participagdo do estresse oxidativo apenas em
condicdes patologicas. Em situagdes fisioldégicas, como na induzida pelo
exercicio, o estresse oxidativo encontra-se diminuido e parece nao estar
associado a promogao da hipertrofia cardiaca.

Os artigos | e Il demonstraram a participagao do estresse oxidativo na
hipertrofia cardiaca patoldgica de animais hipertensos. Nestes dois estudos
mostramos a associacdo direta de parametros do estresse oxidativo com o
indice de hipertrofia cardiaca. Apesar de nao estabelecermos uma relagao
causa/efeito, a correlagdo direta nos indica que, 0s mecanismos que
promovem a hipertrofia cardiaca patolégica também interferem no estresse
oxidativo cardiaco.

No artigo |, ao utilizarmos o exercicio como uma intervengdo anti-
hipertensiva, verificamos que a redugao da atividade simpatica cardiaca em
animais treinados também esta associada a diminuigao do estresse oxidativo.
Este achado indica o provavel papel do SNS promovendo este estresse e,
assim, estimulando o desenvolvimento da hipertrofia cardiaca patolégica. Na
literatura, outros estudos corroboram com este mecanismo e também
verificaram que a acao da noradrenalina sobre as células cardiacas estimula a
producado de EAO (Amin, Xiao et al., 2001). O estresse oxidativo presente nos
cardiomiocitos € desencadeado principalmente pela ativacdo de receptores

alfa-adrenérgicos e parece envolver também a ativacdo da NADPH oxidase
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(Xiao, Pimentel et al., 2002). Nesses estudos, o aumento das EAO esta
associado aos estimulos hipertréficos dos cardiomidcitos. Assim, a redugao da
atividade simpatica sobre o coracdo nao promove apenas a redugado da
pressao arterial, mas também pode modificar mecanismos bioquimicos e
moleculares cardiacos que culminam na reducdo da hipertrofia cardiaca
patolégica nos SHR.

Ao avaliarmos alguns possiveis mecanismos moleculares relacionados
com a hipertrofia cardiaca patoldgica, verificamos que a via das MAPK parece
desempenhar um papel importante neste desenvolvimento. No artigo I, ao
compararmos dois componentes dessa via em animais normotensos e
hipertensos, verificamos que, durante o estagio de hipertensao e hipertrofia
estabelecidas, a p38 MAPK encontra-se mais ativada. Por outro lado, a
ERK1/2 esta inibida nesses animais hipertensos. Este desequilibrio entre a
ativacdo das MAPK pode ser justificado pelo elevado estresse oxidativo
cardiaco, uma vez que verificamos fortes associacbes entre esses
parametros. Embora o estresse oxidativo esteja fortemente associado a
ativacao da p38, a correlagao inversa entre a oxidagao protéica e a ativagao
da ERK1/2 indica que essa MAPK pode estar sendo inibida em uma situagao
de elevado estresse cardiaco.

De fato, a literatura nos mostra que a via da p38, também considerada
uma MAPK ativada pelo estresse celular, esta elevada em condi¢gdes de lesao
celular e situacbes pro-apoptéticas (Tibbles e Woodgett, 1999; Baines e
Molkentin, 2005). Além disso, a estreita relagdo desta MAPK com a ativagao

de vias apoptdticas nos indica o estado pré-morte celular na fase de
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hipertensado e hipertrofia estabelecidas. Esse estado, apesar de promover a
perda de cardiomidcitos, também esta relacionado com o acumulo de tecido
intersticial e com a fibrose cardiaca (Fortufio, Ravassa et al., 2001). Um
estudo avaliou o envolvimento da p38 nos mecanismos de proliferacao
fibroblastica, e verificou que, a utilizagdo de inibidores da p38 diminuiu a
quantidade de tecido fibroso e melhorou a fungao cardiaca (See, Thomas et
al., 2004). Assim, o artigo Il dessa tese mostra o desequilibrio entre os
componentes da via das MAPK com o predominio da ativagao da p38, o que
sugere o estado pré-apoptético do tecido cardiaco em animais SHR durante a
fase de hipertensao estabelecida.

Em condigdes patologicas, além do SNS, o SRA também parece
modular estes mecanismos hipertroficos. O artigo |l mostra que o tratamento
de ratos normotensos e hipertensos com o enalapril, um inibidor da enzima
conversora da angiotensina, modificou o perfil oxidativo cardiaco e a ativagao
da p38. A diminuic&do do estresse oxidativo cardiaco ocorreu tanto em animais
normotensos quanto hipertensos. Esse achado nos indica que a modulagao
do estresse oxidativo cardiaco ndo depende apenas dos fatores mecanicos
agindo sobre esse tecido. Além disso, nosso estudo também mostrou que a
diminuicdo do estresse oxidativo, provavelmente induzida pela inibicdo do
SRA, interferiu apenas na ativagcdo da p38 e nao sobre a ERK1/2 e a Akt.
Outros estudos também demonstraram a relagdo da p38 com a angiotensina
II. Estudos in vitro com cardiomiécitos mostraram que elevadas concentragdes
de angiotensina |l estimulam a p38 e processos apoptéticos celulares (Yu,

Akishita et al., 2006). Além disso, o0 aumento da produgdo de EAO induzido

159



pela angiotensina Il mediou mecanismos apoptéticos em cardiomiocitos
(Hingtgen, Tian et al., 2006; Yu, Akishita et al., 2006). Assim, a angiotensina |l
parece contribuir para o estabelecimento da hipertrofia patologica. Ainda,
através da sua influéncia sobre fatores bioquimicos e moleculares, o SRA
estimula mecanismos relacionados com processos apoptoticos e mal-
adaptativos no coragao, o que resulta na piora da funcao cardiaca.

Assim, os trés primeiros artigos deste estudo demonstram a associagao
do estresse oxidativo na mediacdo de mecanismos hipertréficos e apoptoticos
cardiacos. Esse elevado estresse oxidativo, verificado em condi¢des
patologicas, pode determinar o predominio de vias relacionas com respostas
mal-adaptativas e corrobora com o estabelecimento da disfungado mecéanica na
fase de sustentacao e de transi¢ao para a insuficiéncia cardiaca.

Por outro lado, em situagdes fisiologicas, o estresse oxidativo parece
nao intervir sobre os mecanismos hipertroficos. O artigo IV deste estudo nos
mostra que o estresse oxidativo cardiaco encontra-se significativamente
reduzido na hipertrofia cardiaca fisiolégica. Esse modelo, induzido pelo
exercicio, promoveu o aumento da defesa antioxidante enzimatica cardiaca e
melhorou o balango redox, avaliado através do metabolismo da glutationa. No
entanto, esta condicado de baixo estresse oxidativo ndo ocasionou a reducao
do tamanho do coracdo. Pelo contrario, o que verificamos foi um importante
aumento da hipertrofia cardiaca apds o exercicio crénico. Outros estudos
também mostraram que o exercicio melhorou o perfil oxidativo no coracéo
(Kakarla, Vadluri et al., 2005; Watson, Reusch et al., 2007), principalmente por

aumentar as defesas antioxidantes, ja que o elevado metabolismo oxidativo
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corporal, induzido pelo exercicio, promove aumento da producdo de EAO. O
aumento dessas espeécies durante o exercicio ocorre principalmente por via
mitocondrial e por ativagdo da xantina oxidase (Ascensao, Magalhaes et al.,
2005). Estes mecanismos aumentam principalmente a producdo de anion
superoéxido no musculo cardiaco. Assim, a producédo de EAO, pode, de forma
compensatoria, estimular o aumento da atividade das enzimas que dismutam
e catalisam essas espécies em moléculas menos reativas (Atalay e Sen,
1999; Ji, 2002; Ji, Gomez-Cabrera et al., 2006). Sendo assim, o aumento da
defesa antioxidante enzimatica associada a hipertrofia cardiaca fisiolégica
pode determinar a redugcdo do estresse oxidativo cardiaco e a inibigado dos
seus efeitos deletérios sobre o tecido.

Assim, como o estresse oxidativo cardiaco compensado parece nao ser
o elemento chave na promogado da hipertrofia cardiaca fisioldgica,
investigamos, entao, a expressao do fator de crescimento epidermal (EGF) no
tecido cardiaco. De fato, a literatura mostra que essa expressao encontra-se
elevada na hipertrofia cardiaca fisiolégica, e pode estar associada com a
ativacdo das vias de crescimento tecidual. Estes resultados demonstram o
papel hipertréfico do EGF sobre os cardiomidcitos. Além disso, o0 aumento da
expressao do EGF foi também verificado em humanos apés uma sessio de
exercicio (Konradsen e Nexg, 1988). O receptor do EGF apresenta atividade
tirosina cinase, isto €, pode ativar vias de sinalizagdo independentes do
estresse oxidativo, como a Ras/Raf/[ERK1/2 (Shah e Catt, 2003; Heineke e

Molkentin, 2006). Esses achados corroboram com o0s nossos resultados e
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demonstram que este fator pode ser importante para a determinagdo de
respostas adaptativas em situagdes fisiolégicas como o treinamento fisico.

O artigo IV também mostrou a ativagdo de vias envolvidas com
processos de sobrevivéncia e crescimento celular no modelo de hipertrofia
cardiaca fisiologica. Verificamos que tanto a ERK1/2 quanto a Akt
encontravam-se mais ativadas na hipertrofia fisioldgica. Outros estudos
também mostraram o aumento da ativacdo da ERK1/2 cardiaca apds o
treinamento fisico (Melling, Thorp et al., 2007; Hunter, Koch et al., 2008). Além
disso, um modelo transgénico que apresenta aumentada ativagao da ERK1/2
possui hipertrofia cardiaca compensada sem fibrose associada (Bueno, De
Windt et al., 2000).

De fato, a via da Akt desempenha um papel fundamental no
desenvolvimento hipertrofico do coragao. A sua ativagao esta relacionada com
processos fisiolégicos nesse tipo de hipertrofia (Kemi, Ceci et al., 2008). A Akt
pode contribuir para o desenvolvimento de repostas adaptativas cardiacas
através de dois mecanismos. Um deles, através da ativagdo do mTOR. O
mTOR age sobre os ribossomos estimulando a sintese protéica, sendo um
importante fator relacionado a situagdes de hipertrofia muscular (Heineke e
Molkentin, 2006). A outra contribuicdo da Akt para o desenvolvimento da
hipertrofia cardiaca € a inibigdo da cinase da glicogénio sintase-3p (GSK3p). A
GSK3B € uma cinase que inibe fatores transcricionais hipertréficos, como
NFAT e c-Myc (Proud, 2004). Sendo assim, a sua inibicao pela Akt favorece o

estabelecimento da hipertrofia cardiaca (Heineke e Molkentin, 2006).
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O EGF pode também estimular a via da Akt e a ERK1/2 através da
ativacdo do seu receptor tirosina cinase (Heineke e Molkentin, 2006; Clerk,
Cullingford et al., 2007). Esse mecanismo pode justificar a ativagcao destas
vias sem a participacdo do estresse oxidativo. O baixo estresse oxidativo,
verificado nesse estudo, sugere a participacdo de outros mecanismos
relacionados, que podem participar do processo hipertréfico, tais como dos
receptores tirosina cinases e de subsequentes vias como PI3K/Akt e
Ras/Raf/ERK1/2 no processo de hipertrofia fisioldgica.

Dessa forma, ao compararmos os resultados do estresse oxidativo
cardiaco e da ativacao das vias de sinalizagdo entre os modelos de hipertrofia
cardiaca patoldgica e fisiolégica, verificamos diferentes perfis que auxiliam na
compreensao dos mecanismos fisiopatolégicos envolvidos nesses processos.
Enquanto a hipertrofia patolégica € caracterizada pelo elevado estresse
oxidativo e predominio de ativacdo de vias pro-apoptoticas, a hipertrofia
fisiologica é caracterizada pelo baixo estresse oxidativo associado a ativagao
de importantes vias de sobrevivéncia e crescimento celular. Esse raciocinio
também foi proposto por Matsuzawa e colaboradores (Matsuzawa e Ichijo,
2005) ao revisar as vias de sinalizacao intracelulares apoptéticas reguladas
pelo estresse e estado redox, porém nao diretamente relacionadas com a
hipertrofia cardiaca. Assim, o nosso estudo mostra esses eixos de ativagao e
ainda relaciona com caracteristicas funcionais cardiacas e morfolégicas, o que
contribuiu de maneira decisiva para a aceitacdo do mecanismo proposto.

Nesse contexto, buscamos entdo avaliar a participagdo do SRA nos

mecanismos hipertréficos fisioldgicos. No artigo Ill, haviamos avaliado o papel
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deste sistema sobre a hipertrofia patolégica. No artigo IV, ao inibirmos este
sistema através do enalapril em animais normotensos, nos verificamos que o
SRA participa de forma importante no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca
fisiolégica. Embora a associagao do enalapril com o exercicio tenha reduzido
discretamente a PAM e a PAD comparada ao grupo controle sedentario, as
diferengas observadas em relacdo aos parametros morfolégicos, bioquimicos
e moleculares entre os dois grupos treinados apontam para uma significativa
acao pro-hipertrofica fisioldgica do SRA.

Assim, em condi¢des fisiolégicas, nds propomos que o0 SRA,
provavelmente, por agao da angiotensina Il, estimule o aumento do EGF e a
consequente ativagao de vias de crescimento celular adaptativas, colaborando
para a melhora da fungdo cardiaca pds-treinamento. Esse raciocinio é
reforcado por estudos na literatura que também mostraram a participagao do
SRA no desenvolvimento da hipertrofia apds treinamento de resisténcia.
Barauna e colaboradores (Barauna, Junior et al., 2005) demonstraram o
aumento da expressao do receptor AT1 no coracao hipertrofiado. Além disso,
ao associarem o treinamento com o losartan, um bloqueador deste receptor, a
hipertrofia cardiaca foi significativamente reduzida. Assim, o nosso estudo é
um dos pioneiros nessa linha de pesquisa, por mostrar a participagao do SRA
e 0 seu papel modulador sobre a ativagado das vias de crescimento celular e
sobre o EGF.

Ainda nesse contexto, ao avaliarmos o papel do SRA sobre o
remodelamento cardiaco induzido pelo exercicio em animais hipertensos, nés

verificamos que, em condigdes patoldgicas, onde este sistema ja se encontra
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ativado, a sua participagdo é bem menos importante. Assim, no ultimo artigo
(V) deste trabalho, ao avaliarmos o efeito isolado do treinamento fisico em
esteira sobre a hipertrofia cardiaca patologica do SHR, verificamos que este
diminuiu o estresse oxidativo e promoveu uma importante alteragcado do padrao
de ativacao das vias de sinalizagao intracelulares. Mostramos também que o
treinamento isolado diminuiu a ativagdo da p38 e aumentou a fosforilagdo da
Akt. A participacdo do SRA nesse modelo mostrou que, com a associagao do
enalapril ao treinamento, a inibicdo desse sistema preveniu 0 aumento da
ativacao da Akt. Porém, ndo sabemos ao certo se no grupo apenas treinado o
aumento da Akt se deve realmente ao SRA, uma vez que um estudo prévio
mostrou a diminui¢do da angiotensina Il cardiaca em SHR apds o treinamento
(Filho, Ferreira et al., 2008). Assim, verificamos a necessidade da realizagao
de uma avaliagdo mais aprofundada sobre o envolvimento do SRA no
remodelamento cardiaco induzido pelo exercicio na hipertenséo.

O efeito do treinamento fisico isolado sobre a ativagdo da p38 em
animais SHR nao foi ainda mostrado na literatura. No entanto, prévios estudos
mostraram que o exercicio nesse animal diminuiu a expressao de fatores proé-
apoptoticos cardiacos, como caspase-3 e p53 (Sanchez-Prieto, Rojas et al.,
2000; Zhuang, Demirs et al., 2000). Esses resultados, entdo, corroboram com
0 nosso ao mostrarem que as vias pro-apoptéticas, ativadas em situacdes
patolégicas, sdo moduladas pelo exercicio. E ainda, essa modulagao
provavelmente contribui para a melhora da funcdo cardiaca e redugao da

hipertrofia do ventriculo esquerdo em animais SHR.
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A escolha pelo treinamento em esteira, no experimento do artigo V, se
deve ao fato de que, em um estudo prévio realizado em nosso laboratério com
animais SHR, foi observada a redugao da relagao peso do ventriculo esquerdo
pelo peso corporal utilizando o mesmo protocolo (Bertagnolli, Campos et al.,
2006). Além disso, um estudo realizado com o treinamento de natacdo nesse
mesmo modelo mostrou o aumento do indice de hipertrofia cardiaca,
considerando tanto o peso do coragdo quanto o peso do ventriculo esquerdo
pelo peso corporal (Filho, Ferreira et al., 2008). Desta forma, verificamos que,
em animais SHR, a modificagdo do padrdao de hipertrofia cardiaca induzida
pelo exercicio depende da metodologia utilizada, isto é, da modalidade do
exercicio e da sua intensidade.

Assim, em conjunto, nossos resultados indicam o papel importante do
estresse oxidativo sobre a hipertrofia cardiaca patolégica, bem como a sua
associacdao com a modulagao das vias de sinalizac&o intracelulares envolvidas
neste processo. O estresse oxidativo parece promover alteragdes no tecido
cardiaco que determinam a ativagcdo de vias pré-apoptoticas e estimulam
respostas mal-adaptativas levando a disfuncdo deste 6rgdo. No entanto, o
exercicio, por modular a participacdo do SNS e SRA sobre o coragao,
modifica o estresse oxidativo e promove a diminuicdo da ativagao da via p38
pro-apoptética e aumenta a via Akt de sobrevivéncia, o que contribui para a
melhora da funcao cardiaca. Por outro lado, em modelo de hipertrofia cardiaca
fisiologica, o baixo estresse oxidativo ndo estd associado aos mecanismos de
trofismo celular. Nessa condicdo, a ativagcdo de vias de crescimento e

sobrevivéncia celulares esta provavelmente relacionada a fatores de
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crescimento, como o EGF, e ainda apontam para a participacdo do SRA

nesse mecanismo.

8. PERSPECTIVAS

A discussdo dos resultados gerais obtidos nessa tese nos indica as
varias linhas de investigacdo que podem ser avaliadas. Verificamos a
necessidade de avaliar melhor o papel do SNS sobre a geragcado do estresse
oxidativo e sobre a ativacdo de vias de sinalizacao intracelulares. Assim,
poderemos estabelecer quais os efeitos atribuiveis ao SNS e/ou ao SRA. Em
relacdo ao SRA, devem-se avaliar os seus componentes em cada uma das
situacdes demonstradas, principalmente no modelo de hipertrofia fisiologica,
onde verificamos sua significativa participacdo. No que concerne as vias de
sinalizagao intracelulares, verificamos a importancia da avaliagdo de vias
especificas apoptoticas e marcadores finais de sobrevivéncia e hipertrofia.
Também observamos que, a realizacdo de analises de imagens dos coragdes
hipertroficos sera importante para melhor caracterizarmos o efeito das
intervengdes utilizadas sobre o numero, tamanho e estrutura do cardiomidcito,
bem como das células ndo midcitos e tecido fibroso. Dessa forma, a profunda
caracterizacdo dos modelos associada a avaliacdo dos fatores
neuroenddcrinos € moleculares enriquecerdo este trabalho e ajudardo na

compreensao exata dos mecanismos sugeridos nesta tese.
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