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RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar o estresse oxidativo (EO) na musculatura
esquelética de ratos com hipertensdo arterial pulmonar (HAP) induzida por
monocrotalina (MCT) submetidos a um treinamento fisico aerébio. Foram utilizados
34 ratos Wistar, divididos em quatro grupos: controle sedentario (CS), monocrotalina
sedentario (MS), controle treinado (CT) e monocrotalina treinado (MT). Os animais
dos grupos MS e MT receberam uma injecdo de MCT i.p. (60mg/kg) e, entdo,
iniciou-se o periodo de treinamento fisico para os grupos CT e MT, durante 4
semanas (5x/semana, 50 minutos, 60% do VO, max.). Apds, os animais foram
anestesiados, a pressdo ventricular direita mensurada, e, entdo, sacrificados,
coletando-se o coragdo e o musculo gastrocnémio, para analises morfométricas e de
EO, respectivamente. Os animais tratados com MCT apresentaram um aumento nas
pressdes ventriculares direita, bem como nos indices de hipertrofia do coracédo e do
ventriculo direito em relacdo aos seus controles. O exercicio fisico reduziu apenas a
pressao ventricular diastélica direita dos MT em relagdo aos MS. Em relacéo ao EO,
0s niveis de peroxido de hidrogénio, no gastrocnémio, aumentaram nos animais com
HAP, em relacdo a seus controles. Esse aumento foi ainda maior no grupo MT em
relacdo ao MS, sendo o Unico grupo a apresentar lipoperoxidacdo. Apesar disso, a
relacdo GSH/GSSG nao demonstrou diferengas entre 0os grupos, indicando que nao
ocorreu desbalanco redox. A atividade das enzimas catalase e superoxido dismutase
também n&o apresentaram diferencas. O exercicio fisico, portanto, parece nédo
interferir positivamente sobre a musculatura esquelética dos animais com HAP,
gerando, inclusive, dano lipidico. Novas investigacfes devem ser feitas a fim de um

melhor entendimento sobre como o exercicio pode interferir sobre essa doenca.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the oxidative stress (OS) in skeletal
muscle of rats with monocritaline-induced pulmonary arterial hypertension (PAH)
which underwent exercise training. We used 34 Wistar rats, which were divided into
four groups: sedentary control (SC) sedentary monocrotaline (SM), trained control
(TC) and trained monocrotaline (TM). Animals in SM and TM gropus received an i.p.
injection of MCT (60mg/kg) and then began the period of physical training for the TM
and TC groups for 4 weeks (5 days per week, 50 minutes, 60% of VO, max.). After
the period, the animals were anesthetized, the right ventricular pressure measured,
and then they were sacrificed, being collected the heart and gastrocnemius muscle
for morphometric and OS analysis, respectively. Animals treated with MCT showed
an increase in right ventricular pressures, as well as in rates of heart and hypertrophy
of the right ventricle in relation to the controls. Exercise reduced only diastolic right
ventricular pressure of TM in relation to SM. Regarding the OS, the levels of
hydrogen peroxide on gastrocnemius increased in animals with PAH, compared to
their controls. This increase was even greater in the TM group compared to SM,
being the only group to show lipoperoxidation. Nevertheless, the GSH/GSSG showed
no differences between groups, indicating that no redox imbalance occurred. The
activity of catalase and superoxide dismutase also showed no significant differences.
The exercise, therefore, seems not to interfere positively on the skeletal muscles of
animals with PAH, which generated some lipid damage. Further investigations should

be made in order to better understand how exercise can impact this disease.
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1 INTRODUCAO

A hipertensédo pulmonar (HP) é definida como uma presséao arterial pulmonar
média acima de 25mmHg em repouso ou acima de 30mmHg durante o exercicio.
(Budev et al., 2003). A HP pode ocorrer como um fendémeno isolado ou associado a
varias alteracfes cardiopulmonares e esta relacionada a altos niveis de morbidade e
mortalidade. Ela € uma condicdo progressiva caracterizada por um aumento da
resisténcia vascular pulmonar que, em seu processo final, por hipertrofia do
ventriculo direito, leva & insuficiéncia cardiaca e a morte (MATHEW et al., 1995).

A classificacdo mais atual da HP, apresentada no 4° Simpdésio Mundial de
Hipertensdo Pulmonar, em 2008, em Dana Point, a divide em cinco grandes grupos

e esta listada na Tabela 1:

Tabela 1 - Classificacédo clinica da hipertenséo pulmonar atualizada (Dana Point,
2008).

1. Hipertensao Arterial Pulmonar
1.1. HAP Idiopética;
1.2. Hereditaria
1.2.1. BMPR2;
1.2.2. ALK 1, endoglina;
1.2.3. Causas desconhecidas;
1.3. Induzida por drogas e toxinas;
1.4. Associada com
1.4.1. Doencas do tecido conectivo;
1.4.2. Infeccéo por HIV,
1.4.3 Hipertenséao Portal;
1.4.4 Insuficiéncia Cardiaca Congénita;
1.4.5. Esquistossomose;
1.4.6. Anemia hemolitica cronica;
1.5. Hipertens&o pulmonar persistente do recém-nascido;
2. Hipertensdo Pulmonar associada a doencas do coracao esquerdo
2.1. Disfuncéo sistolica;
2.2. Disfuncgéo diastdlica;

2.3. Doenca valvular;
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3. Hipertensdo pulmonar associada com doencas pulmonares e / ou
hipoxemia
3.1. Doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC);
3.2. Doenca pulmonar intersticial,
3.3. Outras doencas pulmonares com padrdes restritivos e obstrutivos
misturados;
3.4. Disturbios respiratorios do sono;
3.5. Disturbios de hipoventilacéo alveolar;
3.6. Exposicéo cronica a grandes altitudes;
3.7. Anomalias do desenvolvimento pulmonar;
4. Hipertensdo pulmonar devido atrombose crénica e / ou embdlica
5. Hipertensdo pulmonar com mecanismos multifatoriais ndo claros
5.1. Desordens hematolégicas;
5.2. Desordens sistémicas;
5.3. Desordens metabdlicas;
5.4. Outros.

Adaptada de SIMMONEAU et al., Updated Clinical Classfication of Pulmonary
Hypertension, Journal of the American College of Cardiology, Vol.54; No.l1,
Supplement S, 2009.

Ainda gue seja uma doenca incomum, a hipertensdo pulmonar afeta milhares
de pessoas ao redor do mundo. A incidéncia estimada de hipertensédo arterial
pulmonar idiopatica € de 1 a 2 casos por milhdo na populacdo em geral. Durante a
infancia a condicdo afeta ambos os géneros igualmente. Apés a puberdade, € mais
comum em mulheres do que em homens (razdo de 1,7 para 1). Além disso, a
hipertensdo arterial pulmonar € mais prevalente em pessoas de 20 a 40 anos de
idade e a condi¢cdo ndo tem predilecao racial (RUBIN, 1997).

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

Em pessoas com mais de 50 anos de idade, a Cor Pulmonale, consequéncia

de uma hipertensdo pulmonar nédo tratada, é a terceira maior desordem cardiaca —
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perdendo para doenca coronariana e hipertensao arterial sistémica (PALEVSKY e
FISHMAN, 1990).

A Cor Pulmonale, € um termo definido pela Organizacdo Mundial de Saude
como uma sindrome, caracterizada pela hipertrofia do ventriculo direito, resultante
de doencas que afetam a funcéo e/ou a estrutura dos pulmdes, como € o caso da
hipertensdo pulmonar, exceto quando as alteracdes pulmonares sdo secundarias a
doencas que afetam o lado esquerdo do coracdo ou a cardiopatias congénitas
(WHO, 1963).

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

Modelos experimentais de hipertensdo pulmonar tém sido criados e
caracterizados para estudar e entender seus mecanismos. Pesquisas realizadas tém
o0 intuito de prevencao e tratamento das manifestacdes clinicas que culminam com a
insuficiéncia cardiaca, pois esta doenca permanece sendo responsavel por um alto
indice de morbidade e mortalidade da populacdo mundial (LUDKE, 2007).

Entre os modelos experimentais de HP, amplamente utilizado € o modelo de
monocrotalina (MCT), que produz hipertensdo pulmonar, seguida de sobrecarga de
pressdo no ventriculo direito, hipertrofia ventricular direita e, eventualmente,
insuficiéncia cardiaca congestiva (PAN et al, 1993). Uma dunica injecao
intraperitoneal (60-90mg/kg) de MCT em ratos produz, entre a segunda e terceira
semanas subsequentes, caracteristicas clinicas que se assemelham a HAP
idiopéatica (JASMIN et al., 2003).

A monocrotalina € um alcaldide pirrolizidinico encontrado nas plantas da
espécie Crotalaria spectabilis (figura 1.1). Quando ingerida, sofre metabolizacdo no
figado, atraves do sistema citocromo P450 monooxigenase, convertendo-se a
dehidromonocrotalina, que entédo circula para o parénquima pulmonar (MONNET E
CHACHQUES, 2005).

A lesdo inicial leva a um aumento da permeabilidade capilar, edema
intersticial moderado, fibrose, acimulo de macréfagos, modificacdo de pneumacitos
Il e edema alveolar (WILSON et al., 1992). Tais lesdes também resultam em
degeneragédo endotelial ou hiperplasia, hipertrofia da musculatura lisa e edema

adventicio. Essas mudancas geram como consequéncia um aumento da resisténcia
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vascular pulmonar e carga de pressdo sobre o ventriculo direito (MONNET E
CHACHQUES, 2005).

llustracdo 1 - Planta Crotalaria spectabilis.

Retirada de http://www.southeasternflora.com/viewfull.asp?picid=8011 em 22/02/2010,
as 21:40

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

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

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

Cerca de 3 a 5% do oxigénio que entra nesta organela, entretanto, sofre uma
reducdo monovalente, ou seja, recebe o0s quatro elétrons, porém cada um

separadamente.
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Durante este processo de reducdo, ocorre a formacdo de uma série de
elementos toxicos e reativos, as espécies reativas de oxigénio (EROS), tais como o
radical superéxido (O;"7), o peréxido de hidrogénio (H2O;) e o radical hidroxil (OH")
(MENEGHINI, 1987).

OE
Oxigénio

o

Oy
Superéxido

i,e‘, oH~

H.O;
Peroxido de Hidrogénio

o

H,O + OHe
Radical
Hidroxil

("

H,0

llustracdo 2 - Reduc¢do monovalente do oxigénio, provocando a formacéo de

espécies reativas de oxigénio. Adaptado de Mark’s, 22 Ed., 2007.

Além das EROs, existem também outras espécies reativas derivadas de
enxofre, carbono e nitrogénio, sendo algumas delas o triclorometil (CCls"), o oxido
nitrico (NO°), os ti6is, os nitritos (NO2"), os nitratos (NO3) e 0s peroxinitritos
(ONOO).

Algumas dessas espécies, quando ja ndo o sao, podem gerar radicais livres.
Denomina-se radical livre qualquer espécie quimica (atomo ou molécula) capaz de
existir independentemente, que possua um ou mais elétrons desemparelhados em
qualquer orbital, normalmente no orbital mais externo (DEL MAESTRO, 1980;
HALLIWELL E GUTTERIDGE, 1999). E importante ressaltar que nem todas as
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EROs, assim como as derivadas de outras moléculas sdo radicais livres. Embora
sejam bastante instaveis, ndo apresentam elétrons desemperalhados em seu orbital,
como é o caso do peroxido de hidrogénio (H205).

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

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

Os mecanismos de acao dos antioxidantes séo diversos, podendo acontecer
de duas principais formas. A primeira, impedindo a producéo de espécies reativas de
oxigénio, através da remocdo dessa molécula presente no meio. A segunda,
impedindo a propagacdo do dano promovido por essas espécies, induzindo um
aumento da geragdo de antioxidantes enddgenos, atuando como “scavengers’,
removendo essas espécies, entre outros mecanismos. Na maioria das vezes, ocorre
uma integracdo funcional de varios destes componentes (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999).

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

ser melhor compreendidos através da figura 1.3.
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llustragdo 3 - Acdo dos antioxidantes sobre as espécies reativas de oxigénio.
Retirado e adaptado de EDIBERTO, N.; OLIVEIRA, S. de C. e MORAIS, R. N. Radicais
livres: conceito, doencas, estresse oxidativo e antioxidantes. Disponivel em

www.centrodeestudos.org.br/pdfs/oxidativo.pdf. Data de acesso: 29/04/2010.

Em modelos de hipertensédo pulmonar induzida por monocrotalina, Farahmand
e colaboradores (2004) acompanharam as mudancas no estresse oxidativo de ratos
Wistar tratados com MCT nos periodos de uma, duas e seis semanas. Eles
observaram que nas primeiras semanas, em especial na segunda, ocorreu um
aumento significativo de enzimas antioxidantes no coragdo desses animais,
acompanhado de uma hipertrofia compensada. Ja na sexta semana, observou-se
uma diminuicdo significativa dessas enzimas, juntamente com anormalidades tanto
na funcédo sistdlica, como na diastédlica do ventriculo direito. Esses resultados
sugerem, portanto, que o0 estresse oxidativo pode estar altamente envolvido na
patogénese da disfuncdo ventricular direita em ratos com hipertensdo pulmonar,
tendo os antioxidantes um grande papel na preservacao da funcao cardiaca.

Percebendo isso, estratégias terapéuticas que promovam uma maior
producdo de antioxidantes, diminuindo o desbalanco redox, seriam importantes
ferramentas adjuvantes no tratamento de pacientes com hipertensdo arterial

pulmonar. Dentre essas estratégias podem ser citados farmacos, antioxidantes
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exogenos e exercicio fisico. O exercicio fisico € uma proposta bastante interessante
por ndo ser farmacologica, possuir baixo custo e ser de facil acesso a populagéo.

A relacdo do exercicio com o estresse oxidativo € largamente descrita na
literatura. O aumento do consumo de oxigénio, assim como a ativacdo de vias
metabdlicas especificas durante ou apds o exercicio, resulta na formacgéo de radicais
livres (HALLIWELL E GUTTERIDGE, 1999). Portanto, atividades fisicas como
corrida, ciclismo e natacdo podem causar producdo de RL tanto em humanos
(AGUILO et al., 2005) como em modelos experimentais (KAYATEKIN et al., 2002).

Entretanto, ainda que o estresse oxidativo aumente durante o exercicio fisico,
a longo prazo ocorre ativacdo e aumento na sintese de sistemas antioxidantes,
assim como uma diminuicdo na producdo de agentes oxidantes. Isto sugere,
portanto, que o treinamento fisico pode apresentar como efeito crébnico uma
diminuicdo do estresse oxidativo. (KOJDA e HAMBRECHT, 2005). Tais adaptacdes
podem ser benéficas ao individuo, mesmo em situacdes que ndo envolvam o
exercicio.

Em relacdo a insuficiéncia cardiaca direita, ha ainda poucos estudos que
mostram os efeitos benéficos do exercicio fisico. Um Unico estudo recente, de
Mereles et al (2006), observou que o exercicio fisico, associado a um treinamento
respiratério, aumenta a distancia no teste de 6 minutos de caminhada em pacientes
com hipertensdo pulmonar, sugerindo que a pratica de exercicios melhoraria a
gualidade de vida desses pacientes.

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

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

0 momento associando estresse oxidativo, monocrotalina e treinamento fisico.
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A partir desses estudos, percebe-se que os dados presentes na literatura
ainda sao bastante inconclusivos e escassos a respeito dessa triade. Sabe-se que a
dispnéia e a baixa capacidade de realizar atividade fisica sdo os primeiros e 0s
principais sinais da hipertensdo pulmonar (SCHANNWELL et al., 2007). Tais
caracteristicas sdo tdo importantes nessa doenca que, apdés uma padronizacdo de
uma classificacdo funcional para pacientes com insuficiéncia cardiaca desenvolvida
pela Associacdo do Coracdo de Nova lorque, uma classificacdo funcional foi
desenvolvida para permitir comparacdes dos pacientes em relacdo a severidade

clinica com o progresso da hipertensdo pulmonar (LIBBY et al., 2007).

Tabela 2 -. Classificagdo funcional da hipertens&o pulmonar

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

peito ou sincope.

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

dispnéia ou fadiga indevida, dor no peito ou sincope.

Classe Ill - Pacientes com hipertensdo pulmonar resultando em limitacdo da
atividade fisica. Eles sdo confortaveis em repouso. Menos que atividades diarias

causam dispnéia ou fadiga indevida, dor toracica ou sincope.

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

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

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

World Health Organization.

Apesar de demonstrada a relevancia da presenca de uma baixa capacidade
fisica na populacédo que apresenta essa doenca, ndo existe até o presente momento
pesquisas que avaliem o estresse oxidativo na musculatura esquelética tanto em

humanos como em modelos experimentais de hipertensédo pulmonar.




19

Percebendo isso, este estudo foi criado com o objetivo de analisar o efeito
que um treinamento fisico aerébio provoca sobre o estresse oxidativo do musculo
gastrocnémio (fortemente recrutado em atividades como corrida) de ratos Wistar

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

2.1 Problema de Pesquisa

Qual o efeito de um treinamento fisico aerébio sobre o estresse oxidativo no
musculo gastrocnémio em ratos Wistar com hipertenséo arterial pulmonar induzida

por monocrotalina?

2.2 Hipotese

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

pulmonar induzida por monocrotalina.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar o efeito que um treinamento fisico aerdbio provoca sobre o estresse
oxidativo do mdusculo gastrocnémio de ratos Wistar com hipertensao arterial

pulmonar induzida por monocrotalina.

3.2 Objetivos Especificos

e Quantificar o grau de hipertrofia do ventriculo direito e cardiaca;

e Avaliar o perfil hemodinamico, através das medidas de pressao ventricular
sistolica e diastolica final do ventriculo direito;

e Analisar, no musculo gastrocnémio, a lipoperoxidacao, através das técnicas
de quimiluminescéncia (QL).

e Quantificar a atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase
(SOD) e catalase (CAT), no musculo gastrocnémio.

e Determinar a quantidade de peréxido de hidrogénio no musculo gastrocnémio.

e Verificar a relacdo entre a glutationa reduzida e a glutationa oxidada no

musculo gastrocnémio.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar pesando aproximadamente 120 gramas
advindos do biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Os animais foram mantidos em caixas
plasticas com medidas de 270 x 260 x 310 mm, contendo quatro animais por caixa.
Todos os animais foram mantidos em ambiente com temperatura controlada (21°C) e
ciclo “claro-escuro” de 12 horas e umidade relativa de 70%. Agua e racdo comercial

foram oferecidas “ad libitum”. A evolugao do peso foi aferida semanalmente.

4.2 Célculo Amostral

O tamanho da amostra foi calculado a priori. Para o célculo da amostra foi
utilizado o programa SigmaPlot 11.0, considerando-se um a=0,05 e poder estatistico
de 95% (B=0,10), constando assim uma amostra 34 ratos . A diferenca minima
detectada entre as médias foi de 10%, considerando um desvio padrdo de 5%. De
acordo com resultados encontrados na literatura, entre os animais tratados com
MCT, a taxa de mortalidade para o periodo de estudo, 4 semanas, gira em torno de
25%, entdo, nos grupos MCT sedentario e MCT treinado, ao tamanho amostral
calculado foram acrescentados 3 animais (HENKENS et al, 2007; OKADA et al,
2008; HESSEL et al, 2006; RABBO et al, 2008).

4.3 Grupos Experimentais

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

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

Monocrotalina e submetido ao protocolo de treinamento fisico.

4.4 Protocolo Experimental

A partir do trigésimo dia ap0s 0 nascimento, 0os animais dos grupos controle
treinado e monocrotalina treinado realizaram adaptacdo ao exercicio fisico que
consistiu em duas semanas de corrida em esteira rolante adaptada. Apos o término
desse periodo, foi induzida a hipertensdo arterial pulmonar, com insuficiéncia
cardiaca direita, por injecdo de monocrotalina nos grupos MS e MT. Apés a
administragcdo da monocrotalina, o protocolo de treinamento iniciou e foi mantido por
qguatro semanas. Para a indugcédo de hipertenséo arterial pulmonar, com 45 dias de
vida e peso corporal de aproximadamente 180 gramas, os ratos dos grupos MT e
MS receberam uma Unica dose intraperitoneal de 60 mg/kg de monocrotalina
(Sigma, crotaline - C240, USA). A diluicdo da MCT foi feita em 0,5 mL de HCI 0,1 N.
Apés a diluicdo, o pH foi ajustado até que atingisse o valor 7,4 com a adi¢do de
NaOH 1N. Para completar o volume final injetado foi utilizado soro fisiol6gico
(SINGAL et al, 2000). Essa preparacdo corresponde para um rato de 200g, por
exemplo, uma injecdo contendo 200uL de solucdo, ndo alterando, portanto, sua
volemia. Os ratos dos grupos controle receberam dose Unica, contendo apenas
solucédo salina, na mesma concentracdo dos grupos experimentais para passarem
pela mesma situacdo de estresse (Tabela 3). Além disso, todos o0s animais
permaneceram no mesmo ambiente durante o treinamento para passarem pelo

mesmo processo de estresse ambiental.
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Tabela 3 - Protocolo Experimental

44 dias 72 dias
Grupo Controle | 3 gias > | Injecdo Salina | Final do
Sedentério (CS) (PR i gy i Experimento
44 di 72 dias
ias
Grupo MCT 30 dias el | Final do
Sedentario (MS) > | Iniecdo MCT » Experimento
44 dias 72 dias
G.ruPO T 30 dias ————» a I_n'_e_él_o_l\ZC_T_ R -_— Final do
Tl’emadO (CT) Adapta(;éo L= _J_Q_ -_———— _.I Treinamento Experimento
em esteira
44 di 72 dias
ias
Treinado (MT) Adaptacao Treinamento
em esteira

4.5 Protocolo de Treinamento

O protocolo de treinamento foi constituido de sessdes de corrida em esteira
adaptada (modelo TK 01, IMBRAMED) segundo protocolo pré-estabelecido para
ratos Wistar com cardiopatia (RODRIGUES et al, 2007), sendo a freqiéncia de cinco
vezes por semana (segunda a sexta), durante o periodo de quatro semanas apos a
injecdo da monocrotalina. Baseando-se nesse protocolo, foram realizados dois
testes de velocidade maxima, um apés o periodo de adaptacdo, logo antes do
periodo de treinamento, e outro na segunda semana de treinamento. Nesse
protocolo a velocidade é aumentada em 3m/min a cada trés minutos até a exaustao.
E considerada a velocidade méaxima o estagio completado pelo animal antes da
exaustdo. O calculo para a porcentagem da velocidade maxima é realizado com uma
média aritmética de todas as velocidades maximas dentro de cada grupo
experimental. A partir dos resultados foi determinada a velocidade média em que os
grupos de animais deveriam correr para atingir 60% do VO,nax, intensidade essa
considerada como sendo predominantemente aerdbia. Os animais foram
anestesiados e sacrificados, individualmente, por deslocamento cervical apos
analise hemodinamica e vinte quatro horas apdés a ultima sessao de treinamento em

esteira.
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4.6 Consideracfes éticas na vivissec¢do dos animais

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

4.7 Avaliacdo da Doenca

4.7.1 Avaliagdo Hemodinamica

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

4.7.2 Hipertrofia cardiaca

O indice de hipertrofia cardiaca (IHC) oferece dados quanto ao aumento de
massa muscular do coracdo. Esse dado pode ser calculado de diversas formas. No
presente estudo esse indice foi feito pela relagdo entre o peso, em miligramas, do
tecido cardiaco e o peso corporal do animal, em gramas. Dois indices de hipertrofia
do ventriculo direito também foram realizados. No primeiro, a divisdo é feita entre o
peso do ventriculo direito pelo peso corporal, indicando a hipertrofia dessa camara.
O segundo indice relaciona o peso do tecido cardiaco, em miligramas, pelo

comprimento da tibia, em milimetros.



26

4.8 Anélise do Estresse Oxidativo

Para a realizacdo das analises de estresse oxidativo, 0 musculo gastrocnémio
foi homogeneizado durante 40 segundos em Ultra-Turrax. Para cada grama de
musculo, foram acrescentados 5 mL de KCI. Foram acrescentados 10 pL de fluoreto
de fenilmetilsulfonila (PMSF), 100mmol/L, para cada 1 mL do homogeneizado e 15
uL de solucéo Triton 10% para cada 1 grama de musculo. 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 (LLESUY et al., 1985).

4.8.1 Relagcdo GSH/GSSG

Para determinar a glutationa total, 0 homogeneizado dos tecidos precisou ser
desproteinizado com acido perclérico 2 mol/L e centrifugado por 10 minutos a 1000g.
O sobrenadante foi neutralizado com hidréxido de potassio 2 mol/L. O meio de
reacdo continha tampao fosfato 100 mmol/L (pH 7,2), acido nicotinamida
dinucleotideo fosfato (NADPH) 2 mmol/L, glutationa redutase 0,2 U/mL, &cido
ditionitrobenzdico 70 pmol/L. Na determinacdo da glutationa reduzida, o
sobrenadante neutralizado reagiu com &cido ditionitrobenzéico 70 pumol/L e foi lido
no espectrofotometro a 420nm (AKERBOON e SIES, 1981).

4.8.2 Quimiluminescéncia

O método consiste em adicionar um hidroperoxido organico de origem
sintética ao homogeneizado de tecido, avaliando-se a capacidade de resposta
produzida pela amostra. A realizacéo deste tipo de teste consiste no fato de que os
hidroperoxidos sdo espécies quimicas bastante instaveis, reagindo com lipidios por
um mecanismo radicalar que gera produtos que emitem luz pela amostra em estudo.
A quimiluminescéncia foi medida em contador beta (LKB Rack Liquid Scintilation
Spectrometer). O meio de reacdo no qual foi realizado o ensaio consistia em 3,5mL

de uma solucdo reguladora de KCI 140 mmol/L, fosfatos 20 mmol/L, (pH 7,4), na
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qual foi adicionado 0,5 mL de amostra. Os resultados foram expressos em
contagens por segundo (cps), por miligrama de proteina segundo Gonzalez-Flecha
et. al (1991).

4.8.3 Atividade da Superéxido Dismutase

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

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

Para tanto, primeiramente foi efetuada uma curva padrédo usando as
concentra¢gfes de 0; 0,25; 0,5 e 1 unidade de SOD, através da qual foi obtida a
equacado da reta para realizacdo dos calculos. Foram adicionados solucdo tampao
(Tris-base 50 mmol/L e EDTA 1 mmol/L, em pH 8,2), 4 uL de solucdo de catalase
(30umol/L), volumes adequados das solucbes de SOD e 8 uL de pirogalol 24 mmol/L
(em é&cido cloridrico a 10 mM), obtendo-se as concentracdes desejadas.

No meio de reacdo, foram utilizados 15 pL da amostra dos mausculos
previamente preparada, tampéao Tris-base, 8 pL de pirogalol (24 mmol/L) e 4 uL de
catalase (30pmol/L). A variagdo na absorbéancia foi acompanhada a 420 nm durante

2 minutos e os resultados expressos em U/mg de proteina.
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4.8.4 Atividade da Catalase

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

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

4.8.5 Medida de perdxido de hidrogénio

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

4.8.6 Quantificacdo de Proteina

As proteinas foram quantificadas pelo método descrito por Lowry e
colaboradores (1951), que utiliza como padrédo uma solugdo de albumina bovina na
concentracdo delmg/mL. Reagentes utilizados: Reativo de Follin Ciocalteau, diluido

em agua destilada na proporcao 1:3, e Reativo C, que € composto por 50mL do
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reativo A, 0,5mL do reativo B1 e 0,5mL do reativo B2, onde os reativos A, B1 e B2
séo, respectivamente: NAHCOg (bicarbonato de sédio) 2% (p/v) em NaOH (hidréxido
de sédio) 0,1N; CuS0O4.5H,0 (sulfato de cobre) 1% (p/v); KNaC4H406.4H,0 (tartarato
de sodio e potassio) 2% (p/v). A medida foi efetuada em espectrofotdmetro a 625 nm

e 0s resultados expressos em mg/mL.

4.9 Anélise Estatistica

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

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

apresentou p< 0,05.

4.10 Grau de Severidade dos procedimentos

1 - Avaliagcdo hemodinamica e sacrificio dos animais: sem recuperacao.
Durante a avaliagdo hemodinamica os animais estardo anestesiados e, apos

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

2 - Aplicacéo de monocrotalina e de anestésico: leve.

3 - Progresséao da dor: moderado.

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

levar & morte dos animais.
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5 RESULTADOS
5.1 Avaliacdo Hemodinamica

A avaliacdo cardiaca foi mensurada para verificar se a doenca foi estabelecida
a partir de duas de suas caracteristicas: pressdo ventricular elevada e hipertrofia

cardiaca direita.

5.1.1 Registro de presséo ventricular
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-
20,0
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Figura 1. Pressao ventricular sistélica direita (PSVD), em mmHg. Resultados
expressos em meédia +- DP, com 5 animais por grupos. CS = controle sedentario; MS =
monocrotalina sedentario; CT = controle treinado; MT = monocrotalina treinado. *

significativo versus CS; # significativo versus CT. P<0,001.

Como observado, a PSVD aumentou significativamente em ambos os grupos
tratados com monocrotalina, em relacdo aos seus controles (169% e 158%,
respectivamente). J& a PDFVD, demonstrada a seguir, embora também tenha
apresentado o mesmo padrao de aumento (412% e 149%, respectivamente), houve
uma diminuicdo significativa da pressdo no grupo monocrotalina treinado quando

comparado ao monocrotalina sedentario.
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Figura 2. Presséao ventricular diastélica final direita (PDFVD), em mmHg. Resultados
expressos em média +- DP, com 5 animais por grupos. CS = controle sedentario; MS =
monocrotalina sedentario; CT = controle treinado; MT = monocrotalina treinado. *
significativo versus CS; # significativo versus CT, + significativo versus MS. + P<0,05;
* # P<0,001.

5.1.2 Hipertrofia Cardiaca e do Ventriculo Direito

O indice de hipertrofia cardiaca relacionou o peso total do coracéo pelo peso
do animal (em mg/g peso corporal); O segundo indice — de hipertrofia do ventriculo
direito - foi feito pela razdo entre o peso do ventriculo direito (VD) pelo peso do
animal; o ultimo — também apenas do VD -, pela raz&o entre o ventriculo direito — em
miligramas — e o comprimento da tibia, em milimetros.

Os trés indices apresentaram o mesmo padrdo de resultado: um aumento
significativo da hipertrofia cardiaca nos grupos monocrotalina treinado e
monocrotalina sedentario, quando comparados, respectivamente, aos grupos
controle sedentario e controle treinado.

No primeiro indice — peso do coracdo pela massa corporal — esse aumento,
foi de, respectivamente, 32 e 43% nos grupos MS e MT. Quando relacionado apenas
o ventriculo direito pelo peso do animal — segundo indice — 0s aumentos
encontrados foram de 103% e 114%, respectivamente. Por fim, no dltimo indice —
peso do ventriculo direito pelo comprimento da tibia, os aumentos foram,

respectivamente, de 78 e 57%.
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Figura 3. indice de hipetrofia cardiaca (peso do corac&o/peso corporal). Resultados
expresos em média +- DP, com 5 animais por grupos. CS = controle sedentéario; MS =
monocrotalina sedentario; CT = controle treinado; MT = monocrotalina treinado. *

significativo versus CS; # significativo versus CT; P<0,05.
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Figura 4. indice de hipetrofia do VD (peso do ventriculo direito/peso corporal).
Resultados expresos em média +- DP, com 5 animais por grupos. CS = controle
sedentério; MS = monocrotalina sedentéario; CT = controle treinado; MT =
monocrotalina treinado. * significativo versus CS; # significativo versus CT, P<0,05.
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Figura 5. indice de hipetrofia do VD (peso do ventriculo direito/ comprimento da tibia).
Resultados expresos em média +- DP, com 5 animais por grupos. CS = controle
sedentario; MS = monocrotalina sedentario; CT = controle treinado; MT =

monocrotalina treinado. * significativo versus CS; # significativo versus CT, P<0,05.

5.2 Andlise de Estresse Oxidativo.

Para andlise do dano oxidativo, foram realizadas analises de lipoperoxidagao
por quimiluminescéncia e concentracdo do peréxido de hidrogénio. Posteriormente,
para verificar a acdo do sistema antioxidante, foram analisadas as atividades das
enzimas catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD), bem como a relacdo da

glutationa reduzida pela oxidada.

5.2.1 Lipoperoxidagao por Quimiluminescéncia

Ao avaliar a lipoperoxidacéo, percebeu-se um aumento do dano lipidico de
160% nos animais do grupo monocrotalina treinado em relagcdo ao seu controle (CT).
Embora ndo tenha sido observada uma diferenca significativa no grupo MS em
relacdo ao CS, observou-se uma tendéncia (p=0,084) de maior dano no primeiro

guando comparado ao segundo (56%).
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Figura 6. Quimiluminescéncia (cps/mg prot.) em homogeneizado de gastrocnémio.
Resultados expressos em média +- DP, com 5 animais por grupos. CS = controle
sedentario; MS = monocrotalina sedentario; CT = controle treinado; MT =

monocrotalina treinado. # significativo versus controle treinado (CT). P<0,05

5.2.2 Concentracdo de Peroxido de Hidrogénio

Em relacdo as concentracdes de peroxido de hidrogénio, os ratos com
hipertensdo arterial pulmonar mostraram niveis superiores dessa espécie ativa de
oxigénio (330% e 334%, respectivamente) quando comparados aos seus respectivos
controles. O treinamento fisico, além disso, aumentou, nos animais hipertensos,

esse dano em 12% quando comparado aos que nao realizaram exercicio aerobio.
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Figura 7. Concentracdo de H202 (pmol/mg prot.) em homogeneizado de gastrocnémio.

Resultados expressos em média +- DP, com 5 animais por grupos. CS = controle
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sedentario; MS = monocrotalina sedentario; CT = controle treinado; MT =
monocrotalina treinado. * significativo versus CS; # significativo versus CT, +

significativo versus MS. P<0,05

5.2.3 Atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT)

Tanto a atividade da enzima superoxido dismutase, como a atividade da
enzima catalase, ndo apresentaram quaisquer diferencas significativas entre o0s
grupos analisados.
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Figura 8. Atividade da superdxido dismutase (SOD) em unidades de por miligrama de
proteina em homogeneziado de musculo gastrocnémio. Resultados expressos em
média +- DP, com 5 animais por grupos. CS = controle sedentario; MS = monocrotalina

sedentario; CT = controle treinado; MT = monocrotalina treinado.
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Figura 9. Atividade da catalse (CAT) em picomol/mg proteina em homogeneziado de
musculo gastrocnémio. Resultados expressos em média +- DVP, com 5 animais por
grupos. CS = controle sedentario; MS = monocrotalina sedentéario; CT = controle
treinado; MT = monocrotalina treinado.

5.2.4 Relacé&o da glutationa reduzida pela glutationa oxidada (GSH/GSSG)

Ao relacionar a glutationa reduzida pela glutationa oxidada, como um
marcador antioxidante ndo enzimatico, ndo percebemos diferengas significativas

entre 0s grupos estudados.
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Figura 10. Resultados expressos em média +- DVP, com 5 animais por grupos. CS =
controle sedentario; MS = monocrotalina sedentario; CT = controle treinado; MT =

monocrotalina treinado.
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6 DISCUSSAO

A hipertenséo arterial pulmonar é caracterizada por um remodelamento das
artérias pulmonares com proliferacdo endotelial, hipertrofia da musculatura lisa e
expansdo da camada adventicia. Aumento na presséo arterial pulmonar, hipertrofia
ventricular direita e eventual Cor pulmonale sdo manifestacbes de uma complexa
patofisiologia que compde essa doenca (RAMOS et al., 2008).

No presente estudo, os dados preliminares demonstraram um aumento da
presséao ventricular direita nos animais que receberam monocrotalina em relacao aos
seus respectivos controles. Esse resultado, associado aos indices de hipertrofia
cardiaca, também elevados nos mesmos Qrupos que apresentaram tais
modificacdes, indicam que a hipertensdo arterial pulmonar foi bem estabelecida
nesse modelo, demonstrando, dessa forma, que o aumento da massa cardiaca é
necessaria para vencer a resisténcia imposta pelo estreitamento dos vasos
pulmonares.

Embora os grupos tratados com monocrotalina tenham apresentado um
aumento no pico de pressdo ventricular sistdlica e diastolica direita, quando
comparados aos seus controles, o grupo MT diminuiu significativamente a pressao
diastélica final em relacdo ao grupo MS, indicando, assim, uma possivel
consequUéncia benéfica do treinamento fisico aerébio. Esses resultados sdo bastante
semelhantes aos encontrados em estudos anteriores de nosso laboratorio: Souza-
Rabbo (2005) avaliou marcadores de estresse oxidativo e a funcdo cardiaca de ratos
com Cor pulmonale induzida por monocrotalina em diferentes periodos e encontrou
um aumento significativo da pressao ventricular sistolica e diastélica nos animais
que continham a doencga, nos periodos de 3 e 4 semanas. Além disso, também indo
ao encontro do presente estudo, encontrou uma diminuicdo da pressao diastolica
final direita no grupo monocrotalina treinado, quando comparado ao monocrotalina
sedentario.

A hipertensdo arterial pulmonar aumenta a resisténcia vascular periférica e
leva a insuficiéncia cardiaca direita (MCLURE e PEACOCK, 2007). As pressbes
elevadas refletem a tentativa de combater essa maior resisténcia imposta pela
artéria pulmonar nos ratos com a doenca. Em relagdo a pressdo diastélica, os
animais do grupo monocrotalina treinado apresentaram uma diminuicdo de tais

valores quando comparados aos seus controles. A pressédo diastolica refere-se a
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pressdo imposta pelo sangue ao final de uma diastole. Assim, o resultado
encontrado indica que os animais do grupo monocrotalina treinado conseguem
diminuir o volume residual ao final da diastole, elevado no grupo monocrotalina
sedentario, indicando um beneficio decorrente do treinamento fisico.

Em relacéo a hipertrofia cardiaca, todos os indices avaliados mostraram que,
no periodo de quatro semanas, ela ocorre nos animais com HAP tanto sedentéarios
como treinados. A hipertrofia do ventriculo direito € uma caracteristica ja bem
descrita da HAP (KATZ et al, 1993). JA& em 1959, Padmavati e Pathak
demonstraram em um estudo de caso com 127 pacientes de uma zona rural da
india, portadores de Cor pulmonale, um aumento, em média, de 67% do tamanho do
ventriculo direito. Resultados semelhantes também ja foram encontrados em nosso
laboratorio (SOUZA-RABBO et al., 2008; LUDKE et al., 2010).

No presente estudo, durante o periodo de quatro semanas, com o protocolo
realizado, o exercicio fisico ndo foi capaz de alterar significativamente o grau de
hipertrofia.O remodelamento cardiaco esta intimamente relacionado com as
espécies ativas de oxigénio (GIORDANO et al., 2005). O exato mecanismo que leva
a tais adaptacfes ainda ndo € bem entendido. Concentracdes baixas de espécies
ativas de oxigénio poderiam levar ao desenvolvimento de uma hipertrofia fisioldgica,
sendo essa uma conseqiéncia bastante observada apés um programa de exercicio
fisico. Farahmand e colaboradores (2004) sugerem, entretanto, que na HAP, um
aumento no dano oxidativo acentuado, ndo acompanhado de uma adequacédo do
sistema antioxidante, pode exercer um papel importante na falha do ventriculo
direito, levando a uma hipertrofia patologica.

No presente estudo, o indice de hipertrofia cardiaco foi realizado com o Gnico
objetivo de verificar as modificagcdes na massa desse tecido, sendo o crescimento do
VD uma caracteristica presente na doenca, validando, de forma indireta, 0 nosso
modelo. Em futuros estudos, para observar a influéncia do exercicio de forma mais
especifica sobre o coragdo, vias de sinalizagdo de crescimento e de apoptose
celular, bem como o tamanho de cardiomidcitos, seriam estratégias interessantes a
serem utilizadas na investigacdo desse processo.

Os grupos controle sedentario e controle treinado nao apresentaram
diferengas nos indices hipertréficos. Sabe-se que o exercicio fisico de baixa
intensidade é capaz de promover, a longo prazo, hipertrofia cardiaca fisiol6gica

(SHAPIRO, 1984). Talvez o periodo de treinamento (quatro semanas) da presente
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pesquisa nao tenha sido suficiente para gerar esse crescimento nos grupos que
foram treinados. De fato, a maioria dos estudos demonstram hipertrofia cardiaca em
periodos mais longos. ANVERSA e colaboradores (1983) demonstraram um
aumento de 17% no indice de hipertrofia cardiaca em ratos treinados apdés um
periodo de sete semanas quando comparados aos animas sedentarios.
GARCIARENA e colaboradores (2009) perceberam resultados semelhantes ao
submeter um protocolo de treinamento fisico em ratos espontaneamente hipertensos
durante um periodo de sessenta dias.

Percebendo esses fatos, os altos indices de hipertrofia cardiaca no presente
estudo parecem ter sido devidos, exclusivamente, a doenca. Um fator limitante do
nosso estudo manifesta-se no fato de que os animais com hipertensdo arterial
pulmonar apresentam um indice de mortalidade muito alto, principalmente a partir da
quarta semana ap0s a injecdo de monocrotalina, ndo permitindo um periodo de
treinamento prolongado apos a injecdo. Uma possivel estratégia para futuras
investigacdes seria iniciar o treinamento fisico algumas semanas antes de
administrar a droga, sendo possivel verificar a interferéncia do exercicio fisico sobre
a funcdo e estrutura cardiaca e de que forma a doenca interfere sobre esses
parametros.

Outro fator limitante é a auséncia, na literatura, de protocolos especificos para
a prescricdo de treinamento fisico, tanto em animais como em humanos, na
populacdo estudada. Como ndo ha em nosso laboratério equipamento que avalie
consumo direto de oxigénio, a prescricdo foi baseada em um estudo de
RODRIGUES e colaboradores (2007), que relacionaram o consumo direto de
oxigénio com um teste de velocidade maxima em ratos diabéticos com insuficiéncia
cardiaca. Por ndo se tratar da mesma populagéo, talvez o treinamento ndo tenha
sido o0 mais adequado e futuras investigacdes seriam relevantes neste contexto.

Em relacdo ao estresse oxidativo na musculatura esquelética, o principal
objetivo desse trabalho, percebeu-se um aumento na producdo de espécies ativas
de oxigénio, pela concentracdo de peroxido de hidrogénio, nos animais com HAP.
Esse aumento foi ainda maior no grupo MT em relacdo ao MS, podendo ter
contribuido para a presenca de dano lipidico apenas nesse grupo, ainda que 0 grupo
MS tenha demonstrado uma tendéncia de aumento em relagdo ao seu controle.

A literatura apresenta resultados bastante controversos a respeito do exercicio

fisico na hipertensao arterial pulmonar. Enquanto SOUZA-RABBO e colaboradores,
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em 2008, demonstraram uma maior sobrevida nos animais exercitados com Cor
pulmonale induzida por monocrotalina, numa dose de 60mg/kg, HANDOKO e
colaboradores, em 2009, observaram, para uma mesma dose, uma alta taxa de
mortalidade nos animais que realizaram treinamento fisico em comparagdo aos que
permaneceram sedentarios. Ainda neste Ultimo estudo, uma comparacao entre duas
concentragbes de monocrotalina foi realizada. Os animais treinados que receberam
uma dose de 30mg/kg, considerada pelos autores como uma hipertensao pulmonar
estavel, apresentaram uma sobrevida maior em relacdo aos animais sedentarios. Ja
a dose de 60kg/kg, a mesma utilizada no presente estudo, considerada por eles
como uma hipertensao arterial progressiva, acentuou as caracteristicas da doenca,
acarretando em uma mortalidade antecipada.

De fato, o exercicio ndo parece ter se mostrado benéfico, no musculo
gastrocnémio, no presente estudo. Além de promover um aumento no dano lipidico e
aumentar a producdo de perédxido de hidrogénio nos animais doentes, ndo foi capaz
de aumentar a atividade de enzimas antioxidantes, como a catalase e a superoxido
dismutase. COUILLARD e colaboradores (2003) analisaram o estresse oxidativo
induzido pelo exercicio na musculatura do quadriceps de pacientes com doenca
pulmonar obstrutiva crénica (DPOC). Em consonancia com nossos resultados,
perceberam um aumento no dano lipidico comparado aos pacientes sedentarios e
nao encontraram diferencas significativas na atividade da glutationa peroxidase,
apesar de os dois grupos com DPOC terem apresentado uma atividade menor
comparada aos individuos saudaveis.

Curiosamente, o tecido muscular ndo demonstrou desbalanco redox, visto
que a relagdo GSH/GSSG nao apresentou diferengas significativas. Acreditamos,
assim, que outros sistemas antioxidantes possam estar atuando, como a GPx, a
tiorredoxina, a peroxirredoxina, evitando, assim, a instalagdo de um quadro de
estresse oxidativo.

Como percebido, além de escassa, a literatura é bastante inconclusiva.
COILLARD e colaboradores (2003) sugerem uma possivel disfungdo muscular
esquelética induzida pelo exercicio em pacientes com DPOC, doenca que predispde
a hipertenséo arterial pulmonar. Os mecanismos que levariam a essa disfuncéo séao
desconhecidos. O exercicio pode ocasionar um aumento do estresse oxidativo pela
maior producdo de agentes pro-oxidantes ou por uma atividade antioxidante

inadequada. A xantina oxidase pode, também, ser uma importante fonte de producao
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de oxidantes em pacientes com DPOC durante o exercicio. HEUNKS e
colaboradores (1999) mostraram que a lipoperoxidacdo induzida pelo exercicio
agudo em pacientes com DPOC pode ser prevenida pelo tratamento com alopurinol,
um potente inibidor da xantina oxidase.

De forma distinta, HANDOKO e colaboradores, em outro estudo de 2009,
mostraram que o exercicio pode ser benéfico em pacientes com hipertensédo arterial
pulmonar idiopatica. Para isso, um programa de 12 semanas de exercicio fisico foi
realizado e os autores perceberam um aumento na distancia percorrida no teste de
seis minutos de caminhada, bem como uma elevacédo de 13% da forca méaxima do
musculo quadriceps desses pacientes. Esse parece ser o Unico estudo, até o
momento, que avalia a funcdo muscular esquelética em pacientes com HAP, mas
nao apresenta dados referentes a estresse oxidativo.

Os resultados preliminares do presente estudo indicam que a doenca parece
promover um aumento no dano oxidativo no muasculo gastrocnémio de animais com
HAP induzida por monocrotalina. Este € o primeiro estudo que realiza tal analise
numa populacdo que contém essa doenca e associa com as possiveis interferéncias
provocadas por um programa de treinamento fisico aerdbio. Destarte, os resultados,
atualmente, estdo limitados pelo reduzido nimero amostral. Aumentando o namero
de animais, atualmente correspondendo a metade do estabelecido pelo calculo

amostral, alguns dos resultados podem vir a ser alterados.
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7 PERSPECTIVAS

Percebendo que os resultados apresentados séo parciais, este estudo ainda
possui algumas perspectivas, na tentativa de melhor explicar de que forma o
estresse oxidativo pode estar se manifestando na musculatura esquelética dos
animais com HAP. Como prioridade, pretendemos quantificar a atividade da citrato
sintase, enzima integrante do Ciclo de Krebs, servindo como um marcador de
treinamento dos animais. Embora tenhamos percebido algumas diferencas entre os
animais que treinaram e 0s que ndo treinaram, um aumento esperado da citrato
sintase poderd confirmar a eficiéncia do treinamento em gerar uma adaptacao
aerobia.

Outra perspectiva € analisar a concentracdo de nitritos e de nitratos,
componentes derivados do oxido nitrico, permitindo a avaliacdo da fung&o endotelial
na musculatura esquelética. O balanco entre as concentracdes de espécies ativas
de oxigénio e de 6xido nitrico € um fator importante no desenvolvimento de doencas
cardiacas e no crescimento hipertrofico. Recentemente, o mecanismo mais
importante atribuido as EROs para a mudanca na funcdo endotelial é através da
inativacdo da producao de Oxido nitrico pelo &nion superdxido e por lipoproteinas
oxidadas de baixa intensidade (PINHO et al., 2009). Taddei e colaboradores (2000)
demonstraram que o exercicio fisico previne a disfuncédo endotelial através do reparo
da disponibilidade de 6xido nitrico, como uma resposta de prevencado de estresse
oxidativo. Essa evidéncia sugere que o exercicio fisico pode evitar ou atenuar a
reducdo da vasodilatacdo dependente do endotélio.

Por fim, pretendemos quantificar a atividade de outras defesas antioxidantes.
Em nosso estudo, o aumento das espécies ativas de oxigénio, ndo acompanhado de
um desbalanco redox, sugere que o sistema antioxidante esteja se manifestando a
fim de evitar esse processo. Assim, a enzima glutationa peroxidase sera avaliada e,
se mais ativada, podera ser uma das explicagcbes para a ndo ocorréncia de

desbalanco redox observada.
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8 CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados, a hipertensao arterial pulmonar foi
estabelecida nesse estudo. Os animais com a doenca apresentaram uma elevada
pressao sistélica e diastélica ventricular direita, acompanhada de uma hipertrofia do
ventriculo direito, caracteristicas do modelo. O exercicio fisico, por sua vez, foi capaz
de diminuir a pressédo diastolica ventricular direita, mostrando, assim, um possivel
efeito benéfico dessa ferramenta na presente populacgéo.

No musculo gastrocnémio, os resultados apontaram para um caminho distinto.
Os animais com HAP apresentaram um aumento na producao de espécies ativas de
oxigénio em tal musculatura. O exercicio fisico, além disso, a partir do protocolo
realizado, acentuou a producdo dessas espécies nos animais doentes, gerando
dano lipidico as membranas.

A maior presenca de espécies ativas de oxigénio ndo acarretou desbalanco
redox, ja que nao foram observadas diferencas significativas entre a relacdo da
glutationa reduzida pela oxidada. Entretanto, pelas atividades das enzimas
analisadas (catalase e superdxido dismutase), também ndo encontramos diferencas
entre os diferentes grupos. Acreditamos que o sistema antioxidante pode estar
agindo por outras vias, passivel de ser investigado, evitando que o dano aconteca.

O presente trabalho demonstra, portanto, que, embora o exercicio fisico ja
tenha sido demonstrado como benéfico, de forma geral, em pacientes com HAP,
esse artificio ndo parece apresentar efeitos positivos sobre o musculo gastrocnémio
de ratos tratados com monocrotalina, em decorréncia do dano lipidico as
membranas observado.

Esse é o primeiro estudo a avaliar o efeito do exercicio fisico sobre o estresse
oxidativo na musculatura esquelética numa populacdo como essa. Novas
investigacdes sdo necessarias para melhor compreender os mecanismos pelos
quais esses tecidos reagem frente ao exercicio fisico numa doenca debilitante como
a hipertenséao arterial pulmonar, que tem a fadiga como uma de suas caracteristicas

primarias.
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