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RESUMO
TESE DE DOUTORADO

Juliana Pereira Borges

Sabe-se que o exercicio fisico agudo reduz a lesdo tecidual e a morte celular decorrentes de eventos de isquemia
e reperfusdo (IR) e infarto agudo do miocardio. Porém, os mecanismos envolvidos nessa resposta cardioprotetora
ndo sdo claros. Evidéncias recentes indicam que os receptores opidides podem estar envolvidos nesse processo.
No entanto, além de ndo se saber especificamente o subtipo de receptor opidide envolvido, sdo escassos estudos
que se debrugaram sobre a relagdo entre a cardioprotecdo induzida pelo exercicio ¢ opidides. Dessa forma o
objetivo da tese foi investigar a participacdo dos receptores opidides e seus subtipos na cardioprote¢do induzida
pelo exercicio fisico acrobio apds lesdo de IR em ratos. Além disso, buscou-se estabelecer de que forma outros
possiveis mecanismos estariam relacionados com a cardioprotecdo. Para tal, ratos wistar foram submetidos a
dois protocolos de isquemia reperfusdo: in vivo e ex vivo (Langendorff). Em ambos os protocolos, animais
realizaram 4 sessoes de exercicio fisico (60 min/sessdo a 70% do VOjns). Foram medidos os parametros
hemodindmicos, area de infarto, densidade capilar estrutural, a expressao proteica de cada subtipo de receptor
opidide, e a expressdo génica da capacidade antioxidativa e da proteina de choque térmico 72 (HSP 72). Foi
verificado tanto no protocolo ex vivo quanto no in vivo, que 0 grupo que se exercitou apresentou menor area de
infarto e melhor fungdo hemodindmica comparado ao grupo controle. Apods o tratamento com naloxona, um
antagonista ndo — seletivo para receptores opiodides, o efeito cardioprotetor do exercicio foi parcialmente
bloqueado. Além disso, no protocolo in vivo, foi demonstrado que o exercicio ndo alterou a densidade capilar
estrutural do ventriculo esquerdo e a expressdo génica de enzimas antioxidantes, medida através de RT-PCR
quantitativo. Os niveis de RNAm de HSP 72 estavam reduzidos no grupo exercitado. Foi verificado também que
o bloqueio farmacoldgico dos receptores opidides delta, mas ndo do kappa e do mu, aboliu o efeito
cardioprotetor do exercicio fisico. No entanto, a expressdo proteica dos receptores opidides delta e kappa do
grupo exercitado estavam reduzidas em relagdo ao grupo controle. Em conclusio, nossos resultados sugerem que
mesmo poucas sessoes de exercicio fisico podem proporcionar cardioprotecao contra lesdes por IR, que ndo esta
relacionada a angiogénese, aumento na expressao génica miocardica de HSP 72 e enzimas antioxidantes, mas

sim ao sistema de opidides, e mais especificamente aos receptores delta.
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ABSTRACT
TESE DE DOUTORADO

Juliana Pereira Borges

It is known that acute exercise reduces tissue damage and cell death resulting from events of ischemia and
reperfusion (IR) and acute myocardial infarction. However, the mechanisms involved in this cardioprotective
effect are unclear. Recent evidences indicate that opioid receptors may be involved in this response.
Nevertheless, besides not knowing specifically what subtype of opioid receptor are associated to
cardioprotection, there are few studies which have examined the relationship between exercise-induced
cardioprotection and opioids. So, the objective of the thesis was to investigate the involvement of opioid
receptors and its subtypes in exercise-induced cardioprotection after IR injury in rats. Furthermore, we aimed to
establish how other possible mechanisms would be related to cardioprotection. To do so, wistar rats were
submitted to two different protocols of IR: in vivo and ex vivo (Langendorff). In both, animals performed 4
sessions of aerobic exercise (60 min/session at 70% of VO,,,,,). Hemodynamics, infarct size, structural capillary
density, protein expression of each opioid receptor subtype and gene expression of antioxidant capacity and heat
shock protein 72 (HSP 72) were measured. It was observed in both in vivo and ex vivo protocols that the
exercised group presented significant smaller infarct size and greater hemodynamic function compared to control
group. After the treatment with naloxone, a non-selective opioid receptor antagonist, the cardioprotective effect
of exercise was partially annulled. Furthermore, in vivo protocol showed that exercise did not alter left ventricle
structural capillary density and gene expression of antioxidant enzymes, measured through quantitative RT-PCR.
The HSP 72 mRNA levels were reduced in exercised group. It was also shown that pharmacological blockade of
delta opioid receptors, but not kappa and mu, abolished the exercise-induced cardioprotection. However, protein
expression of delta and kappa opioid receptors in exercised group was significant reduced compared to control
group. In conclusion, our results suggest that even short-term aerobic exercise promotes cardioprotection against
IR injury, which is not associated to angiogenesis, increased myocardial gene expression of HSP 72 and

antioxidant enzymes, but to opioid system, and more specifically to delta opioid receptors.
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INTRODUCAO

Dados epidemiologicos recentes apontam que a taxa de mortalidade decorrente de
doengas cardiovasculares reduziu significativamente na ltima década [1, 2]. No entanto, as
doengas cardiovasculares ainda representam um grave problema de satde publica, sendo a
principal causa de mortalidade na populagao mundial e correspondendo, em média, a cerca de
30% das causas de Obito. Dentre elas, a doenga coronariana (DAC) tem destaque especial,
uma vez que vem atingindo um nimero cada vez maior de pacientes adultos em plena idade
produtiva. Anualmente nos Estados Unidos, aproximadamente 1 milhdo de pessoas sofrem
um infarto agudo do miocardio (IAM) decorrente da DAC, sendo que desses, quase 400 mil
chegam a Obito. Estima-se que a cada 34 segundos, um americano sofrera um evento
coronario, € em média, a cada 1 minuto e 23 segundos, uma pessoa ira morrer vitima de [AM
[2].

No Brasil, o Ministério da Saude relatou que em 2009, em média 960 mil o6bitos
ocorreram devido a doengas cardiovasculares em individuos com mais de 30 anos, sendo
95.500 devido a IAM [1]. Apesar de ndo se conhecer o numero exato de IAM que ocorre
anualmente no Brasil, estima-se que seja entre 300 a 400 mil casos, e que a cada 5 a 7 eventos
ocorre 1 obito. Esses dados conferem a esta doenca elevada taxa de incidéncia e mortalidade,
apesar dos inimeros avangos terapéuticos obtidos na ultima década [3].

A DAC se caracteriza pela isquemia do miocardio, ou seja, redugdo ou interrupgao do
fluxo sanguineo arterial coronariano para uma determinada regiao do musculo cardiaco. Esse
processo ¢ resultado do acometimento das coronarias por um processo inflamatério cronico
chamado aterosclerose, que leva a obstru¢do progressiva da luz do vaso. Ja se sabe que a
isquemia ¢ capaz de causar lesdes que variam de pequenos e reversiveis danos ao miocardio
até lesao extensa culminando em morte do cardiomidcito [4]. O nivel da lesdo miocardica que
ocorre com a isquemia ¢ determinado pela sua extensdo e seu tempo de duragdo [4, 5]:

Como a reversibilidade e a extensdo dos efeitos deletérios da isquemia relacionam-se
diretamente com a sua duracdo, o objetivo terapéutico principal € restabelecer a reperfusdo o
mais rapido possivel [6]. No entanto, apesar da reperfusdo, através de terapia trombolitica ou
intervengdo coronaria [7], ser considerado o tratamento de escolha para redugdo da area de
infarto, esse processo pode resultar em inimeros danos, desde alteragcdes funcionais e
estruturais até morte celular, que sdo conjuntamente conhecidos como lesdo por reperfusao [6,

7.



Tendo em vista o grave problema clinico exposto, o desenvolvimento de abordagens
terapéuticas que visem o tratamento das lesdes por isquemia e reperfusdo (IR), deve ser
objetivo constante do sistema de saude e da pesquisa biomédica.

Nesse sentido, varios estudos epidemiologicos dao suporte a ideia de que o exercicio
fisico regular reduz o risco de mortalidade por doencas cardiovasculares [8-11]. Individuos
fisicamente ativos apresentam menor incidéncia de IAM e maior taxa de sobrevivéncia apds
um evento de IAM comparado a sedentarios [8, 12]. Inimeros estudos corroboraram o
conceito de que o exercicio induz cardioprote¢do [4, 13-18], sendo o exercicio associado a
uma redu¢ao de em média 20 a 30% no risco de DAC [8].

Além do efeito cardioprotetor do exercicio se dar em funcao do seu papel de reduzir os
fatores de risco cardiovasculares, tais como hipertensdo, diabetes mellitus, obesidade e
dislipidemia [12, 19], ele também ¢ capaz de promover cardioprotecdo contra IR através de
um efeito direto no miocardio [4, 12, 14, 20]. McElroy et al [21], por exemplo, demonstraram
que a pratica regular de exercicios fisicos reduz o tamanho da area do infarto em 30% em
ratos submetidos a oclusdo da artéria coronaria.

Embora ja esteja bem descrito esse efeito cardioprotetor do exercicio, 0 mecanismo pelo
qual isso ocorre ainda ¢ motivo de debate [12, 20, 22]. Alguns dos mecanismos propostos
envolvem: (a) aumento na produgdo de proteinas de choque térmico (HSP) [4, 20, 22]; (b)
remodelamento vascular, associado a aumento no nimero e didmetro de capilares e artérias
coronarias [4, 20]; (c¢) aumento na capacidade antioxidativa cardiaca, associado a reducao na
producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) nas mitocondrias do miocardio [4, 16, 20,
22]; e (d) melhora na funcdo dos canais de potassio dependentes de adenosina trifosfato
(ATP) presentes no sarcolema e mitocondria (canais Karp sarco / mito) [20, 22].

Em adi¢do, achados recentes sugerem que opidides enddgenos também podem estar
envolvidos na cardioprotecao induzida pelo exercicio [14, 19]. Os avangos obtidos na ultima
década em relagdo a farmacologia dos agentes opidides, principalmente a identificacao,
clonagem e a expressdo de seus diferentes subtipos de receptores, permitiram uma melhor
caracterizacao desse sistema, mudando de maneira significativa a percepgao a respeito de suas
funcdes. Classicamente relacionado aos efeitos analgésicos de origem central, principalmente
em fun¢do da morfina, o sistema opiodide e as drogas que nele atuam estdo ganhando destaque
por sua capacidade de induzir cardioprotecao [23].

Nesse contexto, fortes evidéncias indicam que os opidides endogenos estdo envolvidos
na cardioprote¢do induzida pelo pré-condicionamento isquémico do miocardio (PIM) [19, 23-
27], fendmeno no qual breves periodos de isquemia seguidos de reperfusdao sao capazes de
tornar o miocardio mais resistente contra um evento isquémico prolongado subsequente [28].
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Curiosamente, apesar do importante papel do sistema opidide no PIM, pouco se sabe sobre
seu envolvimento no efeito cardioprotetor do exercicio. Em adi¢do, o subtipo especifico de
receptor opidide supostamente responsavel por esse efeito ainda nao foi identificado.

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi elucidar qual subtipo de receptor
opidide estd associado a cardioprotecdo induzida pelo exercicio, e sua importancia relativa
comparado a outros supostos mecanismos, tais como aumento na produgcdo de HSP,

capacidade antioxidativa cardiaca e angiogénese.



1 Revisdo de Literatura

1.1 Exercicio e Cardioprotecao

Varios estudos epidemioldgicos suportam a ideia de que o exercicio fisico regular reduz
o risco de mortalidade por doengas cardiovasculares, independente da modificagdo em outros
habitos diarios [9, 10, 29]. Sendo assim, ¢ tido como um componente importante para um
estilo de vida saudavel. Astrand [30], em estudo de revisdo, indicou que os beneficios
advindos da pratica de atividade fisica ja estdo bem elucidados na literatura, incluindo desde
melhora na qualidade de vida a reducdo na morbidade e mortalidade. De fato, individuos
fisicamente ativos apresentam menor incidéncia a IAM e maior taxa de sobrevivéncia apds
evento cardiaco comparado a sedentarios [8]. Nesse sentido, Berlin et al [8] demonstraram
que o exercicio fisico esta associado a uma reduciao de em média 20 a 30% no risco de DAC
[9]. Tal resultado foi confirmado anos apds por estudo de meta-analise de Nocon et al. [31]
que contou com 33 estudos somando 883.372 individuos e reportou uma redugao significativa
de 35% no risco cardiovascular para os participantes fisicamente ativos.

Estudos mecanisticos sugeriram que essa prote¢do ¢ multifacetdria, e estd associada
desde alteracdes moleculares até modificagdes em fatores de risco para DAC. Dessa forma,
Quindry et al [22] recentemente classificaram a cardioprote¢do induzida pelo exercicio em
quatro grandes categorias:

1) modificacdo de fatores de risco para doencas cardiovasculares [30, 32], tais como
hipertensao, diabetes mellitus, obesidade e dislipidemia [4, 12, 30];

2) remodelamento do ventriculo esquerdo (VE), em fun¢do da demanda hemodinamica
que o exercicio regular induz [22];

3) reabilitacdo pos-evento cardiaco, observada pela reducao da propensao e severidade
de novos eventos isquémicos em pacientes com doenga cardiovascular [22];

4) pré-condicionamento cardiaco, caracterizado por um fenotipo cardiaco resistente a
lesdes miocardicas apds a realizacdo de exercicio [4, 5, 12-14, 33].

Dentre as listadas, o pré-condicionamento cardiaco foi o tipo de protecdo menos
estudada. Apesar de evidéncias experimentais recentes ja terem demonstrado que o fendtipo
cardiaco adquirido apos o exercicio ocorrer devido a adaptagdes bioquimicas especificas do
miocérdio que ocorrem independentemente de alteracdes musculares e no fluxo sanguineo, o
mecanismo especifico envolvido no pré-condicionamento cardiaco induzido pelo exercicio

ainda ¢ alvo de discussdo [4, 5, 12, 13]. No entanto, antes de aprofundarmos a discussdo



acerca desses possiveis mecanismos, ¢ necessario entender melhor como as lesdes do

miocardio sdo causadas.

1.2 Doenga Isquémica do Miocardio

A doenga isquémica do miocardio resulta da obstrugdo progressiva da luz das artérias
corondrias, reduzindo a oferta de oxigénio e nutrientes para as células do miocardio e do
sistema de conducdo. A grande responsavel por essa obstrugdo ¢ a aterosclerose, doenga que
compromete as artérias musculares de grande e médio porte, sendo incluidas nesse grupo as
coronarias [34].

A aterosclerose, caracterizada pela formacao de placa de ateroma que leva a estenose
progressiva da luz do vaso, ¢ uma doenga inflamatéria cronica e progressiva, que se
desenvolve a partir da disfungdo do endotélio [6, 12, 34, 35]. As causas da disfungdo
endotelial por sua vez, estdo principalmente associadas a concentragdo sanguinea elevada de
lipoproteina de baixa densidade, EROs, hipertensdo e diabetes [34].

Podemos classificar a placa de ateroma em trés etapas distintas: inicial, intermediaria e
complicada. A inicial ¢ caracterizada pelo acimulo gradual de macrofagos preenchidos de
lipidios oxidados (células espumosas). Enquanto a lesdo intermediaria se desenvolve pela
perpetuacdo da resposta inflamatoria que estimula a migragdo, proliferacdo e o acimulo de
células musculares lisas. Com a manuten¢ao do processo inflamatério, ha aumento do nimero
de monocitos e linfocitos provenientes do sangue que se acumulam e se multiplicam dentro da
lesdo. A ativagdo dessas células leva a liberacdo de enzimas hidroliticas, citocinas,
quimiocinas e fatores de crescimento, que induzem o agravamento da lesao e, eventualmente,
provocam necrose focal [34]. Ja a lesdo complicada se desenvolve por ciclos repetidos de
migracdo, acumulo e proliferacdo de células mononucleares e de células musculares lisas que
formam um tecido fibroso levando ao aumento e a reestruturagao da lesdo. A partir dessa fase,
a artéria ¢ incapaz de se dilatar de maneira compensatoria, levando ao estreitamento do vaso
pela protusdo da placa para sua luz. Nas placas mais extensas, podem haver rupturas,
causando hemorragia, ulceracdo, formagdo de trombos e a liberacdo de émbolos, e, uma vez

ocorrendo nas coronarias, pode levar a graves consequéncias para o coragdo [34].



1.3 Circulagao Arterial Coronariana e Metabolismo do Coragao

Todo o suprimento sanguineo para o miocardio € proveniente das artérias corondrias
direita e esquerda [36]. Os Ostios das corondrias se localizam na raiz da aorta e constituem
seus primeiros ramos. De forma geral, nos mamiferos, a coronaria direita nutre o ventriculo e
atrio direito, assim como a corondria esquerda o ventriculo e atrio esquerdo. A corondria
esquerda divide-se ainda em dois ramos principais: a circunflexa que irriga o atrio esquerdo e
a maior parte do VE e a descendente anterior que desce pelo sulco interventricular até a ponta
do coracdo, e cujos ramos nutrem o septo interventricular e as por¢des vizinhas ao septo, tanto

do VE como do ventriculo direito [36, 37] (Figura 1.1).

Artéria
coronaria
esquerda

Artéria
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Figura 1.1: Tlustracdo da circulagdo arterial coronariana. Adaptado de Lynch [38].

Apesar de representar apenas menos de 0,5% do peso corporal total, o coracdo recebe,
em média, 5% do débito cardiaco em repouso. Essa discrepancia reflete ndo apenas o alto
metabolismo de suas células, mas também a continua necessidade de disponibilizar nutrientes
[39]. O acido graxo livre ¢ a principal fonte de combustivel, contribuindo com 60 a 80% de
toda energia. A fonte remanescente necessaria ¢ advinda do lactato e glicose. No entanto,
assim como no musculo, o combustivel usado no coragdo ¢ dependente da disponibilidade
desses nutrientes. Dessa forma, em condigdes especiais como a isquemia, jejum prolongado
ou exercicio extenuante, a relagdo na utilizacdo de nutrientes pode ser modificada. Assim,
pode-se dizer que o coragdo se trata de um orgao extremamente versatil na utilizacao de

substratos energéticos [39, 40].



Sendo o coragdo um 6rgdo eminentemente aerdbio, ele utiliza a fosforilagdo oxidativa
para gerar o ATP necessario e atender suas demandas. Em média, dois tercos de todo ATP
gerado sdo utilizados na contragdo muscular, enquanto o restante ¢ usado para a atividade de
bombas ativas transportadoras de ions, responsdveis por manter o equilibrio 16nico cardiaco.
Dentre elas, destaca-se a bomba sarcolemal de sodio/potassio ATPase (Na'/K") e a bomba de
calcio do reticulo sarcoplasmatico, também chamada comumente de SERCA (“Sarco

Endoplasmatic Reticulum Calcium ATPase™) [40].

1.4 Niveis de Lesao do Miocardio

Dependendo da extensao da isquemia causada pela obstru¢ao coronariana e seu tempo
de duragdo, podemos distinguir trés diferentes niveis de lesdo do miocardio [4, 5] (Figura
1.2):

e Reperfusdo apos 1 a 5 minutos de isquemia, que pode resultar em taquicardia
ventricular ou fibrilacdo sem morte celular ou déficit na contratilidade ventricular;

e Reperfusdo apds 5 a 20 minutos de isquemia, quando, além das arritmias, ocorre
déficit reversivel na contratilidade do miocardio sem associagdo a morte celular. O processo
patologico que ocorre nesse nivel parece ocorrer em fun¢do da formagao de EROs e alteragao
no funcionamento de diversos canais de ions, causando perda da homeostase do calcio [12,
41];

e Reperfusdo apos 20 minutos de isquemia, sendo que nessas circunstancias além da
arritmia, se iniciam as alteracdes irreversiveis, que causam morte celular, por necrose ou
apoptose das células cardiacas (cardiomiocitos). Dessa forma, o IAM, caracterizado por
cessagdo ou drastica reducdo da oferta de oxigénio em determinada regido do coragdo, sO
ocorre quando a perfusdo do miocardio ¢ prejudicada por periodos superiores a 20 minutos [4,

5, 41].

1) ) 3)
Arritmias Déficit reversivel de Infarto
contratilidade

0 5 20

Duracdo da isquemia (minutos)

Figura 1.2: Niveis de lesdo do miocardio.



Como dito, a morte celular caracteristica do terceiro nivel, pode ocorrer de acordo com
dois mecanismos distintos: apoptose ou necrose. A apoptose, chamada de morte celular
programada, ¢ considerada um processo celular fundamental no crescimento e
desenvolvimento celular. Durante esse processo, ocorre encolhimento da célula, fragmentagao
do 4cido desoxirribonucleico (DNA), condensagdo do nucleo e a formagao de varias pequenas
vesiculas com constituintes celulares para fagocitose. Apesar de fundamental para a
homeostase celular, o excesso de apoptose durante a isquemia, ¢ deletério para a viabilidade
do tecido e a funcdo cardiaca em geral [42]. J4 a necrose, caracterizada por inchaco da célula
e suas organelas, estd associada a perda da integridade da membrana plasmatica. Pode ser
definida como morte celular desorganizada, resultante da falta de oxigénio e perda da
habilidade de produzir ATP. A morte celular decorrente de lesao por isquemia ocorre como
resultado de multiplas causas, mais notadamente associadas a necrose do que apoptose [42].

Como a reversibilidade e a extensdo dos efeitos deletérios da isquemia relacionam-se
diretamente com a sua duragdo, o objetivo terapéutico principal ¢ restabelecer a reperfusao
sanguinea o mais rapido possivel [6]. No entanto, apesar da reperfusdo, através de terapia
trombolitica ou intervengdo coronaria [7], ser considerado o tratamento de escolha para
reduzir a area de infarto, o processo por si s6 pode resultar em inumeros danos, incluindo
morte celular [6, 7]. Dessa forma, € possivel distinguir dois tipos de lesdo, uma por isquemia e
outra por reperfusdo, que apesar de distintas, podem ser consideradas uma sé patologia,
devido ao fato de que a reperfusdo deve ocorrer para a sobrevivéncia do tecido. A proxima

sessdo sera dedicada a revisar conjuntamente a lesdo por IR e sua fisiopatologia.

1.5  Fisiopatologia da Lesao por Isquemia e Reperfusao do Miocardio

Muito se tém estudado nas ultimas décadas no intuito de definir a patogénese da lesao
por IR. Ha grande complexidade na sucessdo de eventos relacionados a isquemia,
caracterizada por uma série de alteracdes metabolicas e bioquimicas abruptas no miocardio
que levam ao dano cardiaco [43]. Apesar dessa complexidade, os fatores principais
responsaveis pela morte celular sio bem conhecidos e serdo aqui descritos (figura 1.3).

Durante a isquemia, o suprimento de oxigénio destinado a mitocondria se cessa,
interrompendo o ciclo de Krebs, e fazendo com que quase nenhuma energia seja disponivel a
partir da fosforilagdo oxidativa. Portanto, no intuito de suprir a demanda energética do

miocardio, o ATP celular ¢ gerado pela glicolise [40]. No entanto, essa alteracdo do



metabolismo celular de oxidativo para glicolitico ¢ acompanhada por um aumento nos niveis
de lactato citosoélico e reducdo do pH intracelular. Isso ocorre de maneira que apds 30 minutos
de isquemia, a concentragdo i0nica de hidrogénio no citosol aumenta de forma tdo
significativa que o pH celular pode chegar a 5,5-6,0 [39]. A fim de compensar o baixo pH,
ocorre acimulo intracelular de dgua, causando inchago ou edema celular (“cell swelling”) [6].
Em conjunto, essas alteragdes ativam um transportador de ions de membrana independente de
ATP, chamado trocador de soédio/hidrogénio (NHE, “Na’/H" exchanger”). O NHE, cuja
funcdo ¢é regular o pH e volume intracelular, promove simultaneamente efluxo de ions H' e
influxo de Na' na célula. Em funcio do aumento da concentracio de Na' no citosol, ocorre
ativagio reversa do trocador de sddio/calcio (NCX, “Na'/Ca®" exchanger”), que passa a
excluir Na” em troca da entrada de Ca>" na célula [7, 40].

Em paralelo, a reducdo nos niveis de ATP interrompe a atividade de bombas ativas
importantes na homeostase idnica, como as ja descritas Na'/K~ ATPase e SERCA. A fungdo
da Na'/K" ATPase ¢ excluir o Na+ e permitir a entrada do K+ no intuito de manter o
potencial elétrico de repouso da célula, enquanto a SERCA ¢ responsavel por “recapturar” o
Ca®" liberado no citosol de volta para o reticulo sarcoplasmatico ap6s a contragdo muscular.
Portanto, a inatividade dessas bombas resulta em sobrecarga adicional de Na™ e Ca*", o que
inviabiliza a repolarizacao celular e culmina em disfuncao contratil [40].

Além disso, niveis elevados de Ca*" no citosol prejudicam os cardiomiocitos devido a
ativacdo de enzimas prejudiciais a célula, tais como:

¢ Fosfolipases, que causam dano a membrana celular, com consequente peroxidagao
lipidica;

e Proteases (principalmente a calpaina), que causam déficit no transporte de calcio
realizado pelo reticulo sarcoplasmatico e disfun¢do de proteinas contrateis;

e Endonucleases, enzimas de restricdo que rompem a estrutura do DNA e do
citoesqueleto causando perda da funcao celular;

e ATPases, que consomem os ATPs restantes.

Os efeitos deletérios dessas enzimas estdo associados a producdo de EROs e a ruptura
dos lisossomas, que liberam seu contetido de enzimas digestivas no citoplasma. Isso faz com
que as organelas e membrana celular sejam degradadas, com consequente extravasamento
celular, causando inflamacao e por fim, necrose celular.

Durante a reperfusao os danos da isquemia sdo exacerbados, pois a restauragao do fluxo
de oxigénio e consequentemente da cadeia de transporte de elétrons (CTE) gera uma descarga
de EROs na mitocondria [20]. O quadro de IR promove producdo de EROs por diferentes

vias, incluindo a mitocOndria, xantina oxidase e dinucleotideo de adenina nicotinamida
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fosfato (NADPH) oxidase. Juntamente com a sobrecarga de Ca>", a produgéo de EROs é um
dos principais fatores contribuintes para os danos celulares induzidos pela IR, que entre outros
efeitos deletérios, culmina na abertura do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial
(MPTP) [7]. A abertura do MPTP implica em perda do potencial de agdo da membrana da
mitocondria, desacoplamento da fosforilagdo oxidativa, desencadeando em deplecao de ATP
e morte celular. A condicao acida (pH < 7,0) caracteristica da isquemia, previne a abertura do
MPTP e a hipercontratura do cardiomiécito , no entanto durante a reperfusdo o “wash out” do
lactato e restauracdo do pH fisioldgico faz com haja abertura do MPTP. Além disso, sua
abertura age também como atrativo quimico do neutréfilo, que por sua vez causam disfuncao
do reticulo sarcoplasmatico (como o receptor de rianodina), associada a aumento e/ou
manuten¢do da sobrecarga de calcio e exacerbagdo dos efeitos deletérios das enzimas ativadas

pelo calcio (peroxidagdo lipidica, desnaturagdo enzimatica e dano oxidativo direto ao DNA)

[7,20].
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Figura 1.3: Alteracdes metabodlicas e bioquimicas ocorridas no miocardio em resposta a
isquemia e reperfusdo. Adaptado de Hausenloy et al [7]. RS, reticulo sarcoplasméatico; MPTP,
“mitochondria permeability transition pore” (poro de transi¢do de permeabilidade
mitocondrial).

Dessa forma, apesar de necessaria para a reversdao da isquemia, a restauracao do fluxo
sanguineo, em ultima analise, pode ser mais deletéria que o proprio processo de isquemia
[22]. Pode haver necrose de células irreversivelmente lesadas, acentuacdo do edema celular e
restaura¢ao nao uniforme do fluxo para as porgdes do tecido [6].

Fica claro entdo, que os distirbios metabolicos e bioquimicos em decorréncia a hipdxia

tissular e sua restauragdo sao muito bem estabelecidos, porém evidéncias prévias demonstram
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que os eventos que levam a disfun¢do celular e tecidual relacionam-se principalmente com a

formac¢ao de EROs e sobrecarga de calcio [6].

1.6 Estresse Oxidativo

Como discutido, o estresse oxidativo possui grande participa¢ao nos danos associados a
lesdo por IR. Dessa forma, torna-se necessario um entendimento basico acerca da formacao de
EROs e as defesas antioxidantes do organismo.

As EROs s3ao moléculas altamente reativas, que se originam principalmente na
mitocondria devido a CTE [44]. A CTE consiste de uma série de transportadores de elétrons
que operam sequencialmente, formados por proteinas integrais de membranas associadas a
grupos prostéticos capazes de aceitar ou doar elétrons. Os elétrons passam através dessa
cadeia do menor para o maior potencial, e a medida que sdo transferidos ao longo da cadeia,
ocorre a liberagdo de energia livre suficiente para sintetizar ATP a partir do ADP (adenosina
difosfato) e Pi por meio da fosforilagdo oxidativa. No ultimo dos complexos que bombeiam
protons da cadeia respiratdria (citocromo ¢ ou complexo IV) ¢ catalisada a transferéncia de
quatro elétrons na forma reduzida do citocromo ¢ ao oxigénio molecular, o aceitor final. A
reducdo completa do Oz resulta em produtos seguros (ressintese do ATP e duas moléculas de
H20), mas a sua reducdo parcial gera compostos perigosos, conhecidos como radicais livres
ou EROs [45, 46].

A formagdo de anion superdxido O,  pode ser considerada o passo inicial para a
formagdo de outros tipos de EROs', pois ¢ gerado através de enzimas como a xantina oxidase
ou NADPH oxidase, a partir da transferéncia de um Unico elétron [45]. A quantidade de
superoxido no organismo ¢ principalmente determinada pela atividade de vérias enzimas
antioxidantes especificas, que convertem o superoxido em uma EROs ainda menos reativa, o
perdxido de hidrogénio (H,O;). No entanto, algumas proteinas especificas sdo capazes de
converter o H,O, em radical hidroxil (OH:), uma EROs altamente reativa [45].

A formacao de EROs ¢ finamente controlada pela defesa antioxidante do organismo,
que ¢ composta principalmente pela enzima superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPX) e glutationa redutase (GR). A primeira linha de defesa contra
radicais superoxido ¢ a SOD, convertendo-os em H,0O,. Nos mamiferos existem, ao menos,

trés isoformas de SOD: SODI1, SOD2 e SOD3, também chamadas respectivamente de

' Além das espécies reativas de oxigénio citadas, ainda existem aquelas compostas por: peroxil (ROz2.), alcoxil
(RO-), hidroperoxil (HO2-), acido hipocloridrico (HOCI), ozonio (O3) e oxigénio singlete (102).
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CuZnSOD (pela composicao dos co-fatores de cobre e zinco), MnSOD (composta por
manganés) e EcSOD (por ser extracelular) [12]. Ambas CuZnSOD e MnSOD sao
intracelulares, no entanto a CuZn se localiza no citosol, enquanto a MnSOD ¢ encontrada na
mitocondria [12]. O restante das enzimas antioxidantes tem como alvo a conversao do H,O,
em agua, para controlar as rea¢des de conversao dessa molécula em OH.[45].

Baixos niveis de producdo de EROs tem sido implicadas como importantes mediadores
em uma grande variedade de processos biologicos, incluindo defesa do sistema imune, na
regulacdo da apoptose e na modulagdo da sinalizacdo celular [46-49]. Contudo, quando ocorre
um desequilibrio entre a producdo de EROs e de agentes antioxidantes, instaura-se um quadro
conhecido como estresse oxidativo. Assim como observado nas lesdes por IR, o estresse
oxidativo esta relacionado a diversas patologias, como disfun¢ao endotelial, cancer, diabetes e
aterosclerose [50-52].

A hipdxia causa a redu¢do na concentracdo de antioxidantes enddgenos [6, 53], no
entanto, a maior parte do estresse oxidativo caracteristico a les@o por IR, ocorre na reperfusao,
com o reestabelecimento do fluxo sanguineo ao tecido isquémico. Essa interrupgao e retorno
da fosforilacdo oxidativa resulta em uma “descarga” de radicais livres que danificam a
mitocondria [53]. Além disso, a sobrecarga de célcio verificada na reperfusdo é capaz de
mediar a ativagao da xantina oxidase ¢ a NADPH oxidase, que sdo enzimas associadas a
geracdo de EROs através de diferentes vias.

Evora et al [6] destacam que os radicais livres sao nocivos na lesao por IR através de
uma variedade de mecanismos, sendo eles: 1) peroxidagao dos acidos graxos das membranas
celulares; 2) oxidagdo de grupos sulfidrila inativando uma variedade de enzimas; 3) alteragdes
do DNA inibindo a sintese de ATP e consumindo as reservas de dinucleotideo de adenina
nicotinamida (NADH); 4) direta inativagdo do oxido nitrico (NO) comprometendo os
relaxamentos vasculares dependentes do endotélio; 5) formagdao de peroxinitrito, um anion
instavel e toxico, reagindo com o NO; 6) ativacdo de citocinas como a interleucina-1.

Tendo em vista o exposto, seria 16gico pensar que a terapia com agentes antioxidantes
seria naturalmente uma opgao apropriada para prevenir as lesdes por IR. No entanto, tantos os
estudos experimentais quanto clinicos reportaram resultados controversos com a
administracao de agentes antioxidantes [7]. A inabilidade dos antioxidantes de entrar na célula
pode ser um fator limitador, que possivelmente dificulta a obtencdo de resultados mais
consistentes [7]. Ainda no contexto da prevencao ou tratamento das lesdes por IR, outras
estratégias terapéuticas estdo sendo atualmente estudadas e receberdo destaque nas proximas

sessoes.
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1.7  Tipos de Cardioprotecdo Contra Lesdes por Isquemia e Reperfusao

Como ja discutido, devido ao grave problema de satde publica que o IAM representa,
se faz necessario o investimento em medidas preventivas e/ou para tratamento dos danos
associados a lesdo por IR. Tornando, dessa forma, essas medidas indispensaveis para redugo
da morbi-mortalidade de insultos isquémicos ao miocardio, € que em ultima analise possuem
grande potencial na redugdo do elevado custo que o IAM representa para o sistema de saude.
Em fungdo disso, inimeros estudos se debrucaram sobre estratégias para promover
cardioprote¢do contra lesdes por IR. Atualmente, tais estratégias incluem as seguintes
medidas listadas:

e Pré-condicionamento isquémico do miocardio (PIM), no qual breves periodos
repetidos de oclusdo coronariana seriam capazes de tornar o miocardio mais resistente a
isquemia prolongada subseqiiente [4, 5, 54];

e Pré-condicionamento pelo exercicio, como ja dito, caracterizado por induzir um
fenotipo cardiaco resistente a lesdes miocardicas apds a realizagdo de exercicio [4, 5, 12-14,
33];

e Pré-condicionamento farmacologico, que preconiza a utilizagdo de agentes farmacos
como moduladores das vias intracelulares, e reduz a area de necrose devido a lesdo por IR
(como exemplo a adenosina, atorvastatina e cicloesporina A);

e Hiperoxemia e hipotermia, explicadas pela menor resposta inflamatéria obtida em
situacdo de menor temperatura e oxigénio hiperbarico, com consequente reducdo na area de
infarto [7, 55, 56];

¢ Pré-condicionamento remoto, mais recentemente descoberto, essa estratégia ¢ baseada
no fato do coragdo poder ser protegido contra lesdes por IR a distancia, ou seja, aplicando
breves periodos repetidos de isquemia e reperfusao em outro 6érgao ou membro (brago, por
exemplo) [7, 19];

e Pds-condicionamento, que implica em reperfusdo intermitente apds isquemia
miocardica mais prolongada no intuito de prevenir as lesdes por reperfusao e reduzir a area de
infarto [7].

Dentre todas as estratégias listadas, o pré-condicionamento obtido através do exercicio
fisico ¢ o unico que representa de fato um tratamento que pode ser realizado de forma regular
com o intuito de proteger o coracdo contra lesdes por IR. J& as outras estratégias, como a
utilizacdo de farmacos, perdem a agdo apds administragdo repetitiva ou s6é podem ser

realizadas em situagdes especiais, como em procedimentos cirargicos [57].
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Assim como o PIM, a cardioprote¢ao conferida pelo exercicio ¢ bifasica. A primeira
janela de protecdo se inicia em torno de 30 min apds o término de uma sessdo aguda de
exercicio e dura em média 3 horas. J4 a segunda janela ¢ mais robusta, pois comegca a partir de
24 horas apods o término da sessdao e dura por pelo menos 9 dias apds (no caso de 5 sessoes de
exercicio) [43]. Tendo em vista o efeito cardioprotetor mais consistente obtido pela segunda

janela, o presente trabalho ird focar no periodo em que essa se compreende.

1.8  Pré-Condicionamento do Miocardio por Exercicio

Evidéncias epidemiologicas indicam que ha forte correlagdo entre individuos ativos e
aqueles que sobrevivem a IAM [10]. Apesar da dificuldade de se obter confirmacao direta dos
efeitos do exercicio na extensdo do IAM em humanos [57], diversos estudos forneceram
evidéncias indiretas do efeito cardioprotetor do exercicio em humanos [58, 59]. Zdrenghea et
al [58] mostraram que a depressio no segmento ST induzida pelo exercicio foi
significativamente atenuada em pacientes de alto risco durante sessdes subsequentes de
exercicio. Na mesma linha, Lambiase et al [59] exercitaram pacientes com DAC previamente
a intervencao coronariana percutanea e observaram que a deflacao no segmento ST comum do
procedimento foi reduzida.

Cardioprotecdo induzida pelo exercicio também tem sido demonstrada em modelos
animais, corroborando os resultados obtidos na pesquisa clinica. O estudo de McElroy et al
[21], foi um dos primeiros a demonstrar que a pratica regular de exercicios fisicos ¢ capaz de
conferir cardioprotecdo. Nesse estudo, ratos foram submetidos a treinamento fisico de natagao
(1h/ sessdo, 5 dias por semana durante 5 semanas), e 48 h apds o término do treinamento, foi
realizada oclusdo da artéria corondria. Apos 48 h da cirurgia, foi verificada redug¢ao de 30%
na area de infarto nos animais treinados (21,5 £ 1,9% vs. 31,3 + 2,6%). Resultado similar foi
encontrado por Brown et al [60], que ap6s 20 semanas de treinamento na esteira, encontraram
25% de redugdo na area de infarto dos ratos treinados (24 + 3% vs. 32 + 2%) em resposta a 1h
de isquemia e 2h de reperfusdo, induzidas em modelo de coracdo isolado, ou seja,
Langendorff. Em adi¢do, os autores também relataram uma melhora da fun¢do cardiaca com o
treinamento fisico devido a maior manuten¢do dos valores de pressdo desenvolvida do VE
(PDVE) e pressao diastolica final (PDF) durante a isquemia e reperfusdo. Ainda nesse
contexto, Powers et al [61] também observaram que os niveis pressoricos de ratos exercitados
por 10 semanas se mantiveram mais altos durante lesdo por IR comparados a animais

controles. Em fun¢do do aqui exposto, parece inegavel que o treinamento fisico aerobio
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protege o coragdo contra insultos de IR, tanto por atenuagdo da morte tecidual quanto por
maior manutengao da fun¢ao cardiaca.

No que se refere a intensidade do exercicio necessaria para conferir cardioprotegao, foi
demonstrado que cargas abaixo de 55-60% do consumo méximo de oxigénio (VOj;max) ndo
protegem contra disfungcdo miocardica apds isquemia [62]. Em contrapartida, resultados
controversos foram encontrados por Bowles et al [63] que compararam a fungao cardiaca de
ratos treinados durante 11-16 semanas com sessdes de 60 min em intensidades baixa (20
m/min, 0% de inclina¢do), média (30 m/min, 5% de inclinac¢do) ou alta (10 estimulos de 2 min
a 60 m/min com recuperagdo de 2 min a 16 m/min, com inclinagdo a 5%). Ao fim do
treinamento e apds 25 min de isquemia e 45 min de reperfusao no Langendorff, o percentual
de recuperagao do débito cardiaco obtido nos grupos de baixa, média e alta intensidade (616,
68+9 e 7345, respectivamente) foi significativamente maior comparado ao controle sedentario
(36+7). Tais resultados foram similares aos de Lennon et al [64], que apontaram que 3 sessdes
de exercicio realizados a 55% ou 75% do VOynix durante 60 min resultaram em redugao de,
respectivamente, 20% e 10% no débito cardiaco de ratos submetidos a lesdo por IR no
Langendorff, enquanto os animais controle apresentaram redugao de 40%. Em conjunto, esses
resultados sugerem que apesar do nivel de cardioprotecdo adquirida com o exercicio ser
dependente da sua intensidade, mesmo a aplicagdo de cargas baixas ¢ suficiente para proteger
0 coragao.

No que tange ao tempo de treinamento fisico, Hamilton et al [65] demonstram que 5
sessOes de exercicio ja sao suficientes para reduzir a incidéncia de arritmias ventriculares apos
lesdo por IR in vivo. Ainda nesse sentido, Demirel et al [66], ao avaliar a fun¢do cardiaca de
ratos submetidos a lesdo por IR exercitados por 60 min/dia por 3 ou 5 dias a 60-70% do
VOomax, Observaram que ambos os grupos exercitados mantiveram maiores valores de PDVE
em comparacao aos animais controle. Dessa forma os autores concluiram que 3 a 5 dias
consecutivos de exercicio ja sdo suficientes para melhorar a funcdo contratil do miocardio
durante a lesdo in vivo por IR. Pesquisas subsequentes também demonstram que poucas

sessoes de exercicios (tais como 1-3) ja sdo suficientes para proteger o coracao [14, 67].

1.9  Mecanismos Envolvidos no Pré-Condicionamento do Miocardio por Exercicio

Embora ja esteja bem descrito que o exercicio € capaz conferir cardioprotecdo, através
de um efeito direto no miocardio, o mecanismo pelo qual isso ocorre ainda ¢ motivo de debate

[12, 20, 22]. De forma geral, alguns dos mecanismos propostos envolvem: (a) aumento na

15



producao de proteinas de choque térmico (HSP) [4, 20, 22]; (b) remodelamento vascular,
associado a aumento no numero e didmetro de capilares e artérias corondrias [4, 20]; (¢)
aumento na capacidade antioxidativa cardiaca, associado a redugdo na produgdao de EROs nas
mitocondrias do miocardio [4, 16, 20, 22]; e (d) melhora na fun¢do dos canais de potassio
dependentes de ATP presentes no sarcolema e mitocondria (canais K-ATP sarco / mito) [20,

22].

Proteinas de Choque Térmico

Ja foi demonstrado que, ao menos a nivel celular, diversas proteinas desempenham
importante papel na manuten¢ao da homeostase. Portanto, quando o organismo ¢ exposto a
situacdes de estresse (por exemplo, hipoxia, hipertermia, isquemia e acidose), a sintese dessas
proteinas pode ser comprometida [20]. Em resposta, o organismo sintetiza proteinas,
chamadas de proteinas de choque térmico (“heat shock protein” - HSP), que auxiliam na
manutencdo da homeostase [12].

As HSPs sdo classificadas em véarios grupos de acordo com seu peso molecular: 1) 8 —
32 kDa; 2) 40- to 60-kDa; 3) 70-kDa; 4) 90-kDa; e 5) 100- to 110-kDa [68]. Sabe-se que
varias familias, tais como a HSP10, HSP60 e HSP90, estdo associadas a efeitos
cardioprotetores, no entanto, a familia da HSP70 ¢ a que merece maior destaque [20]. Os
membros mais proeminentes da familia das HSP70 sdo a HSP73 e a HSP72. A HSP73 ¢
sintetizada em todas as células de forma constitutiva e ap6s episodio de estresse, sofre ligeiro
aumento. De forma contraria, a HSP72 s6 pode detectada apés um evento estressante [68],
principalmente como lesdes por IR.

Atualmente o exercicio aerdbio agudo ¢ considerado um estimulo capaz de elevar o
nivel de HSP70 miocardicas [67, 69]. Nesse sentido, Locke et al [69], demonstraram que apds
sessoes de 40 e 60 min de exercicio (24 m/min, 0% de inclinag@o), a expressao de HSPs no
miocardio de ratos ¢ aumentada. O mecanismo pelo qual isso ocorre ainda ndo ¢ claro, mas os
autores associaram a estresse térmico, hipoxia, reducdo no pH intracelular, estresse oxidativo,
deplecao de glicose e/ou aumento citosolico de calcio, todos associados ao exercicio.

Estudos prévios sugeriram que o aumento na expressao de HSP72 induzido pelo
exercicio estd associado a protecdo contra lesdes por IR [66, 70], tornando essa uma forte
hipotese para justificar o pré-condicionamento induzido pelo exercicio. No entanto, mais
recentemente, essa questao foi abordada em estudo muito interessante de Taylor et al [71]. No
estudo, para evitar o aumento da expressdo miocardica de HSP72 provocada pela elevacao na

temperatura corporal no exercicio, os autores treinaram animais em ambas as temperaturas,
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baixa (4°C) e ambiente (22°C). Como resultado, verificaram que, independente do nivel de
HSP72, ambos os grupos apresentaram cardioprote¢do contra lesdo por IR in vivo. Em estudo
similar, Hamilton et al [72], chegaram também a conclusdo de que a HSP72 ndo ¢ essencial

para o pré-condicionamento pelo exercicio.

Remodelamento Vascular

As artérias do leito vascular coronario podem ser classificadas, de acordo com seu
calibre, em: 1) artérias de condugdo (> 1000 ym); 2) pequenas artérias (1000 — 300 um); 3)
artérias de resisténcia (300 — 150 ym); 4) arteriolas (150 — 10 ym); e finalmente 5) capilares
(~ 6 ym) [73].

O limite entre a macro e microcirculagdio ndo possui uma definicdo exata, porém
usualmente classificam-se como microvasos aqueles que possuem didmetros inferiores a 150
um [74]. Como demonstrado na figura 1.4, as arteriolas que se apresentam na por¢do mais
proximal sdo classificadas de primeira ordem, sendo constituidas de uma espessa camada
continua de musculo liso e dividem-se sucessivamente em arteriolas de segunda a quarta
ordem, sendo a ultima ordem chamada de metarteriolas, possuindo apenas uma camada
descontinua de musculo liso na parede do vaso. A por¢do arteriolar da microcirculagio ¢
responsavel por uma parcela importante do gradiente de pressdo hidrostatica arterio-venoso e
portanto intervém na regulagdo da pressao arterial (PA). Os capilares, por sua vez, apresentam
uma Unica camada de células endoteliais sobre uma membrana basal. Sdo provenientes de
ramificagdes das metarteriolas, que podem originar em média uma dezena de capilares cada
uma, podendo conter em suas bifurcagdes os esfincteres pré-capilares, estruturas musculares
que circundam a entrada dos capilares, controlando, portanto, o fluxo capilar. Os esfincteres
pré-capilares sdo também responsaveis por um fendomeno fisioloégico de redistribui¢ao do
fluxo sangiiineo de um leito capilar a outro (“shunting”). O leito capilar ¢ responsavel pela
nutricdo aos tecidos, pois € na fina parede capilar que ocorre a troca de fluidos, eletrélitos e

oxigénio.
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Figura 1.4: Ilustracdo do leito vascular arterial e capilares coronarios. Adaptado de Guyton et
al [75].

O conceito de remodelamento vascular pode ocorrer de quatro formas distintas, pelos
quais os vasos de diferentes didmetros aumentam tanto em numero quanto em calibre:
angiogénese, ‘“arteriolarizacdo”, remodelamento arterial e ‘“arteriogénese” [73]. A
angiogénese ¢ a expansao da rede de vasos a nivel microcirculatério, através da formagao de
novos capilares [20]. No entanto, além do aumento no nimero de vasos, os capilares também
podem aumentar de calibre e transformar-se em arteriolas, através de um processo conhecido
como “‘arteriolarizagdo” [76]. Ja o remodelamento arterial se refere ao processo pelo qual as
artérias aumentam ou diminuem de didmetro [73]. De forma similar, a “arteriogénese”
também causa aumento do diametro das artérias. No entanto, esse processo sO ocorre em
resposta a isquemia por oclusdo de grandes artérias, no intuito de promover caminho
alternativo para perfusdo da regido isquémica do miocardio [73].

Apesar de poucos relatos, ja foi descrito na literatura que o treinamento fisico aerobio ¢
capaz de causar remodelamento nas artérias corondrias de humanos [77] e de animais [78].
Kramsch et al [78] mostraram em pesquisa experimental que a area transversa da artéria
descendente anterior esquerda, da coronaria direita e das circunflexas quase dobrou de
tamanho apds 24 meses de exercicio (3 sessdes / semana, 1h / sessdo).

Em relagdo a angiogénese, em estudo muito interessante, White et al [79] avaliaram a
microcirculagdo corondria em porcos treinados por 1, 3, 8 e 16 semanas em intensidade

correspondente a 70-90% da frequéncia cardiaca (FC) maxima, 5 dias por semana. Apesar do
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numero das células endoteliais ter aumentado ap6s 1 semana de exercicio, 0 aumento na
densidade capilar s6 foi possivel a partir de 3 semanas de treinamento.

Acredita-se que o exercicio seja capaz de modular mediadores, conhecidos como fatores
de crescimento, no sentido de aumenta-los direta ou indiretamente através de vias mecanicas e
forcas hemodinamicas. Diversos fatores de crescimento capazes de induzir remodelamento
vascular em coracdes isquémicos ja foram descritos, mas o que merece maior destaque ¢ o
fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) [73].

Em fungdo do exposto, fica claro que o exercicio € um potente estimulo para aumentar a
capacidade de transporte vascular coronario, através de angiogénese e aumento no diametro
de todos os niveis de vasos [80]. No entanto, sabe-se também que o remodelamento vascular
do miocardio ¢ uma adaptagdo ao exercicio crénico, que requer varias semanas de
treinamento aerdbio [79]. Por outro lado, ja foi demonstrado que o efeito de cardioprotecao
contra lesdes por IR induzido pelo exercicio pode ser observado em curtos periodos de
exercicio, como de 1 a 5 sessoes [14, 66].

Dessa forma, a desconexdo entre o periodo de treinamento necessario para a
cardioprote¢do induzida pelo exercicio e as alteragdes estruturais no leito vascular do
miocardio, sugere que os mecanismos envolvidos ndo sdo devidos a aumento no fluxo
sanguineo, mas sim relacionados a alteragdes bioquimicas ocorridas agudamente no

miocardio.

Antioxidantes

O organismo possui um sistema antioxidante altamente complexo, composto de agentes
enzimaticos € nao-enzimaticos, que trabalham sinergicamente para proteger as células e
sistemas organicos contra danos causados por estresse oxidativo. Como ja discutido,
destacam-se entre os agentes ndo-enzimaticos a SOD, CAT e GPX [20].

No que tange ao efeito do exercicio na atividade antioxidante do miocardio, apesar de ja
ter sido largamente estudado, ainda n3o ha um consenso [20]. E possivel que a liberacio
transiente de EROs que ocorre durante o exercicio pode levar a uma adaptagdo especifica
capaz de elevar a capacidade antioxidante [57]. Nesse sentido, alguns autores mostraram que
o exercicio foi capaz de elevar os niveis de CAT [17] e GPX [81] enquanto outros ndo
encontraram diferenca [14, 61]. Maior consenso existe quanto ao papel do exercicio em
promover aumento na atividade da SOD, mais especificamente da isoforma encontrada na

mitocondria, a MnSOD [20, 22, 82].
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No entanto, como a cardioprotecao induzida pelo exercicio € um processo multifatorial,
que esta associado a diferentes elementos, ¢ possivel que os resultados positivos observados
ndo estejam relacionados somente ao aumento na capacidade antioxidativa, mas também a
outros fatores, como alteracdo em proteinas associadas ao célcio [17]. No intuito de responder
essa questdo, Yamashita et al [82] utilizaram uma técnica com oligonucleotideos anti-senso
para silenciamento genético da MnSOD, e demonstraram que a inibi¢do do aumento da
expressao da MnSOD cardiaca induzida pelo exercicio resulta na perda da cardioprotecao.
Porém, de forma contraria, Lennon et al [17] utilizaram a mesma técnica de silenciamento e
por sua vez mostraram que mesmo apos prevenir o aumento na MnSOD, a cardioprote¢ao
ainda era observada. Os autores alegam que esses resultados discrepantes podem ser
atribuidos a diferengas nas metodologias aplicadas, como exemplo o fato de Lennon et al [17]
e Yamashita et al [82] terem utilizado o modelo de lesdo por IR ex vivo e in vivo,
respectivamente. Portanto, fica claro que investimento adicional ¢ necessario para entender
melhor a real participacdo das enzimas antioxidantes na cardioprotecdo associada ao

exercicio.

Canais de Potassio Dependentes de ATP

Os canais de potassio dependentes de ATP, altamente expressos no sarcolema e
mitocondria (canais Katp sarco / mito), tém sido associados a efeito cardioprotetor [83, 84].
Acredita-se que esses canais atuem como sensores capazes de identificar o equilibrio i6nico e
bioenergético celular, no intuito de preservar a homeostase cardiaca durante situacdes de
estresse metabodlico [85]. Para desempenhar tal funcdo seu funcionamento ¢ baseado na
quantidade de ATP disponivel no citosol. Os canais Karp ficam fechados durante presenca
abundante de ATP citosolico, mas a diminui¢do de ATP em decorréncia de estresse
metabolico (como exemplo a isquemia) estimula sua abertura [20, 83, 85].

Acredita-se que a abertura dos canais Karp sarco resulta em efluxo de K" do
cardiomidcito, que provoca hiperpolarizagdo da célula cardiaca e redugdo no nimero de
potenciais de agio [86], que por sua vez limita a entrada de Ca®" através dos canais tipo — L e
evita o acamulo intracelular de Ca*" [20]. Coletivamente, isso resulta em reducio na demanda
metabolica cardiaca, fazendo com que a atividade na CTE seja diminuida, evitando assim a
producdo de EROs [86].

Além do efeito benéfico cardioprotetor que os canais Katp sarco exercem no pré-
condicionamento isquémico e farmacologico [87], ja foi demonstrado papel também no
exercicio [83, 88, 89]. Em estudo publicado recentemente [89], sdo fornecidas evidéncias que

suportam essa questdo, pois verificou-se que 8 semanas de treinamento fisico eram capazes de
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aumentar a expressao proteica das trés subunidades dos canais KATP (kir 6.1; Kir 6.2 ¢
SUR2a). Além disso, o fato de animais “knockout” para esses canais, possuirem tolerancia
reduzida ao exercicio e predisposi¢do para arritmias cardiacas [90], ¢ outro indicativo da
importancia desses canais para o exercicio.

Ainda nesse contexto, Brown et al [88], demonstraram que 12 semanas de treinamento
fisico aumentaram a expressao de canais Karp em cardiomiocitos. Em adi¢do, ao utilizarem
um modelo de IR (1/2h) em Langendorff, os autores mostraram que o bloqueio farmacologico
dos canais Katp sarco impediu o efeito cardioprotetor do exercicio contra a lesdo por IR.
Resultados similares destacando a importancia dos canais Karp sarco foram encontrados pelo
mesmo grupo de pesquisa em estudos posteriores [83, 91].

No entanto, mais obscuro € o papel dos canais Ktp mito na cardioprote¢do. Quanto aos
seus mecanismos cardioprotetores, evidéncias indicam que sua abertura causa alcalinizacdo da
matriz mitocondrial, redugio na produgdo de EROs, redugio no acimulo de Ca*" mitocondrial
e melhora na producdo de energia na mitocondria [4]. Apesar disso, Brown et al [88]
utilizaram um inibidor dos canais Katp mito e concluiram que esses canais ndo eram
mediadores essenciais da cardioprotecdo induzida pelo treinamento fisico contra lesdo por IR.
Em contrapartida, Quindry et al [92], ao inibir os canais Katp mito, verificaram que a protecao
contra arritmias de ratos exercitados era anulada. Dessa forma, ndo pode ser descartada a
hipotese de que os canais Karp mito, em adigdo aos canais Ktp sarco, também sejam capazes
de promover cardioprotecao apos exercicio fisico.

Apesar de ja estar bem consolidada a relagdo da cardioproteg¢do pelo exercicio com a
abertura dos canais Krp, a cascata de sinalizacdo intracelular que ocorre em resposta ao
exercicio e resulta na abertura desses canais ainda nao foi esclarecida. Como mostra a figura
1.5, acredita-se que os canais Kapp estejam associados ao sistema de opidides [23], que por
sua vez sofrem influéncia com o exercicio fisico [14], tornando-os possiveis candidatos como

mediadores da cardioprotecao induzida pelo exercicio.
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Figura 1.5: Diagrama esquematico de possivel via de sinalizagdo envolvida na
cardioprotecao induzida pelos canais Katp € opidides. Adaptado de Schultz et al [23].

1.10  Sistema Opidide e Cardioprotecao

Os opidides tém sido usados no tratamento da dor por centenas de anos. A fonte do
opio, a substancia bruta, e da morfina, um de seus constituintes purificados, ¢ o “suco” (opus
em grego) extraido da papoula Papaver somniferum. Em 1806, o farmacéutico alemao
Sertuener isolou o que chamou “principio soporifico” do dpio, e em 1817 denominou-o de
morfina, em referéncia a Morfeu o deus grego dos sonhos. A morfina foi amplamente
utilizada para tratar soldados feridos durante a guerra civil americana.

No entanto, os estudos para a investigagdo das propriedades cardioprotetoras dos
opidides s6 comegaram mais recentemente, quando Schultz et al [24], em 1995, mostraram
que o PIM, fenomeno j& descrito aqui pela capacidade de reduzir a lesdo isquémica do
miocardio, tem como um dos seus mediadores os receptores opidides. Estes estudos levaram a
descoberta de que a morfina, além de tratar a dor associada ao IAM, também pode auxiliar na
reducao da area do IAM, através de mecanismos associados ao PIM.

Desde a descoberta de Schultz et al [24], o sistema opidide e as drogas que nele atuam
estdo ganhando destaque devido a um efeito no sistema cardiovascular [23]. Ja ¢ sabido que
os niveis de peptideos opidides enddégenos aumentam durante situacdes de estresse, como
exemplo durante isquemia [23, 93]. De fato, estudos ja demonstraram que a B-endorfina
(agente opidide enddgeno) estava aumentada em pacientes com isquemia miocardica [94] e
apods angioplastia coronariana [95]. Dessa forma, foi especulado que o aumento nos niveis de

peptideos opidides em tecidos ventriculares infartados pode ocorrer em fungdo de um
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mecanismo compensatorio para contrapor o alto nivel de catecolaminas liberadas durante a
isquemia, no intuito de minimizar a area de infarto [23].

De forma interessante, a hibernacdo de animais, periodo conhecido por reduzir
significativamente o metabolismo, a FC e a frequéncia respiratéria, ¢ induzida por uma
substancia de natureza opidcea, chamada de fator indutor de hibernagdao (HRF) [96]. Ja foi
demonstrado que o uso de d-Ala2-d-Leu5 encefalina (DADLE), um agonista de opidides
amplamente utilizado, bem como de HRF, sdo igualmente eficazes em estender o tempo de
sobrevivéncia de 6rgdos e preservacao de tecidos antes de transplante de 6rgdos [97].

Em adigdo, ja foi relatado que a utilizagdo de antagonistas de receptores opidides em
animais, foi capaz de reverter a cardioprotecao conferida pelo PIM [24, 98]. De forma similar,
a ativagao desses receptores através de agonistas, resulta em potente resposta cardioprotetora
de redu¢do na area de infarto e morte celular de cardiomidcitos, de forma equivalente ao PIM
[99]. Como ja foi dito, o PIM ¢ um fendmeno no qual breves periodos de oclusdo coronariana
seguidos de reperfusdo sdo capazes de tornar o miocardio mais resistente a um insulto
isquémico prolongado subsequente. O PIM ¢ capaz de reduzir a area de necrose miocardica e
a taxa de deplecdo de ATP. Tal fenomeno ja foi demonstrado em varias espécies de
mamiferos, incluindo porcos [100], coelhos [101], ratos [102] e cdes [103]. Estudos mais
recentes em pacientes sugeriram a possibilidade da ocorréncia do PIM também em humanos
[104, 105].

Em estudo muito interessante, Schultz et al [99] utilizaram a morfina para estimular os
receptores opidides e verificaram que a reducdo na area de infarto era similar a obtida com o
PIM. Além disso, os autores verificaram aboli¢do do efeito cardioprotetor da morfina apos
tratamento com antagonistas dos canais Karp, 0 que sugere envolvimento desses canais nessa
resposta. De fato, a literatura indica que as vias envolvidas na producdo do efeito
cardioprotetor dos opiodides incluem a proteina quinase C (PKC), tirosinas quinases, proteina

quinase ativada por mitogenos (MAPK) e canais Katp [23].

1.11  Tipos de Receptores Opiodides e Cardioprotecao

A ideia de multiplos receptores pertencentes a familia dos opidides ¢ um conceito bem
estabelecido, sendo trés classes principais de receptores opioides identificadas: kappa (K), mu
(u) e delta (&), sendo cada classe composta por multiplos subtipos [23]. As trés classes de
receptores foram identificadas, isoladas e clonadas, permitindo a caracterizacdo de suas
sequéncias de bases de nucleotideos [106-108]. Os receptores opidides pertencem a mesma
familia de receptores acoplados a proteina-G e possuem homologia estrutural: uma regido
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aminoterminal extracelular, sete dominios transmembrana e uma estrutura carboxila-terminal
intra-celular.

Os ligantes endogenos dos opidides incluem trés familias de peptideos: B-endorfinas,
encefalinas e dinorfinas, que apesar de possuirem maior afinidade pelos receptores mu, delta e
kappa; respectivamente, ndo se ligam exclusivamente a nenhum receptor. A B-endorfina,
encefalina e a dinofina sdo derivadas da pro-opiomelanocortina, pro-encefalina e pro-
dinorfina; respectivamente [109].

Quanto a regido, os receptores opidides foram localizados no tronco cerebral, vasos
sanguineos, terminais nervosos, medula suprarrenal e centro respiratério e cardiovascular do
hipotalamo [23, 110]. Quanto a presenca desses receptores nos cardiomidcitos, diversos
estudos revelaram que os receptores delta e kappa, mas ndo o mu, sdo encontrados nos tecidos
ventriculares cardiacos de animais [110, 111]. Isso reforca a ideia de que existe um sistema
intrinseco desses receptores no coragdo que contribui para alteragdes funcionais no miocardio
saudavel e doente, tais como atenuagdo da resposta adrenérgica associada a redugdo na
performance cardiaca e efeito antiarritmico.

Atencdo aumentada tem sido dada ao tipo de receptor opidide responsavel pela
cardioprote¢do, no entanto isso ainda ndo ¢ claro. Evidéncias envolvendo o PIM sugerem que
o receptor opiodide delta pode ser responsavel pelo seu efeito cardioprotetor [112-114]. Nesse
sentido, Liang et al [113] verificaram que a estimulagdo dos receptores opidides com morfina
mimetizava a cardioprotecao do PIM em modelo de cardiomidcitos isolados, e que esse efeito
era bloqueado apds utilizagdo de antagonista de receptores delta. Os resultados encontrados
nesse estudo, além de fortalecer a hipotese da participacdo dos receptores delta, também
dizem respeito ao envolvimento dos receptores mu. Pois, o fato do efeito cardioprotetor
mediado pelos opioides ter sido verificado em cardiomidcitos e dos receptores mu nao serem
expressos nesse tecido, nos leva a crer que esses receptores nao sao fundamentais para
obtencao desse efeito. Em adi¢do, estudos prévios que fizeram uso de antagonistas seletivos
de mu mostraram nao haver modulagdo da area de infarto [110, 112, 115].

Mais obscuro, no entanto, € o papel dos receptores kappa em mediar o efeito protetor.
Apesar da presenga abundante desse receptor no VE de diversas espécies [110, 111],
evidéncias descartam sua participacdo na cardioprotecao [112, 114, 115]. Schultz et al [112],
ao testar a influéncia de um antagonista seletivo de receptor kappa (nor-binaltorfimina) no
efeito protetor do PIM em ratos submetidos a 30 min de isquemia e 2h de reperfusao,
verificaram que o uso da droga ndo influenciou os resultados encontrados. Em contrapartida,
Wang et al [28], verificaram que ambos os bloqueios com nor-binaltorfimina e naltrindole
(antagonista seletivo de receptor delta), atenuaram a redugdo no infarto observada apos PIM.
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Os autores ainda mostraram que os agonistas de receptores kappa e delta mimetizaram o
efeito do PIM na redugdo da area de infarto. No entanto, somente o antagonista e agonista de
kappa foram capazes de atenuar e mimetizar; respectivamente, a a¢do antiarritmica do PIM.
Isso sugere que somente o receptor kappa € capaz de mediar ambos os efeitos benéficos do
PIM no infarto e arritmias induzidas por isquemia, enquanto o receptor delta influencia
somente na reducdo da area de infarto. Além disso, ao utilizar antagonistas de PKC e canais
Katp, 0s autores sugeriram participagao dessas vias no efeito mediado por receptor kappa.
Esses resultados, em conjunto, sugerem que o papel de cada subtipo especifico de

receptor opidide no efeito cardioprotetor do PIM ainda ndo esté elucidado.

1.12  Opioides, Exercicio e Cardioprotecao

Sabe-se atualmente que o exercicio, assim como outras situagdes de estresse, ¢ capaz de
aumentar o nivel dos precursores de peptideos opioides [14, 116]. De fato, ja em 1984,
Howlett et al [117] demonstraram que sessdes agudas de exercicio de corrida induziram
aumento significativo na liberacdo de B-endorfina em jovens mulheres, e que esse padrdo ndo
era alterado apds 8 semanas de treinamento fisico. Nesse estudo, o exercicio fisico foi
também mostrado como o primeiro estimulo fisiologico capaz de elevar a liberacdo da met-
encefalina, uma precursora da encefalina. J& em relacdo ao impacto do exercicio fisico na
expressdo génica dos receptores opidides, um estudo demonstrou aumento transitorio
imediatamente apds uma sessao aguda de exercicio fisico (25 min a 24 m/min) no coragao de
ratos [14].

Na literatura, a interpretacdo do papel desses resultados de aumento nos niveis de
peptideos opidides e de seus receptores tem sido feita mais no sentido de melhorar a
capacidade fisica maxima, em funcao da atenuagdo da percepcao de desconforto associada ao
exercicio [118]. Associa-se a liberacdo de opidides, principalmente a - endorfina, com a dor
e a decisdo de continuidade do exercicio [118]. J& foi demonstrado que o bloqueio dos
receptores opidides por naloxona, durante teste incremental maximo em humanos, foi capaz
de reduzir o tempo de teste, 0 VOrmsx € @ FC maxima observada [119] em resposta ao esforgo.
Ao final, os autores concluiram que individuos saudéaveis, quando submetidos a teste maximo
e injecdo de naloxona, finalizavam o teste maximo mais em fun¢do da percep¢do de cansaco
que propriamente de limitacao fisiologica.

Apesar do efeito analgésico do sistema opidide, um possivel papel desse sistema no
funcionamento cardiovascular em resposta ao exercicio ndo pode ser descartado. Pois,
partindo da pressuposta atuacao dos opidides na cardioprotecdo exposta anteriormente, esse
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aumento da liberacdo e expressao dos opiodides observados apds o exercicio poderia estar
associado a seu efeito cardioprotetor induzido pelo exercicio. No entanto, somente foram
encontrados trés trabalhos que se debrugaram sobre o possivel envolvimento dos opiodides
como mecanismo responsavel pelo pré-condicionamento obtido com o exercicio.

A primeira evidéncia na literatura de que os opidides estavam envolvidos no efeito
cardioprotetor do exercicio foi fornecida pelo trabalho de Dickson et al [14], no qual foi
demonstrado que a redu¢do de 50% na area de infarto associada a uma sessao de exercicio (25
min a 25 m/min) foi completamente abolida ap6s o bloqueio ndo-seletivo dos receptores
opidides com naltrexona em ratos. Efeito esse que foi perdido apds 5 dias da sessdo de
exercicio. Curiosamente, os autores nao encontraram diferenga significativa entre os animais
exercitados e controles quanto a fungdo ventricular medida no Langendorff. Além disso, a
expressdo dos precursores dos peptideos opidides e seus respectivos receptores estava
aumentada somente imediatamente apds o exercicio. Infelizmente, os autores ndo forneceram
informacdes mais precisas acerca do protocolo de exercicio realizado, como exemplo o
VOomix.

No entanto, esse trabalho fez despertar o interesse para novas investigacdes nesse
sentido, pois em se baseando nos achados de Dickson et al [14], Galvao et al [15] se
propuseram a comparar o efeito preventivo cardioprotetor induzido pelo exercicio cronico
mediado pelos opidides com outras estratégias cardioprotetoras em ratos apos infarto. Como
resultado, foi verificado que 12 semanas de treinamento fisico em esteira rolante (60% do
VOomax durante 60 min por 5 vezes na semana) eram capazes de reduzir a area de infarto
comparado aos animais controles e de forma similar ao PIM, a infusdo de morfina por si s6 e
associada ao exercicio fisico. No entanto, quando era acrescentada a naloxona a infusdo de
morfina ou ao exercicio fisico, esse efeito protetor era abolido. Isso sugere que os receptores
opidides estavam envolvidos, ao menos em parte, nessa resposta. Em adi¢do, vale destacar
que o grupo que foi submetido a treinamento fisico em adi¢@o a infusdo de morfina promoveu
mesma reducdo na area de infarto comparado ao grupo que somente treinou ou recebeu
morfina. Isso leva a crer que a prote¢ao conferida pelo exercicio ndo ocorre de forma
sinérgica a morfina.

Mais recentemente, de forma bastante interessante, Michelsen et al [19] coletaram o
plasma de 13 homens antes e apos o PIM e exercicio fisico vigoroso (realizado 1 semana apos
o PIM). Em seguida, foi verificado que a perfusao desse plasma humano em coracao de
coelhos era capaz de reduzir a area de infarto apos lesdo por IR em Langendorff. Foi visto
também que a infusdo de naloxona no Langendorff abolia o efeito cardioprotetor observado.
A partir desses resultados, os autores concluiram que tanto o pré-condicionamento por
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exercicio fisico como por PIM, era transferido de forma remota, inclusive de um individuo
para outra espécie. Além disso, essa resposta era mediada por um fator humoral dependente
do sistema opioide.

Apesar dos resultados promissores dos estudos aqui expostos, ainda € incipiente o
conhecimento acerca dos mecanismos responsaveis pela cardioprotecdo induzida pelo
exercicio. Tendo em vista o grave problema clinico que as lesdes por IR representam e que a
pratica de exercicios fisicos ¢ considerada a unica estratégia de pré-condicionamento
sustentada capaz de proteger o coracdo contra esse tipo de lesdo, torna-se importante melhor
entender as vias envolvidas nesse efeito. Nesse sentido, pouco se sabe sobre a contribuigdo
dos opidides como mecanismo da cardioprotecao conferida pelo exercicio. Aliado a isso, nao
foi encontrado nenhum estudo que teve por objetivo verificar qual dos subtipos de receptores
opiodides seria o responsavel pelo efeito protetor do exercicio. Essa informagdo seria, no
minimo, util para melhor entender a sucessdo de eventos que ocorrem apds o exercicio e

levam ao desenvolvimento do quadro de cardioprotecao.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Investigar a participagcdo dos receptores opioides na cardioprote¢do contra a lesdo de IR

induzida pelo exercicio aerdbio de curta duragdo com intensidade moderada em ratos.

2.2 Objetivos Especificos

1) Verificar efeito cardioprotetor do exercicio e a participacdo do sistema opidide em
modelo de IR ex vivo.

2) Verificar efeito cardioprotetor do exercicio e a participacdo do sistema opidide em
modelo de IR in vivo.

3) Verificar influéncia da participagdo de outros potenciais mecanismos na
cardioprote¢do induzida pelo exercicio.

4) Investigar envolvimento de cada tipo de receptor opidide (Mu, Delta e Kappa) na

cardioprote¢do induzida pelo exercicio.
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3 Materiais e Métodos

A metodologia deste trabalho foi dividida em diferentes sessdes de acordo com os
objetivos especificos, descritos no capitulo anterior. No entanto, os pontos 3.1, 3.2, 3.3 ¢ 3.4

sdao comuns a todos os objetivos.

3.1 Procedimentos Eticos

Os procedimentos realizados em ratos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso
Animal (CEUA) da Fundagdo Oswaldo Cruz, sob o numero LW-4/11, de acordo com a Lei

11794/08. A carta de aprovagdo da licenga encontra-se no Anexo 1.

3.2 Animais

Foram utilizados ratos wistar machos adultos, com 6 semanas de idade (peso entre 250-
300 g), fornecidos pelo CECAL (Centro de Cria¢do de Animais de Laboratorio) da Fundagao
Oswaldo Cruz. Os animais foram mantidos em condi¢des controladas de umidade (60+10%),

temperatura (21£2°C) e luz (ciclo de 12 horas claro/escuro), com livre acesso a ragdo” e agua.

3.3  Determinacio da Capacidade Maxima de Exercicio

A capacidade maxima de exercicio foi determinada pelo VO, medido através de um
sistema de calorimetria de circuito aberto, através da analise dos gases expirados, durante um
teste incremental maximo (TIM). Como demonstrado na figura 3.1, o TIM foi realizado em
esteira ergométrica, acoplada a uma caixa metabolica (AVS projetos, Sao Paulo, SP), com
fluxo de entrada de ar mantido a 3500 ml/min. A fracdo de O, foi medida continuamente a
uma frequéncia de aquisi¢ao de 20 Hz (AQCAD, AVS projetos, Sao Paulo, SP). O VO, fo1
calculado utilizando a variagdo na fragdo de oxigénio (%) e o fluxo de ar da caixa metabdlica,

através da seguinte equagao:

VOmax (ml/Kg/min) = (20,93 - % O, consumido) * Fluxo de ar / 100

Peso do animal (Kg)

2 Nuvilab — CR1, Nuvital Nutrientes Ltda, Colombo, Parana — Brasil.
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Para a determinagdo do VOjnsx, Inicialmente os animais permaneceram por 15 minutos
na esteira sem se exercitar para a estabilizacdo do aparelho. Em seguida, o TIM era iniciado
com velocidade de 10 m/min e a cada 3 minutos a velocidade era aumentada em 3 m/min até
que a exaustdo dos animais fosse constatada, ou seja, quando os animais ndo conseguiam
manter o ritmo da corrida por pelo menos 5 segundos, mesmo quando recebiam estimulos
elétricos da esteira.

O TIM foi realizado antes do inicio das sessdes de exercicio, sendo que todos os
animais foram adaptados a corrida na esteira por trés sessdes consecutivas com duragdo de 15

minutos a velocidade de 12 m/min na semana anterior ao teste.

Figura 3.1: Teste incremental maximo realizado para determinacdo do VOjmsx em esteira

acoplada a analisador de gases.

3.4 Sessoes de Exercicio Fisico

O exercicio foi realizado em esteira ergométrica (HT 2.0, Hectron Fitness
Equipamentos, Rio de Janeiro, RJ) por 4 sessdes em dias consecutivos, entre 8:00 e 10:00 am,
sendo cada sessao com 60 min de duracdo a 70% do VOjnax. Essa intensidade de exercicio foi
utilizada em fung¢do de estudos prévios ja terem demonstrado que 70% do VOymsx € suficiente
para promover cardioprotecdo induzida pelo exercicio [72]. Apds 24 horas da Ultima sessao
de exercicio ou confinamento, os ratos foram submetidos aos procedimentos cirurgicos para
inducdo de I-R (Figura 3.2). Os ratos do grupo controle foram colocados na esteira pelo

mesmo periodo de tempo que os demais grupos, no entanto, sem movimento.
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Adaptacdo a esteira | Teste Incremental | Exercicio Fisico | Procedimento
3 dias consecutivos Maximo 4 dias consecutivos Cirargico

1 1 ]

24 h 48 h 24 h

Figura 3.2: Diagrama organizacional do protocolo de exercicio.

3.5  Verificacao do Efeito Cardioprotetor do Exercicio e a Participacao do Sistema

Opioide em Modelo de IR ex vivo

Protocolo Experimental

Para verificar o efeito cardioprotetor do exercicio e a participagdo do sistema opidide
em modelo de IR ex vivo, ou seja Langendorff, os ratos foram divididos em 3 grupos
experimentais:

1) Grupo controle submetido a IR (CT; n=4);
2) Grupo submetido a exercicio fisico e IR (Exe; n=4);
3) Grupo submetido a exercicio fisico, IR e tratamento com naloxona (10 mg/kg, ip.), um
antagonista ndo-seletivo de receptores opidides, 15 minutos antes de cada sessdo de exercicio
(Exe+N; n=4).

A figura 3.3 ilustra a divisdo de grupos:

12 Ratos
wistar

Exercicio IR + N
(Exe + N; n=4)

Exercicio IR
(Exe; n=4)

Controle IR
(CT, n=4)

Figura 3.3: Divisdo dos grupos experimentais no modelo de isquemia reperfusdo ex vivo.
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Preparacao do Coracao Isolado

Vinte e quatro horas ap6s a ultima sessdao de exercicio ou repouso, 0s animais,
previamente heparinizados (500 iu/Kg, ip.), foram eutanasiados por inalagdo de CO; e
deslocamento da coluna cervical. Apos realizacdo de esternotomia mediana e pericardiotomia,
0 coragdo era rapidamente removido e instalado em um aparelho de coragdo isolado, de
acordo com o método de Langendorff (Figura 3.4). O coracdo permanecia perfundido
retrogradamente via circulagdo coronariana com solucdo de Krebs-Henseleit (mM: 118 NaCl,
4,7 KCI, 1,2 MgSO0,, 1,2 KH,PO4, 25 NaHCOs, 10 glicose e 1,8 CaCl,, pH 7,2; gasificado
com 95% O, — 5% CO,, 37°C), distribuido com fluxo constante de 10 ml/min, através de
bomba peristaltica (Gilson, Middleton, WI, EUA).

Apds 30 min de periodo basal para estabilizacdo do sistema, todos os cora¢des foram
submetidos a 30 min de isquemia global seguida de 1 h de reperfusdo. A isquemia era
realizada desligando a bomba peristaltica, e interrompendo o fluxo de solu¢do de Krebs

aerado, e na reperfusdo, a bomba era religada.

Figura 3.4: Representacdo esquematica da montagem de Langendorff mostrando solugdo de
Krebs sendo perfundida no coragdo através da bomba peristaltica fixada a 10 ml/min, apos

aquecimento a 37°C.

Medidas Hemodinamicas

Para monitorizacdo da pressdo do VE, um baldo de latex contendo solucdo fisiologica

foi introduzido no VE, através do atrio esquerdo, e acoplado a um transdutor de forca. Para
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analise, foi utilizado o LabChart 7.1.2 (ADInstruments Inc., Colorado Springs, CO, EUA) O
baldo foi ajustado para PDF (a rever, pressao diastolica final) entre 5-10 mmHg no periodo
basal.

Foi calculada a pressdo desenvolvida do ventriculo esquerdo (PDVE), através da média
da pressao maxima e minima do ventriculo esquerdo (P méax e P min, respectivamente)
(Figura 3.5). A PDVE foi registrada durante todo o experimento e expressa como % do basal.
Além disso, foram mensuradas também as velocidades maximas de aumento e queda da

pressdo no ventriculo esquerdo (dP/dtsx € dP/dtyn, respectivamente).

Pmax -
PDVE f i
P min

Figura 3.5: Ilustragdo da determinagdo da pressdo desenvolvida do ventriculo esquerdo
(PDVE), através da média da pressao maxima (P méx) e pressao minima (P min) medidas no

ventriculo esquerdo.

Determinacio da Area de Infarto

No intuito de medir a area de infarto, o coragdo era rapidamente removido do
Langendorff, e permanecia por um periodo de 1 h em freezer (-20° C) para permitir que cortes
transversais (2 mm de espessura) fossem realizados. Em seguida, os cortes eram incubados
em solucao tamponada (pH 7,4) de cloreto de trifeniltetrazolium (TTC) a 37 °C por 20 min. O
TTC reage com o NADH e as enzimas desidrogenases presentes nos tecidos viaveis, de forma
que essa reacdo leva ao aparecimento de uma coloragdo vermelha. Durante a reperfusao,
ocorre “wash out” da regido isquémica, o que leva a retirada do NADH e das enzimas
desidrogenases das células mortas, fazendo com que ndo haja coloragdo nessa area infartada,
permanecendo palida. Apds a coloragdo com TTC, os cortes eram imersos em solugdo de

formalina 10% durante 30 min para permitir maior contraste entre as diferentes regioes.
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Finalmente, os cortes eram colocados em uma mesa de acrilico e coberta por um tampo
de vidro a fim de uniformizar a espessura dos cortes e permitir que os mesmos fossem
digitalizados. Como demonstrado na figura 3.6, a area total de infarto foi medida através de
planimetria e analisada pelo “software Image J 1.29” (National Institute of Health, EUA), por
um observador que ndo tinha ciéncia de qual grupo cada imagem pertencia. A area total de

infarto foi entdo expressa como um percentual da area total do VE.
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Figura 3.6: Figuras representativas da determina¢do da area do infarto realizada através do

“Image J”, ap0s cortes terem sido corados com TTC.

3.6 Verificacao do Efeito Cardioprotetor do Exercicio e a Participacao do Sistema

Opioide em Modelo de IR in vivo

Protocolo Experimental

Para verificar o efeito cardioprotetor do exercicio e a participacao do sistema opidide
em modelo de IR in vivo, os ratos foram divididos em 2 grupos: grupo controle e grupo
exercicio. Sendo que o grupo controle foi subdividido em:

1) Grupo controle submetido a IR (CT; n=10);

2) Grupo controle submetido a cirurgia sham, ou seja, indug¢ao de IR ficticia (CT sham;
n=10);
3) Grupo controle submetido a IR e infusdo de naloxona (3 mg/kg, iv.), 10 min antes da

isquemia (CT+N; n=10).

34



Enquanto o grupo exercicio foi subdividido em:
1) Grupo submetido a exercicio fisico e IR (Exe; n=10);
2) Grupo submetido a exercicio fisico, IR e infusdo de naloxona (3 mg/kg, iv.) 10 min
antes da isquemia (Exe+N; n=10).

A figura 3.7 ilustra a divisdo dos grupos:

S0Ratos
wistar

Controle Exercicio

Exercicio
IR+N
n=10)

Exercicio
IR
n=10)

Controle
IR+N

n=10)

Controle
Sham

n=10)

Controle IR

(n=10)

Figura 3.7: Divisdo dos grupos experimentais no modelo de isquemia reperfusao in vivo.

Procedimentos Cirargicos

Na semana seguinte ao periodo de treinamento ou de confinamento, os ratos foram
submetidos aos procedimentos cirtirgicos para inducao de IR. Inicialmente os animais foram
anestesiados com pentobarbital sodico (70 mg/kg, ip.); em seguida traqueostomizados com
uma canula de polietileno tamanho 14, e ventilados mecanicamente em volume corrente de 10
ml/kg; frequéncia respiratoria de 40 a 50 incursdes/min em respirador mecéanico (Rodent
Ventilator 7025, Ugo Basile, Varese, Italia). A temperatura corporal dos animais era mantida
através da utilizagao de unidade homeotérmica (Harvard Apparatus, UK) que, com o uso de
termometro retal e colchdo térmico, mantinha a temperatura do animal entre 37 ¢ 37,5 oC.
Artéria femoral e veia jugular foram canuladas com tubos de polietilenos (PE- 10 e 50),
respectivamente, para registro da PA, FC e injecao de drogas, respectivamente.

Para inducdo de lesdo de IR miocardica, foi utilizada ligadura coronariana reversivel.
Para tal, era feita uma toracotomia lateral, através de incisdo a esquerda do esterno e paralela
as quarta e quinta costelas, as quais foram separadas com um afastador de térax para

visualizag¢ao do coracao. Depois que a artéria corondria esquerda era visualizada, era realizada
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pericardiotomia e ligadura da mesma, cerca de 1 mm de sua origem, utilizando-se fio de
sutura de polietileno 6.0. Para obter um oclusor, as pontas do fio de sutura eram passadas por
dentro de um tubo de polietileno (PE-50). Dessa forma, a oclusdo arterial era obtida ao
empurrar o tubo contra a superficie do coragdao e prendendo-o nessa posicao com o uso de
uma pinga hemostatica pequena. A isquemia era confirmada por alteragdes no segmento ST
do eletrocardiograma (ECG) e o aparecimento de cianose na regido epicardica correspondente
ao ramo ocluido. A reperfusdo era feita soltando a pinga hemostatica, e confirmada pelo fim
da cianose e o aparecimento de hiperemia reativa. Esse procedimento de isquemia regional e
reperfusdo visa gerar uma area de isquemia (area sob risco) com uma area de infarto central
(Figura 3.8).

A oclusao coronariana foi mantida por 30 minutos, periodo este que ja foi demonstrado
ser suficiente para causar lesdo isquémica irreversivel [12], e o periodo de reperfusdo foi de
60 minutos.

Os grupos CT+N e Exe+N, receberam o antagonista de receptor opidide nao-seletivo,

ou seja, naloxona (3 mg/Kg, iv.), 10 min antes da isquemia.
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Figura 3.8: Representacdo esquematica da lesdo tecidual decorrente dos efeitos da ligadura

coronariana reversivel.
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Medidas Hemodinamicas

A canula da artéria femoral foi conectada a um transdutor de pressdo (Modelo
TSD104A, BIOPAC Systems, Goleta, CA) e os sinais de pressdao foram canalizados através
de um amplificador de sinal (Modelo DA100C, BIOPAC Systems, Goleta, CA). Os dados
foram coletados com taxa amostral de 1.000 amostras / seg, através do MP 150 system
(BIOPAC Systems, Goleta, CA) e gravados durante todo o experimento usando o “software
AcqKnowledge 3.7.3” (BIOPAC Systems, Goleta, CA). Os dados coletados foram analisados
para quantificar mudangas na PA.

A atividade elétrica cardiaca foi monitorada continuamente (em derivagdo periférica
DII), através da implantacdo de 3 eletrodos (agulhas) no tecido subcutineo. Os sinais
analdgicos de ECG foram digitalizados com uma frequéncia de coleta de 1 Hz e gravados em
computador para posterior analise através do “AcqKnowledge 3.7.3” (BIOPAC Systems,
Goleta, CA).

Determinacio da Area de Infarto

Ao término do periodo de reperfusdo, com o intuito de demarcar a 4rea de risco
(isquémica), o ramo coronariano foi novamente ocluido, e o coragao foi perfundido com azul
de Evans (1%) através do cateter da artéria femoral. A partir dai a metodologia era
exatamente a mesma realizada no objetivo anterior (topico 3.5). A area total de infarto foi

expressa com um percentual da 4rea de risco do VE.

3.7 Verificacdo da Influéncia da Participacado de Outros Potenciais Mecanismos na

Cardioprotecao Induzida pelo Exercicio

Analise Histologica do Ventriculo Esquerdo

Para andlise de densidade capilar estrutural (DCE), amostras de tecido de VE do grupo
exercitado (Exe; n = 5) e controle (CT; n = 5) foram fixadas em “Milloning”, e cortadas
usando o método “orientator”, que ja foi previamente descrito [120]. Esse método implica em
realizar cortes isotropicos uniformes na amostra, cortando os fragmentos em trés vezes
consecutivas. O primeiro corte ¢ aleatorio, o segundo ¢ ortogonal ao segundo, e o terceiro ¢
ortogonal ao segundo. Em seguida, os cortes foram desidratados em uma série graduada de

etanol (70, 95 e 100%) e emblocados em parafina.
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Os blocos de parafina foram entdao cortados em sessdes de 5 um com auxilio de um
micrétomo (Leica, RM 2125, Alemanha) e fixados em laminas para posteriormente serem
coradas por 30 min com lectina Griffonia simplicifolia acoplada a fluoresceina-isotiocianato
(FITC; diluigao 1:150), em sala escura em temperatura ambiente.

Para cada rato, foram examinados, pelo menos, cinco campos microscopicos
aleatorios, em trés diferentes sec¢des do tecido. As amostras foram visualizadas através de um
microscopio de fluorescéncia (Olympus BX50/WI, EUA) acoplado a um sistema de camera
de video digital (Optronics, Goleta, CA, EUA). Eram feitas cinco fotos representativas do
campo microscopico para contagem, através do “software Archimed 3.7.0” (Microvision,
Franca), com aumento de 200x no monitor. A DCE foi contada por um observador que nao
tinha ciéncia do grupo ao qual pertencia cada imagem, e calculada dividindo-se o nimero de

capilares pelo niimero de fibras encontradas nas imagens (V. [capilares]/ Vv [fibras])-

Western Blotting Para Expressdao do VEGF

Para analise da expressdo proteica do VEGF foi utilizado western blotting, do grupo
Exe (n = 5) e CT (n = 5). Para tal, o coracdo era rapidamente removido, ¢ o VE
cuidadosamente dissecado e separado do restante do coragdo com ajuda de uma lupa
cirirgica. As amostras eram entdo lavadas em solugdo fisiologica gelada, e rapidamente
congeladas em nitrogénio liquido, e guardadas a —70°C para posterior analise.

Na andlise, os tecidos isolados foram homogeneizados por sonicagao em tampao de lise
gelado (4°C) contendo 0,4 mol/L de NaCl, 0,05% de Tween 20, 2 mM de fenilmetilsulfonil
fluoridro (PMSF) em PBS (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, KH,PO,4 0,88 mM, Na,HPO, 6.4
mM, pH 7,4) acrescido de inibidores de protease e fosfatases. A concentragdo de proteinas
dos extratos foi determinada pelo método RC DC (500-0122 RC DC Protein Assay Kit II; Bio
Rad), utilizando albumina bovina sérica (BSA) como padrao.

Amostras de 100 pg de proteina foram diluidas em tampao de amostra composto por
Tris-HCI 80mM pH 6,8; SDS 2%, glicerol 12%; B mercaptoetanol 5% e azul de bromofenol
0,05%, submetidas a a¢do do temperatura de 100°C por 5 minutos e aplicadas em gel de
poliacrilamida 10% com SDS. Apos eletroforese, as amostras foram transferidas para
membrana de nitrocelulose (Amersham Pharmacia Biotech) e bloqueadas com leite 5%
(Molico) diluido em TBS (NaCl 137 mM, Tris-HCI 20 mM, pH 7,4) por 1 hora em
temperatura ambiente. O anticorpo primério contra o VEGF (1:250, Santa Cruz
Biotechnology) foi incubado na membrana de nitrocelulose “overnight” a 4°C e o anti Actina

(1:200, Santa Cruz Biotechnology) por 2h em temperatura ambiente. Apos lavagem em TBS-
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T (solugao de TBS com 0,1% Tween 20), as membranas foram incubadas por 1 hora em
temperatura ambiente com os anticorpos secundarios conjugados a peroxidase (1:10.000 anti-
mouse, € 1:20.000 anti-rabbit; Pierce Biotechnology; respectivamente). Todos os anticorpos
foram diluidos em leite 5% em TBS.

Os anticorpos secundarios foram detectados pelo sistema de quimioluminescéncia,
utilizando-se o “kit Super Signal West Pico” (Pierce Biotechnology) em filmes de raios-x (GE
Healthcare), e revelados em solucdo reveladora e fixadora Kodak. Apds a revelacdo e
secagem dos filmes, a densitometria das bandas foi quantificada com auxilio do “software
Image J 1.29” (National Institute of Health, EUA). A membrana de nitrocelulose foi corada

com “rouge ponceau’ para controle de carregamento.

RT-PCR quantitativo

Os niveis da expressdo de acido ribonucleico (.RNA) mensageiro (RNAm) dos genes
para as seguintes enzimas antioxidantes foram medidos: EcSOD, Cu,ZnSOD, MnSOD e
CAT. Além destas, também foi medida a HSP 72. Para tal, foi realizado reacdo de cadeia da
polimerase (PCR — “polymerase chain reaction”) quantitativo em tempo real (RT-PCR)
utilizando-se amostras do VE dos animais dos grupos exercitados (Exe; n = 3) e controle (CT;
n = 5). Portanto, ap6s a reperfusdo, o coragdo foi rapidamente removido, o VE
cuidadosamente dissecado e separado do restante do coragdo com ajuda de uma lupa
cirtirgica. Essas amostras foram lavadas em solugdo fisiologica gelada, e rapidamente
congeladas em nitrogénio liquido, e guardadas a -70 °C para posterior anlise.

Na analise, o RNA total foi extraido a partir de 30 mg do VE utilizando o kit RNeasy®
Fibrous Tissue (Qiagen, EUA), seguindo o protocolo determinado pelo fabricante. A
quantificacdo dos niveis de RNA total foi determinada medindo a absorbancia da amostra a
260nm (Aj60) em espectofotometro (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, EUA).

Em seguida, 1 pg do RNA total foi transcrito em DNA complementar (¢cDNA) usando o
kit “High Capacity cDNA Reverse Transcriptase” (Applied Biosystems, EUA), de acordo
com as orientacoes do fabricante. Para determinacdo dos niveis de expressdo génica as
reagdes foram feitas em placas de 96 pocos (Applied Biosystems, EUA) com um volume final
de 25 pl, contendo 1ul de cDNA (diluido 10x), 12,5 pl de 2X “Power SYBR Green PCR
Master Mix” (Applied Biosystems, EUA) e 150 nM de cada “primer” (Invitrogen, EUA)
“forward” e “reverse” (Tabela 3.1) e corridas no aparelho “ViiA™ 7 Real Time PCR System”

(Life Tecnologies, EUA). O programa de amplificacao utilizado foi: 50°C por 2 min, 95°C
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por 10 min, e 40 ciclos de 95°C por 15 seg seguido de 60°C por 1 min. A especificidade dos
“primers” foi confirmada por andlise das curvas de “melting”. Todas as amostras foram
corridas em duplicata e cada respectivo controle negativo de reacdo sem DNA foi realizado
em paralelo. A expressao de cada gene foi normalizada pela -actina. A quantidade relativa da
expressao de RNAm de cada gene especifico foi determinada usando o método comparativo
de CT, expresso pela seguinte equagdo: 2 ~ (acT [121], onde CT se refere ao limiar do ciclo
(“threshold cycle™), determinado para cada pogo pelo “ViiA™ 7 software” (Life Tecnologies,
EUA). Levando em conta que ACT ¢ o CT do seu RNAm alvo menos o CT do controle

endogeno (B-actina).

Tabela 3.1: “Primers” utilizados para analise de expressao génica através de RT-PCR.

Alvo Sequéncia do Primer

EcSOD Forward GGCCCAGCTCCAGACTGA
Reverse CTCAGGTCCCCGAACTCATG

Cu,ZnSOD Forward CGGCTTCTGTCGTCTCCT
Reverse GTTCACCGCTTGCCTTCT

MnSOD Forward TTAACGCGCAGATCATGCA

Reverse CCTCGGTGACGTTCAGATTGT
Catalase Forward ACTCAGGTGCGGACATTC

Reverse GGAGTTGTACTGGTCCAGAAGAGCC
HSP72 Forward GCTCATCAAGCGCAACTCCAC

Reverse TCGTACACCTGGATCAGCACCC
B-actina Forward CCACCCGCGAGTACAACCTTCTT

Reverse  GAAGCCGGCCTTGCACATGCC

3.8 Investigacio do Envolvimento de Cada Tipo de Receptor Opioide na

Cardioprotecio Induzida pelo Exercicio

Protocolo Experimental Para Bloqueio Farmacologico

Para atingir o terceiro objetivo, os ratos foram divididos em 3 grupos:

1) Grupo submetido a exercicio fisico, IR e infusdo de naltrindole (3 mg/kg, iv.),
um antagonista seletivo de receptores delta (Exe + D; n=5);

2) Grupo submetido a exercicio fisico, IR e infusd@o de nor-binalthorphimina (3
mg/kg, iv.), um antagonista seletivo de receptores kappa (Exe + K; n=5);

3) Grupo submetido a exercicio fisico, IR e infusdo de [B-funaltrexamina (3

mg/kg, iv.), um antagonista seletivo de receptores mu (Exe + M; n=5).
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Apos a divisdo em grupos, os animais passaram pelos mesmos procedimentos descritos
nas se¢des anteriores de Procedimentos Cirurgicos, Medidas Hemodinamicas e Determinagao
da Area de Infarto, do topico 3.6. Sendo que todos os grupos receberam seus respectivos

antagonistas de opidides 10 min antes da isquemia.

Western Blotting Para Expressdo dos Subtipos de Receptores Opiodides

Para medir a expressao proteica dos diferentes tipos de receptores opidides (mu, kappa e
delta) foi utilizado western blotting. Devido a essa questdo estar diretamente relacionada ao
objetivo principal do trabalho, foram feitas duas diferentes analises dos grupos Exe e CT: com
e sem a inducao da lesdao por IR. Apesar de ja ter sido descrita a técnica de western blotting no
topico 3.7, a metodologia especifica utilizada para mensuracdo da expressdo dos receptores
opidides foi ligeiramente distinta da realizada para expressdo do VEGF. Isso se deu em
funcdo de ser tratar de diferentes anticorpos, que implicam em pequenas modificagdes no
protocolo. Portanto, faz-se necessario descrever aqui as especificagdes do western blotting
para expressao dos receptores opidides.

Para a andlise, os tecidos de VE isolados foram homogeneizados (por 2 minutos, a 1745
rpm em agitador mecanico RW20 Digital IKA) em tampao de lise gelado (4° C) contendo
250 mM de sacarose, | mM de imidazole, pH 7,6 (ajustado com Tris), ]| mM de EDTA e 0,05
g de inibidor de tripsina. O extrato foi entdo centrifugado por 15 minutos, a 3500 rpm (rotor
SS34, centrifuga SORVALL RC-5B). O sobrenadante foi recolhido e centrifugado por 1 hora,
a 32900 rpm (rotor 70 Ti, centrifuga Beckman Coulter) (modificado de Dostanic et al., 2004
[122]). O precipitado desta segunda centrifugacao foi ressuspendido em 1 ml da solugdo de
homogenizagao inicial e congelado a -20°C em aliquotas para posterior dosagem.

A concentragdo de proteinas dos extratos foi determinada por método colorimétrico
modificado de Lowry [123], utilizando reagente de Folin-Fenol, SDS 2,5% e BSA como
padrdo. Amostras de 60 pg de proteina foram aplicadas em gel de poliacrilamida 10% com
SDS. Apos eletroforese, as proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose
(Amersham Pharmacia Biotech), e bloqueadas com leite 5% (Molico) diluido em TBS
“overnight” a 4°C e entdo incubadas por 1 hora em temperatura ambiente com os anticorpos
primarios contra os tipos de receptores opidides mu (1:1000, Santa Cruz Biotechnology),
kappa (1:1000, Santa Cruz Biotechnology) e delta (1:1500, Santa Cruz Biotechnology)
diluidos em leite 5% em TBS. Apds lavagem em TBS-T, as membranas de nitrocelulose
foram incubadas por 1 hora em solugdo (leite 5% em TBS) com anticorpo secundario

conjugado a peroxidase (1:5000 anti-rabbit, Amersham GE Healthcare). Os anticorpos

41



secundarios foram detectados pelo sistema de quimioluminescéncia (ECL, GE Healthcare) em
hiperfilme (GE Healthcare) e revelados em solug¢do reveladora e fixadora Kodak. Apos a
revelacdo e secagem dos filmes, a densitometria das bandas foi quantificada com auxilio do
“software” especifico (Scion Co, Frederick, MD, EUA). A membrana de nitrocelulose foi

corada com “rouge ponceau” para controle de carregamento.

3.9 Drogas

Naloxona, naltrindole, B-funaltrexamina, nor-binalthorphimina foram obtidas da Tocris
Bioscience (Minneapolis, MN, EUA). O TTC, pentobarbital sddico ¢ Azul de Evans foram
adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).

3.10 Representacio Esquematica

Abaixo encontram-se os esquemas organizacionais de acordo com o0s objetivos

especificos.

Verificar efeito cardioprotetor do exercicio e a participacdo do sistema opidide em modelo de
IR ex vivo

&
Protocolo de 24 h
Exercicio oy ——i

Confinamento

Basal lsquemia Reperfusio
30 min 60 min — TTC
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Verificar efeito cardioprotetor do exercicio e a participacdo do sistema opidide em modelo de

IR in vivo

Protocolo de
Exercicio ou
Confinamento

Naloxona (grupo Exe+ Ne CT+ N)

24 h
E—

|

Isquemia
30 min

Reperfusio
60 min

- 470l de Evans + TTC

Verificar influéncia da participacdo de outros potenciais mecanismos na cardioprotecdao

induzida pelo exercicio

Protocolo de
Exercicio ou
Confinamento

24 h
—

Basal

[squemia
30 min

Reperfusio
60 min

Western blotting

mmmm) FRT-PCRg

N\

Histoquimica

Investigar envolvimento de cada tipo de receptor opidide (Mu, Delta e Kappa) na

cardioprotecdo induzida pelo exercicio

Protocolo de
Exercicio ou
Confinamento

24h
—-

|

Naltrindole (grupo Exe + D)
Nor- binalthorphimina (grupo Exe + K)
Beta- funaltrexamina (grupo Exe + M)

Basal

Isquemia
30 min

Reperfusio
60 min
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3.11 Analise Estatistica

Todos os resultados foram expressos como média + erro padrio da média. A
normalidade da distribuicdo dos dados foi determinada através do teste de normalidade de
Shapiro-Wilk. As medidas hemodinamicas foram analisadas através de Analise de Variancia
(ANOVA) de duas entradas, seguida de post-hoc de Bonferroni. Os resultados para area de
infarto foram tratados por ANOVA de uma entrada, seguida de post-hoc de Bonferroni. Ja os
resultados do RT-PCR, western blotting ¢ de DCE foram analisados por teste t. Para todas as
analises foi fixado nivel significativo de P < 0,05. Todos os calculos estatisticos foram

realizados com auxilio do “Graphpad Prism” (Graphpad Software, San Diego, CA).
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4 Resultados

4.1  Padroes Histologicos

Abaixo encontra-se figura representativa do padrdo histologico obtido do VE apos corte

e coloragdo com TTC e Azul de Evans.

Area de infarto

. Area normal

Area sob risco

Figura 4.1: Identificacdo das diferentes regides de um corte de ventriculo esquerdo pela

técnica de azul de Evans e TTC.
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4.2  Capacidade Maxima de Exercicio

Para determinagao da velocidade de corrida de cada animal durante as 4 sessoes de
exercicio correspondente a 70% do VOojnax, foi realizado um teste incremental méximo.
Portanto, como pode ser visto na tabela 4.1, o tempo de exercicio até a exaustdo, a velocidade
maxima alcancada durante o teste, a distdncia maxima percorrida e o VO2max foram avaliados
em todos os grupos experimentais antes do inicio das sessdes de exercicio fisico ou
confinamento. Como esperado, ndo foi observada nenhuma diferenca significativa entre os

grupos nas variaveis obtidas no teste.
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4.3 Efeito Cardioprotetor do Exercicio e a Participacio do Sistema Opidide em

Modelo de IR ex vivo

Medidas Hemodinamicas

O grupo Exe apresentou PDVE significativamente maior que o grupo Exe+N e CT a
partir de 60 e 55 min, respectivamente (Figura 4.2). Além disso, o resultado para a PDF e a P
min do grupo Exe foi significativamente menor comparado ao obtido no grupo CT (Tabela
4.2). No entanto, os valores para P max, dP/dt Max e dP/dt Min ndo foram diferentes entre os
grupos. E importante ressaltar que ndo houve diferenca entre os grupos no periodo basal,

como pode ser observado na tabela 4.2.

110
100
90
80+
70+
60
504
40+
30+
20+
10

Exe

Reperfusao

Pressao Desenvolvida do VE
%

0510 20 30 40 50 60 70 8 90 10
Tempo (min)

Figura 4.2: Percentual da pressdo desenvolvida do ventriculo esquerdo (VE) durante a lesdo
por isquemia e reperfusdo em Langendorff dos grupos exercitado (Exe; n = 4), exercitado
submetido a bloqueio ndo — seletivo do receptores opidides (Exe + N; n = 4) e controle (CT; n

=4).* P <0,05 vs Exe
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Tabela 4.2: Fungao cardiaca antes e ap6s isquemia-reperfusao em Langendorff

nos grupos experimentais.

CT Exe Exe + N
Pré 103,8 +2,1 105,6 +4,2 939+11,6
PDVE  Pés 27,1+53 72,0 + 8.4* 42,3+7.8
A -76,6 -33,6 -51,6
Pré 12,6 £0,7 12,2+ 0,7 144 +0,8
PDF Pos 85,0+4,2 57,5 +5,6* 61,6 +3,3
A 72,4 453 47,1
Pré 10,6 £ 0,4 7,6 £0,4 11,7+ 1,0
P min Pos 83,0+4,3 50,8 +£5,5* 57,6 £2,8
A 72,8 43,1 45,8
Pré 113,9+1,7 113,3+4,0 105,6 £ 11,1
Pmax  Pos 110,1 £0,9 122,8 £3,1 99,9+ 9,7
A -3,7 12,5 -5,7
Pré 3065,2 + 86,0 2642,3 +122.8 3658,8 +£533,6
dP/dt max Pos 1154,7 £ 1413 1912,2 +£249,7 1568,4 +136,2
A -1910,4 -730,1 -2090,3
Pré -2289,7 + 60,1 -2011,0 + 70,4 -2434,8 +257,3
dP/dt min Pos -951,3 £ 59,1 -1475,9 £ 154,5 -1229,5 + 76,0
A 1338.4 5351 1205,2

* P < 0,05 vs CT pos; média = EPM; CT - grupo controle (n = 4); Exe — grupo

exercicio (n = 4); Exe+N - grupo exercicio + naloxona (n = 4); PDVE - pressao

desenvolvida do ventriculo esquerdo (mmHg); PDF - pressao diastolica final

(mmHg); P min - pressao minima (mmHg); P méax - pressao maxima (mmHg);

dP/dt Max — variagao de pressdao maxima ventricular em funcao do tempo; dP/dt

Min — variacdo de pressdo minima ventricular em fung¢do do tempo.
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Determinacio da Area de Infarto

Como demonstrado na figura 4.3, o grupo Exe apresentou menor area de infarto
comparado ao grupo CT (11,3 4,0 % vs 37,3 £ 9,2 %; respectivamente). O tratamento
com o antagonista ndo-seletivo de opioide bloqueou parcialmente o efeito cardioprotetor
do exercicio, pois o grupo Exe + N (28,1 + 8,0 %) apresentou maior area de infarto em
relacdo ao Exe.

Na figura 4.4, ¢ possivel observar figuras representativas de cortes de VE de cada
grupo experimental apos coloragdo com TTC. Como descrito na metodologia, a regidao

palida observada nos cortes representa a area infartada.

501
o
I #
]
£ I
Q
©
m *
@ —
= §
Exe Exe+N

Figura 4.3: Area de infarto apds lesdo por isquemia e reperfusdo no Langendorff nos
grupos controle (CT; n = 4), exercitado (Exe; n = 4) e exercitado submetido a bloqueio
ndo - seletivo dos receptores opiodides (Exe + N; n=4). * p < 0,01 vs CT; # P < 0,05 vs

Exe
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Figura 4.4: Figuras representativas de cortes realizados no coragdo apods coloragdo com
TTC do grupo controle (A), exercitado submetido a bloqueio ndo — seletivo dos

receptores opidides (B) e exercitado (C).
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4.4  Efeito Cardioprotetor do Exercicio e a Participacdo do Sistema Opidide em

Modelo de IR in vivo

Medidas Hemodinamicas

Como pode ser observado na figura 4.5, os grupos experimentais nao
apresentaram diferenga entre eles no basal para nenhum pardmetro hemodinamico
analisado. Nao foram encontradas diferencas entre os grupos Exe, Exe+N e CT Sham
para nenhuma resposta hemodinidmica, o que indica que os grupos que se exercitaram
(Exe e ExetN) foram capazes de manter os valores pressoricos durante todo o
experimento.

Diferentemente dos grupos CT e CT+N que apresentaram pressao arterial sistolica
(PAS), média (PAM) e diastdlica (PAD) significativamente menor comparado ao grupo
Exe ao final dos 30 min de isquemia. Em adi¢cdo, o grupo CT+N também apresentou
resultado significativamente menor para a PAS, PAM e PAD comparado aos grupos CT
Sham e Exe+N ao final de 30 min de isquemia. E j4 ao final da reperfusdo, o grupo CT

apresentou menor PAS em rela¢do ao CT Sham.
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Figura 4.5: Pressdo arterial sistolica (A), média (B) e diastdlica (C) do modelo in vivo
no periodo basal (0 min), ao final da isquemia (30 min) e reperfusdo (90 min) dos
grupos controle sham (CT Sham; n = 10), controle (CT; n = 10), exercitado (Exe; n =

10), exercitado submetido a bloqueio ndo — seletivo dos receptores opioides (Exe + N; n

53



=10) e controle submetido a bloqueio nao — seletivo dos receptores opiodides (CT + N; n
=10). * P<0,05; #P <0,01

Determinacio da Area de Infarto

Como esperado, o grupo CT Sham ndo apresentou area de infarto. O grupo Exe
apresentou area de infarto significativamente menor comparado aos demais grupos
(Figura 4.6). O tratamento com o antagonista ndo-seletivo de opidide, a naloxona,
bloqueou o efeito cardioprotetor do exercicio, uma vez que o grupo Exe + N ndo
apresentou diferenga em relagdo aos grupos CT e CT+N. No entanto quando a naloxona
foi administrada sem a associacao do exercicio (grupo CT+N) a area de infarto ndo foi
diferente do grupo CT, o que indica que a naloxona por si s6 nao foi capaz de

influenciar na resposta obtida, e sim o exercicio.

40,11

39,53 39,53

26,09

Area de Infarto
% Area de Risco

re

Exe Exe+N CT+N

Figura 4.6: Area de infarto observada apos lesdo por isquemia e reperfusio no modelo
in vivo nos grupos controle (CT; n = 10), exercitado (Exe; n = 10), exercitado
submetido a bloqueio ndo — seletivo dos receptores opioides (Exe + N; n = 10) e
controle submetido a bloqueio ndo — seletivo dos receptores opidides (CT + N; n = 10).

* P <0,05 vs Exe
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4.5 Outros Potenciais Mecanismos na Cardioprotecao Induzida Pelo Exercicio

Densidade Capilar Estrutural

A figura 4.7 confirma que o protocolo de exercicio realizado com 4 sessdes
consecutivas ndo foi suficiente para promover aumento na DCE, uma vez que o grupo
Exe (0,22 + 0,01 Vviep)/Vvisn) apresentou resultado semelhante ao observado no CT
(0,21 £ 0,01 Vvicap)/VVisiv))-

Na figura 4.8 encontra-se uma imagem representativa obtida para avaliagdo

histoldgica de DCE com lectina.

S 0.25-
=
= — 0.20
= o>
5=,
O T 0.10-
(8]
3>
S > 0.05-
(/)]
C
S 0.00 :
cT Exe

Figura 4.7: Efeito do protocolo de exercicio fisico utilizado sobre a densidade capilar
estrutural no ventriculo esquerdo no grupo controle (CT; n = 5) e exercitado (Exe; n =

5).
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Figura 4.8: Imagem representativa de fotomicrografia adquirida utilizando microscopia
de fluorescéncia para avaliagcdo histologica de densidade capilar estrutural com lectina
Griffonia simplicifolia acoplada ao FITC. O arranjo anatomico da rede capilar do

ventriculo esquerdo pode ser observado com aumento de 200x.

Expressdo do VEGF

Para analise da expressao proteica do VEGF foi utilizado western blotting, do
grupo Exe (n=5) e CT (n=5).
Conforme mostra a figura 4.9, a expressao do VEGF nos grupos Exe e CT ndo foi

estatisticamente diferente (Exe: 0,75 £ 0,23 vs. CT: 0,81 = 0,08 u.a.; p > 0,05).
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Figura 4.9: Expressdo do VEGF no ventriculo esquerdo dos grupos controle (CT; n =
5) e exercitados (Exe; n = 5). Immunoblots representativos dos grupos CT e Exe para
VEGF e Actina (A). Os graficos representam a expressao do VEGF normalizados por

Actina (B). u.a. unidades arbirarias.

Expressdo Génica da Capacidade Antioxidativa e da HSP 72

Os resultados para a expressao génica das enzimas antioxidantes EcSOD,
Cu,ZnSOD, MnSOD e CAT do grupo Exe foram 1,07 + 0,86 x controle, 0,94 + 0,18 x
controle, 0,93 £ 0,19 x controle e 1,13 + 0,38 x controle; respectivamente (figura 4.10).
Nao foram encontradas diferengas estatisticas entre os grupos para nenhuma das
enzimas antioxidantes medidas.

Os niveis de expressdo génica da HSP 72 do grupo Exe apresentaram significativa

reducdo comparado ao grupo CT (0,53 £ 0,18 x controle; P < 0,05).
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Figura 4.10: Resultados dos niveis de expressdao do RNAm normalizados pela B-actina
de enzimas antioxidantes (Cu,ZnSOD, Catalase, EcSOD, MnSOD) e HSP 72,

encontrados no ventriculo esquerdo, nos grupos Exe (n=3) e CT (n=15). * p < 0,05 vs

CT
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4.6 Envolvimento de Cada Tipo de Receptor Opioide na Cardioprotecao

Induzida Pelo Exercicio

Blogueio Farmacoldgico

Para melhor visualizagdo dos resultados, foram utilizados os valores para as areas
de infarto obtidas para os grupos CT e Exe do topico 4.4.

Observamos que quando os receptores kappa e mu foram bloqueados, a area de
infarto foi significativamente menor comparado ao grupo CT e ndo houve diferenca em
relacdo ao grupo Exe (figura 4.11). No entanto quando o receptor delta foi bloqueado,
ndo houve diferenca na area de infarto em relacao ao grupo CT, o que sugere que a

cardioprote¢do conferida pelo exercicio foi abolida.
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Figura 4.11: Area de infarto apos lesdo por isquemia e reperfusdo no modelo in vivo

nos grupos controle (CT; n = 10), exercitado (Exe; n = 10), exercitado submetido a
bloqueio seletivo de receptores kappa (Exe + K; n = 5), exercitado submetido a bloqueio
seletivo de receptores mu (Exe + M; n = 5) e exercitado submetido a bloqueio seletivo

de receptores delta (Exe + D; n=5). * p<0,05 vs CT
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Expressao dos Subtipos de Receptores Opidides

Para verificacdo da expressdo proteica dos diferentes subtipos de receptores
opiodides (mu, kappa e delta) foi utilizado western blotting. Devido a essa questdo estar
diretamente relacionada ao objetivo principal do trabalho, foram feitas duas diferentes
analises dos grupos Exe e CT: com e sem a indugdo da lesdo por IR.

A figura 4.12, referentes aos grupos com lesdo por IR, mostra que o grupo Exe (n
= 3) apresentou menor expressao proteica para os receptores kappa comparado ao CT (n
=5) (Exe: 0,46 £ 0,07 vs. CT: 0,82 + 0,08 u.a.; p < 0,05). J& para os receptores delta,
apesar da tendéncia, nao foi encontrada diferenga estatistica entre os grupos estudados
(Exe: 0,38 = 0,06 vs. CT: 0,61 £ 0,11 u.a.; p > 0,05). Por fim, a analise para o receptor
mu, ndo detectou nenhuma expressao proteica no VE dos animais.

Na figura 4.13 pode-se observar os resultados referentes aos grupos sem a lesao
por IR, nos quais o grupo Exe (n = 5) novamente apresentou menor expressao proteica
para os receptores kappa comparado ao CT (n =4) (Exe: 0,58 £ 0,03 vs. CT: 0,99 + 0,17
u.a.; p <0,05). Além disso, a expressao dos receptores delta também estava reduzida no

grupo Exe em relacdo ao CT (Exe: 0,95 + 0,10 vs. CT: 1,50 = 0,12 u.a.; p < 0,05).
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Figura 4.12: Expressao dos subtipos de receptores opidides apoOs lesdo por isquemia e
reperfusdo. Immunoblots dos grupos controle (CT; n = 5) e exercitados (Exe; n = 3)
para receptor opidide kappa (A) e delta (C), sendo as bandas em rosa coradas com
“Ponceau”. Os graficos representam a expressdao dos receptores opidides kappa (B) e

delta (D) normalizados por “Ponceau”. u.a. unidades arbirarias * p < 0,05 vs CT
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Figura 4.13: Expressdo dos subtipos de receptores opidides sem lesdo por IR.
Immunoblots dos grupos controle (CT; n = 4) e exercitados (Exe; n = 5) para receptor
opioide kappa (A) e delta (C), sendo as bandas em rosa coradas com “Ponceau”. Os
graficos representam a expressdo dos receptores opidides kappa (B) e delta (D)

normalizados por “Ponceau”. u.a. unidades arbirarias * p < 0,05 vs CT
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5 Discussao

O objetivo primordial da tese foi investigar em modelo in vivo € ex vivo, a relativa
participagdo dos receptores opidides na cardioprotecdo contra a lesdo de IR induzida
pelo exercicio aerobio de intensidade moderada em ratos, bem como especificar o
subtipo desses receptores envolvido nessa resposta. A maior contribuicdo do estudo
deu-se no sentido de demonstrar, através de nosso modelo in vivo, que o efeito
cardioprotetor induzido pelo exercicio aerobio de curta duragao ¢ mediado, ao menos
em parte, pelo receptor opidide delta. Além disso, buscou-se estabelecer de que forma
outros possiveis mecanismos estariam relacionados com a cardioprotecdo. Nesse
sentido, nossos resultados indicaram que a angiogénese, elevag¢do na defesa antioxidante
e na HSP72 aparentemente, ndo desempenham papel obrigatorio para obtencdo da
protecdo.

Antes de discutirmos os mecanismos envolvidos na cardioprote¢dao induzida pelo
exercicio, alguns resultados interessantes relacionados aos efeitos do exercicio por si s6
devem ser comentados. Foi verificado que 4 sessdes consecutivas de exercicio em
esteira por 60 min a 70% do VOjns, reduziram a area de infarto dos animais em
aproximadamente 35% e 70% apds IR em modelo in vivo e em ex vivo (Langendorff);
respectivamente. A grande diferenga obtida entre esses resultados leva a crer que o
exercicio realizado previamente a isquemia coronariana no animal intacto ou no coragao
isolado induz cardioprote¢do de diferentes magnitudes. Baseando-se nessa premissa,
efeitos intrinsecos exclusivos do coragdo podem sofrer algum tipo de sobreposi¢ao por
algum elemento sistémico que contrapde a cardioprotecdo. No entanto, o fato de aqui ter
sido realizada isquemia global no Langendorff e regional no in vivo, dificulta maiores
interpretagdes. Futuramente, investimentos no sentido de promover isquemia parcial em
ambos os modelos, seriam no minimo interessantes para estender essa discussao.

Ainda se tratando do efeito cardioprotetor aqui observado, além da redugdo na
area de infarto, também verificamos que o exercicio melhora a PDVE (a rever, pressao
desenvolvida do VE), ou seja, a fungdo ventricular apés IR em Langendorff. E
importante notar que esse efeito foi mais relacionado a funcdo diastdlica do que
sistolica, tendo em vista os melhores resultados de pressdao minima que maxima do VE.
De fato, ha evidéncia de que o exercicio atenua a pressdo minima aumentada ap6s IR
[60], considerada melhor parametro fisiologico que reflete a sobrecarga de célcio [57].

Quanto ao modelo in vivo, infelizmente nao foi possivel medir a pressdao
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intraventricular, pois quando era realizado cateterismo do VE seguido de IR, a presenca
de arritmia levava o animal a dbito e inviabilizava o experimento. No entanto, apesar de
melhores parametros existirem, em ultima instancia, a PAS estd associada ao débito
cardiaco, bem como a PAD ao tonus vascular. Nesse sentido, vale ressaltar que o
exercicio foi capaz de manter os valores de PAS, PAM e PAD mais proéximos do basal
em relagdo aos controles, principalmente apds 30 min de isquemia.

Com relagdo aos mecanismos mediadores da cardioprotecao, em nosso modelo de
cardioprote¢do induzida por 4 sessdes de exercicio, ndo foi possivel detectar alteragdo
na DCE (a rever, densidade capilar estrutural) do VE. O impacto do exercicio na
densidade capilar ¢ um tema ja bastante discutido na literatura [12, 20, 32, 79, 80, 124].
Ja se sabe que o remodelamento da rede vascular ¢ uma adaptacao cronica ao exercicio,
que requer varias semanas de treinamento aerébio [20, 79]. Em trabalho recente [125],
no qual foi usada mesma metodologia de verificagdo de densidade capilar que no
presente trabalho, os autores verificaram aumento no nimero de capilares do miocardio
e musculo esquelético apds 13 semanas de treinamento fisico aerdbio continuo e
intervalado. Essa questdo do tempo de treinamento necessario para induzir aumento na
densidade capilar foi bem explorada por White et al [79], que avaliaram a
microcirculagdo corondria em porcos treinados por 1, 3, 8 ¢ 16 semanas. Os autores
verificaram que apesar do nimero de células endoteliais ter aumentado apds 1 semana
de exercicio, o aumento na densidade capilar s6 foi possivel a partir de 3 semanas de
treinamento.

Ainda em relacdo a angiogénese, foi aqui demonstrado que a expressao basal do
VEGF, importante fator de crescimento modulado pelo exercicio capaz de induzir
angiogénese [73], ndo sofreu alteracao 24 horas apds o término das sessoes de exercicio.
De forma similar, em trabalho recentemente publicado por Breen et al [126], uma tnica
sessao de exercicio aumentou a expressdo génica de VEGF imediatamente apds a
atividade, mas apos algumas poucas horas, os valores retornaram aos seus niveis basais.
Em estudo interessante de Olenich et al [127], que avaliou a resposta temporal de
fatores angiogénicos no musculo esquelético de camundongos apos exercicio agudo e
cronico, foi demonstrado que o VEGF estava aumentado entre 2 a 4 horas apos o
término de uma sessdo aguda de exercicio. Ja os niveis basais estavam elevados
somente depois de 7 dias de exercicio, mas retornaram aos valores basais apds 14 dias

de estimulo.
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Apesar de ndo termos encontrado evidéncia que indicasse angiogénese, em
contrapartida, foi verificado efeito cardioprotetor consistente induzido pelo exercicio
fisico de curta duragdo, de forma similar a estudos prévios que preconizaram entre 3 a 5
dias de exercicio [14, 72]. Portanto, esses resultados sugerem que o efeito cardioprotetor
associado ao exercicio deve ser mediado por mecanismos regulatorios agudos, e ndo
através de modificagdes na rede capilar miocardica.

Em relagdo a contribui¢do direta do aumento da producao miocardica de HSPs e
enzimas antioxidantes para a cardioprote¢do induzida pelo exercicio, apesar de toda a
aten¢do ja direcionada a essas questdes, ainda restam duvidas [12, 20, 32, 79, 80, 124].
Quanto as HSPs, sabe-se que embora o exercicio de curta duragdo seja capaz de
aumentar sua expressdao [69], quando esse aumento ¢ suprimido, a cardioprote¢dao
permanece inalterada contra lesdes por IR [71, 72]. Em nosso trabalho avaliamos a
expressao génica da HSP72, através de RT-PCR quantitativo. Curiosamente, a
expressao de RNAm de HSP72 estava reduzida apds o exercicio. O motivo pelo qual
1sso ocorreu nao ¢ claro, todavia ¢ tentador supor que o aumento na expressao proteica
de HSP72 caracteristico do exercicio funciona como um “feedback” negativo mediando
uma redugdo na sua expressdo génica vista 24 h apos o estimulo. De qualquer forma,
nosso resultado reforgou a hipotese de que a HSP72 nao possui papel fundamental no
pré-condicionamento pelo exercicio de curta duracao.

Ja os estudos que se debrugaram sobre a hipotese da melhora da capacidade
antioxidativa como mediadora da cardioprote¢ao induzida pelo exercicio sdo mais
controversos [17, 67]. Enquanto alguns autores defendem seu envolvimento [82, 128,
129], outros sugerem que o aumento na capacidade antioxidante ndo ¢ observado em
todos os modelos de pré-condicionamento, e que, portanto nao estariam
necessariamente relacionadas a cardioprotecdo [13, 17, 72, 130]. Mais especificamente
em relagdo as enzimas responsaveis em converter H,O, em &gua, poucas sdo as
evidéncias existentes que relatam aumento da CAT [17] e GPX [81] apos o exercicio,
enquanto a maioria dos estudos ndo encontrou diferenca na atividade ou nivel dessas
enzimas [14, 61, 66, 67, 131, 132].

Maior consenso existe quanto ao papel do exercicio na atividade da SOD [20, 22,
57, 82]. Assim como em nosso trabalho, ndo foram encontrados estudos que
associassem qualquer papel do exercicio a aumento da capacidade da EcSOD e
CuZnSOD. Ja a isoforma encontrada na mitocondria, a MnSOD, evidéncias indicaram

maior atividade apos exercicio [66, 82, 92, 131, 133]. Apesar disso, os niveis de RNAm
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e at¢ mesmo da expressdao da MnSOD parecem nao refletir esse aumento em sua
atividade [57]. Como j& dito, em nosso modelo, a cardioprotecdo conferida por 4
sessoes em esteira ndo foi acompanhada por aumento na expressao génica da MnSOD,
CAT, EcSOD e Cu,ZnSOD. Resultados similares foram obtidos por Dickson et al [14],
que também nao observaram alteracdo na expressdo génica apoOs exercicio dessas
enzimas antioxidantes por nos estudadas em modelo de IR em Langendorff. Nessa
linha, Lennon et al [17], ao utilizar técnica de silenciamento da MnSOD, mostraram que
mesmo apds prevenir o aumento na MnSOD induzido pelo exercicio, a cardioprote¢do
ainda era observada. Portanto, deve-se ressaltar que o pré-condicionamento ¢ um
processo multifatorial, e talvez o aumento na atividade da MnSOD nao esteja
necessariamente relacionado ao pré-condicionamento do exercicio.

Embora existam estudos que suportam nossos resultados [14, 17, 91], a auséncia
de andlises que refletem a atividade e abundancia das enzimas antioxidantes ndo permite
que a descartemos como candidatas responsaveis pelo efeito cardioprotetor do
exercicio. Portanto no intuito de verificar possiveis modificacdes pos-traducionais que
alterem seus niveis [134], novas investigacdes seriam bem-vindas.

No que se refere ao envolvimento dos opidides enquanto mecanismo
cardioprotetor, nos verificamos que a cardioprotecdo induzida pelo exercicio era
parcialmente abolida apds bloqueio nao seletivo dos receptores opidides (naloxona) em
ambos os modelos in vivo e em Langendorff. Nossos achados corroboram os resultados
de Dickson et al [14], nos quais a naltrexona (antagonista ndo-seletivo de receptores
opiodides) aboliu a reducdo da area de infarto de ratos submetidos a lesdo IR (20 min /
3h) em Langendorff observada apds uma unica sessdo de exercicio fisico em esteira
(exercitados: 21%, controles: 42%, apds naltrexona: 43% de area de infarto). Em
contraste aos nossos achados, no estudo em questao [14], o pré-condicionamento do
exercicio ndo foi associado a melhora da func¢do contratil do VE. Essa discrepancia pode
ter ocorrido em funcdo de diferencas metodologicas, mais especificamente aos
protocolos de exercicio utilizados. Enquanto Dickson et al [14] aplicaram somente 1
sessdo de exercicio em esteira (25 min a 25 m/min), nds utilizamos 4 sessoes de
exercicio por 60 min a 70% do VOomax.

Ap0s essa primeira evidéncia de link entre exercicio, cardioprotecdo e opidides
fornecida por Dickson et al [14] em 2008, poucos trabalhos foram realizados nessa
mesma linha [15, 19]. Galvao et al [I5] se propuseram a comparar o efeito

cardioprotetor induzido pelo exercicio cronico mediado pelos opidides com outras
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estratégias cardioprotetoras em ratos apos infarto. Como resultado, verificaram que 12
semanas de treinamento fisico em esteira rolante (60% do VOjmsx durante 60 min por 5
vezes na semana) eram capazes de reduzir a drea de infarto em comparagdo aos animais
controles. Cardioprotecdo similar foi observada em animais submetidos ao PIM, a
infusdo de morfina por si s6 e combinada ao exercicio fisico. No entanto, quando era
acrescentada a naloxona a infusdo de morfina ou ao exercicio fisico, esse efeito protetor
era abolido. Embora tenham sido empregadas diferentes técnicas metodologicas nesse
estudo das aqui apresentadas, tal como oclusdo irreversivel das coronarias, Galvao et al
[15] reportaram 70% de reducdo na area de infarto dos animais ap6s 12 semanas de
exercicio enquanto em nosso modelo in vivo, nds observamos reducao de 35% apos 4
sessoes de exercicio. Apesar das diferencas metodologicas, a discrepancia entre os
resultados sugere que o exercicio fisico realizado por tempo superior a 4 sessdes pode
trazer beneficio adicional na reducdo da area de infarto.

Nesse sentido, o impacto da duracdo do treinamento fisico na cardioprotecao, tem
sido bastante discutido na literatura [61, 65, 66]. Evidéncias atuais indicam que poucas
sessdes de exercicio (3 a 5 por exemplo) ja sdo capazes de promover pré-
condicionamento de mesma magnitude que treinamento fisico de longa durag¢do, como
12 semanas [61, 65, 66]. No entanto, nenhum estudo que avaliou conjuntamente
protocolos de exercicio de curta e longa duragao foi encontrado.

Ainda se tratando do envolvimento dos opioides no efeito protetor do exercicio,
recentemente essa hipdtese foi reforcada em estudo bastante interessante desenvolvido
por Michelsen et al [19]. Nesse trabalho, os autores coletaram o plasma de 13 homens
antes e apos a técnica do PIM e exercicio fisico vigoroso (realizado 1 semana apds o
PIM). Em seguida, foi verificado que a perfusdo desse plasma humano em coracao de
coelhos era capaz de reduzir a area de infarto apos lesao por IR em Langendorff. Foi
visto também que a infusdo de naloxona no Langendorff abolia o efeito cardioprotetor
observado. A partir desses resultados, os autores concluiram que o pré-condicionamento
induzido por exercicio fisico e pelo PIM, era transferido de forma remota, inclusive de
um individuo para outra espécie. E que essa resposta era mediada por um fator humoral
dependente de opidide.

Apesar desses resultados promissores, nenhum estudo com o intuito de verificar o
subtipo de receptor opidide foi encontrado. No presente trabalho a determinagdo da
especificidade do subtipo desses receptores responsavel pelos resultados encontrados foi

realizada através de bloqueio farmacoldgico com antagonistas seletivos. Nossos
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resultados apontaram, portanto, pela primeira vez na literatura, para a importancia do
receptor opidide delta na cardioprote¢do induzida pelo exercicio.

Esse efeito protetor do receptor delta ja foi reportado previamente em estudos que
avaliaram o pré-condicionamento conferido pelo PIM [112, 115, 135, 136]. Nesses
modelos, o efeito protetor mediado pelo delta parece estar associado a ativacdo da PKC
e a abertura dos canais Katp sarco / mito [23], que por sua vez reduz a produgdo de
EROs, sobrecarga intracelular de Ca®" [20], e ainda previne a abertura dos MPTP (a
rever, poro de transi¢cdo de permeabilidade mitocondrial). Como ja dito, tipicamente, 0s
MPTP se abrem durante a reperfusdo, resultando em edema mitocondrial e
extravasamento de proteinas, que em ultima analise, levam a morte celular [20]. No
entanto, para confirmar essa sequéncia de eventos e desvendar a verdadeira via
intracelular que culmina em cardioprotecdo mediada pelo receptor opidide delta,
investigacdes adicionais s3o necessarias.

No presente trabalho, foi ainda realizado western blotting para avaliar a expressao
dos receptores opiodides de animais apos 24 horas do término de 4 sessdes de exercicio,
submetidos ou ndo a lesdo por IR. Curiosamente, nossos resultados indicaram que o
exercicio, independente da lesdo por IR, reduz a expressdo de receptores kappa e delta.
Vale relembrar que a reducdo observada para o delta com a lesdo por IR ndo foi
significativamente estatistica, somente houve tendéncia. No entanto, acredita-se que a
falta de significancia se deu pelo baixo nimero amostral.

Em estudo prévio, Aitchison et al [115] demonstraram que a estimulacao do
kappa anterior a oclusdo da artéria corondria aumentou a area de infarto de coragdes de
ratos. Os autores concluiram que a sinalizagdo do kappa resulta em um estado “anti —
cardioprotetor” e que a estimulagdo antagonica dos receptores delta e kappa estabelece
um equilibrio na sinalizacdo do sistema opidide. De acordo com essa teoria, a
cardioprote¢do poderia ser alcancada nao somente pela estimulacdo do receptor delta,
mas também pela reducdo do kappa. Apesar de nossos resultados mostrarem redugao na
expressao de ambos os receptores apoOs exercicio, foi notavel a diferenga na redugdo
obtida entre a expressao dos receptores delta e kappa, que reduziram 36% e 41%,
respectivamente. Dessa forma, isso poderia influenciar no equilibrio do sistema opidide
no sentido de promover cardioprote¢ao.

Infelizmente, a escassez de trabalhos prévios envolvendo o efeito do exercicio na
expressao desses receptores dificulta a discussdo dos nossos resultados. Nesse sentido,

somente foi encontrado o trabalho de Dickson et al [14], que ao verificarem a expressao
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de RNAm de receptores delta e kappa apdés uma sessdo vigorosa de exercicio,
demonstraram que ndo houve aumento apds 8 e 24 horas do fim exercicio, somente
imediatamente apoOs a sessdo. Apesar disso, a cardioprote¢do ainda foi verificada apds
24 horas do exercicio. O fato de terem sido verificados os niveis de RNAm enquanto
aqui foi avaliada a expressdo desses receptores, dificulta a comparagdo dos resultados,
pois sabe-se que o aumento da expressdo génica ndo necessariamente se traduz em
aumento da expressao proteica. Modificagdes pds-traducionais induzidas pelo exercicio
podem ter ocorrido no sentido de reduzir a expressdo dos receptores. De qualquer
forma, assim como no presente trabalho, Dickson et al [14] também ndo identificaram
aumento na expressao dos receptores opidides 24 horas apds o exercicio. Seriam muito
interessantes investigacdes futuras acerca da resposta do exercicio na expressao dos
opidides ap6s diferentes periodos, em especial imediatamente apos a sessao.

Por fim, vale destacar que no presente trabalho a expressdo dos receptores mu no
coragdo também foi investigada, mas a mesma ndo foi detectada através de western
blotting. Estudos prévios que também ndo detectaram expressdo de mu no coragdo de
ratos suportam a ideia da auséncia desses receptores nesse tecido [109, 110, 115]. Além
disso, considerando que o uso de antagonistas seletivos de mu ndo mostrou modulagdo
da area de infarto, o papel desses receptores opidides como cardioprotetores foi
descartado.

Algumas limitagcdes do estudo devem ser apontadas. Talvez uma das principais
resida no fato de ter sido empregada diferente forma de administragao da naloxona no
protocolo ex vivo e in vivo. No modelo ex vivo, os animais eram tratados com injegao
intraperitoneal 15 min antes de cada sessdo de exercicio fisico, enquanto no modelo in
vivo a administragdo era feita apos as sessdes de exercicio fisico via intravenosa, uma
tinica vez, 10 min antes da oclusdo coronaria. E importante destacar que a escolha de
tais formas de administracao se baseou em estudos prévios [14, 15]. De qualquer forma,
em ambos os protocolos foi verificado bloqueio parcial da cardioprotecdo do exercicio
apos naloxona, que pode significar que o sistema opidide ndo age somente como um
intermediario da adaptacdo aguda do miocardio ao exercicio, mas também como agente
final imediatamente antes do insulto ao miocardio, ou seja, por uma via direta de
cardioprote¢do. Outra importante limita¢do ¢ representada pela auséncia de parametros
relacionados aos niveis de ligantes enddgenos opidides em resposta ao exercicio. O
efeito mediado por um receptor ndo depende sé de sua expressdo, mas também da

quantidade de agonistas circulantes. Portanto, alteracdo nesses niveis, seja aumento ou
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redugdo, poderia representar modificacdo do efeito que a ligagdo agonista-receptor
desencadeia. Por fim, vale destacar que diferengas fisiolégicas marcantes sao
observadas entre humanos e roedores, o que pede cautela na extrapolacdo destes
achados entre as espécies. Apesar de serem bem aceitos em pesquisas envolvendo IR,
devido a impossibilidade da realizagdo em humanos, os ratos possuem diferencas
anatomicas no sistema cardiovascular, que levam a modificacdes no comportamento
cardiovascular, como exemplo o fato da FC normal variar entre 300 a 500 batimentos

por minuto [137, 138].
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6 Conclusao

De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir que:

Exercicio fisico aerobio realizado por 4 dias consecutivos a 70% do
VOomax € capaz de conferir cardioprotecdo contra lesao por IR, através da
manutengdo da funcdo cardiaca e redugdo da area de infarto, em modelos

in vivo € ex vivo em ratos.

O pré-condicionamento induzido pelo exercicio ndo esta obrigatoriamente
associado a aumento na densidade capilar estrutural do ventriculo
esquerdo. Assim como pode ndo estar vinculado necessariamente a

aumento nas proteinas de choque térmico 72 e capacidade antioxidante.

Esse efeito cardioprotetor associado ao exercicio ¢ mediado, a0 menos em

parte, pelo sistema dos opidides enddgenos.

Dentre os receptores opidides, o receptor delta é o principal responsavel

pelo efeito cardioprotetor induzido pelo exercicio.

Em conjunto, os resultados sugerem que mesmo poucas sessoes de exercicio

fisico podem proporcionar cardioprotecao, que estd associada ao sistema de opiodides

endogenos, e mais especificamente aos receptores delta.
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