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RESUMO

CAMPOS, J. C. Caracterizacao da funcao e da dinamica mitocondrial em modelo animal
de disfuncido cardiaca associada ao infarto do miocardio: efeitos do treinamento fisico
aerobico. 2012. 133 f. Dissertacdo (Mestrado) — Escola de Educacdo Fisica e Esporte,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2012.

O infarto do miocardio € atualmente considerado a etiologia que mais contribui para o
aparecimento de insuficiéncia cardiaca (IC) em humanos. Em detrimento a hiperativacio de
fatores neuro-humorais, a progressao da IC € caracterizada por uma série de anormalidades
celulares associadas a disfungdo ventricular. Dentre estas anormalidades, alteracdes na fungao
e dindmica mitocondrial merecem destaque, uma vez que a homeostase da organela é
essencial para a viabilidade celular e o bom funcionamento da bomba cardiaca. No presente
estudo, caracterizamos em modelo animal de disfun¢do cardiaca associada ao infarto do
miocdardio: a) fendtipo cardiaco; b) fungcao mitocondrial; ¢) equilibrio redox; e d) dindmica
mitocondrial. Nossos resultados nos permitem afirmar que doze semanas apds a cirurgia de
infarto do miocdrdio, os animais desenvolveram importantes alteracdes fenotipicas como
aumento da massa cardiaca, dilatacdo ventricular, hipertrofia do cardiomidcito e maior
deposicdo de tecido fibroso cardiaco, que contribuiram para o estabelecimento da disfun¢do
ventricular. Além disso, foi possivel confirmar a instalagio do quadro de disfungado
mitocondrial cardiaca, representada pela redug¢do na capacidade respiratéria e perda da
homeostase redox. Por fim, encontramos um aumento no nimero de mitocondrias cardiacas
com menor didmetro, alteragdes que vieram acompanhadas de uma menor atividade das
enzimas relacionadas a fusdo mitocondrial. Uma vez caracterizada a funcdo e a dindmica
mitocondrial na disfun¢do cardiaca, avaliamos o efeito do treinamento fisico aerébico (TF)
nessas varidveis. O TF, atualmente utilizado como um adjuvante no tratamento das doencgas
cardiovasculares, foi eficaz em promover o remodelamento cardiaco reverso e melhorar a
funcdo cardiaca nos animais infartados. Além disso, melhorou a capacidade respiratdria e
reduziu o estresse oxidativo, restaurando a fun¢do mitocondrial. Aliado a esses achados, o TF
normalizou a atividade das enzimas relacionadas a dindmica mitocondrial, fato associado a
normalizacdo do nimero e tamanho da organela. Esses resultados demonstram que a
disfun¢do cardiaca induzida por infarto do miocdrdio estd associada a um quadro de

mitocondriopatia em ratos, com altera¢des tanto na funcdo quanto estrutura mitocondrial, e



que o TF desencadeia efeitos benéficos na manutencdo da integridade/funcdo mitocondrial e

melhora da fung¢do contrétil cardiaca.

Palavras-chave: Disfun¢ao cardiaca. Fung¢do mitocondrial. Dinamica mitocondrial.

Treinamento fisico aerdbico.



ABSTRACT

CAMPOS, J. C. Characterization of mitochondrial metabolism and dynamics in cardiac
dysfunction-induced myocardial infarction in rats: effects of exercise training. 2012. 133
f. Dissertacao (Mestrado) — Escola de Educacao Fisica e Esporte, Universidade de Sao Paulo,

Sao Paulo, 2012.

Myocardial infarction is considered the etiology that most contributes to the onset of heart
failure in humans. Among the ventricular dysfunction-associated cellular abnormalities,
changes in mitochondrial function and dynamics are critical, since the organelle homeostasis
is crucial in maintaining the metabolic, electrical and mechanical properties of the heart. In
the present study, we characterized in cardiac dysfunction- induced myocardial infarction in
rats: a) cardiac phenotype; b) mitochondrial metabolism; c) redox balance, and d)
mitochondrial dynamics. Our results show that twelve weeks after myocardial surgery, the
animals developed pathological cardiac remodeling-associated ventricular dysfunction.
Furthermore, we observed a reduced mitochondrial respiratory capacity and loss of redox
homeostasis. Finally, we found a lower activity of enzymes related to mitochondrial fusion,
these changes were accompanied by an increase in the number of small mitochondria. Once
characterized mitochondrial function and dynamics, we evaluated the effect of exercise
training in these variables in rats with cardiac dysfunction. The exercise training, currently
established as an important non-pharmacological treatment for cardiovascular diseases,
reversed the pathological cardiac remodeling and minimized the ventricular dysfunction in
infarcted animals. Furthermore, exercise training restored the mitochondrial function by
increasing respiratory capacity and reducing oxidative stress. Finally, exercise training
restored the activity of mitochondrial dynamics-related enzymes and morphology. Taken
together, our findings uncover the potential benefits of exercise training in reversing the
cardiac mitochondriopathy observed in failing hearts, reinforcing the importance of this

intervention as a non-pharmacological tool for heart failure therapy.

Keywords: Cardiac dysfunction. Mitochondrial function. Mitochondrial dynamics. Exercise

training.
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1. INTRODUCAO

A cardiomiopatia isquémica € a principal causa da insuficiéncia cardiaca (IC), uma
sindrome clinica de alta incidéncia e mau progndstico, caracterizada por alteragdes
morfofuncionais cardiacas, fadiga, dispneia e grande limitacdo aos esforgos fisicos, além de
diminui¢do da expectativa de vida (COLUCCI, 1998). Apesar dos grandes avangos no
entendimento e no tratamento da IC nos tdltimos anos, a mortalidade dos pacientes permanece
elevada, e oscila em torno de 10% para pacientes nas diferentes classes funcionais de 1C,
podendo alcancar de 40 a 60% para pacientes em classe funcional IV da New York Heart
Association (AHMED, ARONOW, FLEG, 2006).

Decorrente da hiperativagao sustentada de fatores neuro-humorais, a progressao da
disfun¢do ventricular € caracterizada por uma série de anormalidades celulares que resulta na
faléncia cardiaca (BEER et al., 2002; ROLIM et al., 2007). Dentre os diferentes fatores
contribuintes para a disfunc¢do ventricular, o prejuizo no metabolismo energético oriundo da
disfungdo mitocondrial merece grande atencdo, uma vez que parece exercer um papel
fundamental na manutencdo da viabilidade e funcionalidade do cardiomidcito. De fato, a
menor producdo de trifosfato de adenosina (ATP) (DOENST et al., 2010) e o aumento
exacerbado do estresse oxidativo (NOJIRI et al., 2006) sdo sinais geralmente observados na
IC (SHAROV et al., 1998; ROSCA et al., 2008; DOENST et al., 2010). Além das alteragdes
funcionais, atualmente a mitocondria é reconhecida por sua dindmica decorrente de flutuacoes
de oxigénio (O,) e oscilagdes nas demandas metabdlicas celulares, que acabam por modificar
a forma, o nimero e a distribuicdo da organela para adaptar a célula a disponibilidade de
nutrientes (BEREITER-HAHN, 1990; CARLUCCI, LIGNITTO, FELICIELLO, 2008). Essas
alteracdes morfoldgicas ocorrem pelos processos denominados fusdo e fissdo mitocondrial.
Até o presente momento, ndo hd dados na literatura tracando uma relacdo de causa-efeito
entre funcdo e dindmica mitocondrial na progressdo da disfuncdo ventricular e IC. Dessa
forma, o estudo da inter-relacio funcdo-dindmica mitocondrial em modelo animal de
disfunc¢ao ventricular oriunda do infarto do miocardio torna-se necessario.

Utilizado como adjuvante no tratamento da disfun¢do ventricular e IC, o treinamento
fisico aerébico (TF) € considerado uma importante ferramenta na prevengdo e no tratamento
das alteragdes desencadeadas durante a progressdao da disfun¢do contratil cardiaca. De fato,
além de promover a melhora na funcdo ventricular esquerda, com consequente aumento na

sobrevida dos pacientes, o TF desencadeia uma série de adaptacdes bioquimicas e
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moleculares no musculo cardiaco (SUN et al., 2008), destacando-se a melhora da fungdo
mitocondrial (KAVAZIS et al., 2009).

Discorreremos a seguir detalhadamente sobre a importancia da fungdo e da dinamica
mitocondrial na disfun¢do ventricular e IC, bem como e o papel do TF, utilizado como

adjuvante no tratamento das doencas cardiovasculares.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 DISFUNCAO VENTRICULAR E INSUFICIENCIA CARDIACA

A IC resulta da incapacidade dos ventriculos em bombear quantidades adequadas de
sangue para manter as necessidades periféricas do organismo (COLUCCI, 1998). Considerada
a via final comum da maioria das cardiomiopatias e outras doengas do aparelho circulatoério,
oriundas primariamente da disfuncdo ventricular, a IC representa um importante problema de
saide publica no Brasil devido a sua crescente prevaléncia e morbi-mortalidade associada.
Segundo dados do Sistema Unico de Saﬁdel, em 2007 ocorreram 308.466 6bitos no Brasil
devido a doencgas do aparelho circulatério, o que representou aproximadamente 30% dos
obitos ocorridos no Brasil naquele ano.

Essa sindrome era descrita primariamente como um distirbio hemodindmico
associado a diminui¢do do débito cardiaco, com consequente baixo fluxo renal, levando a
retencao de sodio, 4gua e edemas periféricos e pulmonares que acabavam por levar o paciente
ao Obito. Atualmente, a IC € vista como uma doenga sistémica e ndo apenas do coragdo.
Quando o débito cardiaco € reduzido apds agressdo miocdrdica, mecanismos neuro-hormonais
sao ativados com o objetivo de preservar a homeostase circulatéria (CHATTERIJEE, 2005).
Na tentativa de compensar os efeitos deletérios da doenca no estigio inicial e manter o débito
cardiaco necessdrio para atender as demandas energéticas e metabdlicas do organismo, uma
hiperativacdo do sistema nervoso simpdtico e do sistema renina angiotensina desencadeia
respostas compensatdrias como taquicardia, aumento da contratilidade miocardica, hipertrofia
cardiaca e remodelamento cardiaco. No entanto, cronicamente essas respostas compensatorias
levam a uma disfun¢do ventricular, aumento do consumo de O, pelo miocdrdio e aumento da
resisténcia vascular (CHATTERIJEE, 2005). Por esses mecanismos, a ativacdo neuro-humoral
contribui de maneira significativa para o aparecimento dos sintomas da sindrome, assim como
para a alta mortalidade associada.

Em detrimento a hiperativacdo de fatores neuro-humorais, a progressdo da IC €

caracterizada por uma série de anormalidades celulares associadas a disfuncdo ventricular. De

' Fonte: MS/Funasa/Cenepi-Sistema de Informacdes sobre Mortalidade (SIM). Dados disponiveis no site do
DATA-SUS: http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/deftohtm.exe?idb2009/c08.def, consulta realizada em junho de
2011.
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fato, a hiperatividade neuro-humoral acarreta na disfuncdo do transiente de célcio (Ca®™)

cardiaco que resulta no aumento das concentracdes de Ca®* citoplasmdtico na didstole e
diminui¢ao da sensibilidade dos miofilamentos contréteis ao Ca (ROLIM et al., 2007). Essas
alteracdes levam por fim a uma disfuncdo ventricular diastélica (OLIVEIRA et al., 2009). Em
paralelo, concentracdes elevadas de Ca®* citos6lico na didstole também colaboram
diretamente para a disfuncdo mitocondrial, resultando na menor producdo de ATP e o maior
comprometimento da contratilidade cardiaca na IC (DOENST et al., 2010). Nas décadas de 60
e 70 surgiram os primeiro estudos relacionando a disfuncdo mitocondrial com esses eventos,
onde os cientistas observaram que na tentativa de tamponar o Ca®* citosélico, a mitocondria
comega a captd-lo em excesso (ROSSI, LEHNINGER, 1964; KERR, WYLLIE, CURRIE,
1972). Entretanto, essa sobrecarga de Ca”* mitocondrial resulta no prejuizo do balango
eletroquimico mitocondrial, na abertura dos poros mitocondriais € no extravasamento de
citocromo ¢ para o citosol, processos esses que contribuem tanto para a disfungdo
mitocondrial quanto para a ativacdo de vias pré-apoptéticas mediadas por caspases

(SZABADKALI et al., 2006).

2.2 MITOCONDRIA

O significado da palavra mitocondria (do grego: mitos, linha e chondros, grao) ilustra
que a heterogeneidade da morfologia mitocondrial ja era conhecida desde as primeiras
descricdes da organela. Descoberta em 1857 por Rudolph Albert Von Kolliker, a mitocondria
foi caracterizada como compartimento citoplasmatico granular com membrana prépria. Em
meados de 1950, Palade e Sjostrand publicaram imagens de microscopia eletronica
demonstrando as caracteristicas ultraestruturais da organela, atualmente conhecida por duas
membranas, uma externa e outra interna, um estreito espaco intermembranar € uma ampla
matriz. Nesse mesmo periodo foi demonstrado que a producao de energia € a principal funcio
bioquimica da organela, uma vez que processos como a beta-oxidacdo, o Ciclo de Krebs e a
fosforilagdo oxidativa ocorrem no interior da mitocondria (MITCHELL, MOYLE, 1967). Na
década de 60 surgiram os primeiros resultados mostrando a captacao de Ca® pela mitocondria
e o0 consequente prejuizo em sua funcio e forma quando a organela era exposta a elevadas
concentracoes do cation (ROSSI, LEHNINGER, 1964). Anos mais tarde, Kerr, Wyllie e

Currie (1972) descobriram o envolvimento da organela na ativacdo direta de vias pro-
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apoptéticas, adicionando mais uma importante funcdo a mitocondria (KERR, WYLLIE,
CURRIE, 1972).

Com a evolu¢do da microscopia eletronica e o advento de técnicas de marcacao
intracelular, na década de 90 foi possivel visualizar mudancas na morfologia mitocondrial e
no seu rearranjo estrutural frente a diferentes estimulos, caracterizando entdo a dindmica
mitocondrial e iniciando assim uma nova etapa de estudos (BEREITER-HAHN, 1990).

Paralela a caracterizagcdo microscOpica da dinamica mitocondrial, Halles e Fuller
(1997) descobriram o primeiro gene relacionado a plasticidade mitocondrial em 1997
(HALLES, FULLER, 1997). Na ultima década, esse conhecimento ampliou-se drasticamente,
e um grupo de genes envolvidos no controle da dindmica mitocondrial em leveduras foi
descoberto, assim como o desenvolvimento dos primeiros modelos transgénicos (LIESA,
PALACIN, ZORZANO, 2009). Esses foram os estudos pioneiros evidenciando a importancia
da plasticidade mitocondrial na manutengdo da fungdo celular. A mitocOndria, antes
considerada uma organela estdtica, hoje € reconhecida por sua dinamica, caracterizada pela
movimentacao intracelular e regulacdo de sua arquitetura (FREDERICK, SHAW, 2007). Essa
dindmica ocorre em resposta a sinais intra ou extracelulares (ex. hiperativacdo neuro-
humoral); as oscilacdes nas demandas metabdlicas, que acabam por modificar a forma, o
nimero e a distribuicdo da organela para que esta se adapte as necessidades funcionais e
energéticas da célula; e as necessidades de manuten¢do e eliminacdo do material genético
mitocondrial e degradacdo da organela (BEREITER-HAHN, 1990; CARLUCCI, LIGNITTO,
FELICIELLO, 2008). Evidéncias funcionais foram demonstradas relacionando a dindmica
mitocondrial com o metabolismo oxidativo, apoptose, autofagia e ciclo celular nos ultimos

anos (LIESA, PALACIN, ZORZANO, 2009; ONG et al., 2010).

2.2.1 Funcdo mitocondrial

A mitocdndria, organela central do metabolismo energético, é a principal responsavel
pelo metabolismo oxidativo dos eucariotos e representa a principal fonte de producdo de
energia por meio da respiracdo. O conjunto central de reacdes envolvidas na produgdo de
ATP é chamado de fosforilacio oxidativa, sendo auxiliado pelo Ciclo do Acido Citrico ou
Ciclo de Krebs e pelo processo de beta-oxidacao (MITCHELL, MOYLE, 1967). No entanto,

vale destacar que a organela também possui outras fungdes em paralelo a produgdo de energia
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(COLOMBINI, 1987). Atualmente sabemos que a mitocOndria tem um papel-chave na
sinalizacdo celular e regulacdo direta de processos como apoptose, diferenciacdo, crescimento
e proliferacdo celular. Dentre as funcdes metabdlicas que ocorrem na matriz mitocondrial se
destaca a sintese de ATP por meio do acoplamento da fosforilagdo oxidativa com a cadeia de
transporte de elétrons (CTE). Praticamente toda a energia disponivel a partir da oxidacao de
carboidratos, gorduras e outros substratos € inicialmente armazenada na forma de elétrons
de alta energia, provenientes da dissociacao dos dtomos de hidrogénio em prétons e elétrons,
que foram transferidos para o O, através de uma série de complexos proteicos (complexos I,
IL, 111, IV — citocromo ¢ oxidase e V — ATP sintase), contendo centros redox consecutivos que
possuem afinidade progressiva por elétrons. O gradiente eletroquimico de prétons gerado
durante o transporte de elétrons € utilizado para impulsionar a conversdo de ADP (adenosina
difosfato) + Pi (fosfato inorganico) em ATP, por meio do complexo ATP sintase (Figura 1)
(MITCHELL, MOYLE, 1967).

De forma simplificada, durante o Ciclo de Krebs, por exemplo, os elétrons sdao doados
para carreadores especificos, NAD" (nicotinamida adenina nucleotideo) e FAD (flavina-
adenina dinucleotideo), formando NADH e FADH,, respectivamente. Os elétrons
provenientes de NADH sdo transferidos para o complexo I, que na sequéncia é oxidado,
promovendo a reducdo da coenzima Q. Ja os elétrons de FADH, sdo transferidos via
complexo II direto para a coenzima Q reduzida. Os elétrons da coenzima Q sdo transferidos
para o complexo III que reduz o citocromo ¢, uma proteina periférica de membrana.
Finalmente, o citocromo c reduz o complexo IV que ird transferir elétrons para o O,, aceptor
final da CTE. A passagem de elétrons por estes carreadores acompanha uma liberacdo de
prétons para o espaco intermembranas da mitocondria, gerando um gradiente eletroquimico
que favorece a reentrada de prétons por meio da ATP sintase, esta por sua vez utiliza a
energia proton-motriz para fosforilar ADP, gerando ATP. A forca préton-motriz é também
utilizada para o transporte de ions fosfato para o interior da organela, além da troca de ATP

intramitocondrial por ADP extramitocondrial (MITCHELL, MOYLE, 1967).
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Figura 1 — Esquema ilustrativo da organizacdo e funcionamento da cadeia transportadora de
elétrons mitocondrial. Complexos L, II. III, IV — citocromo ¢ oxidase ¢ V. — ATP sintase;
e - elétrons; H' - fons hidrogénio; NADH — nicotinamida adenina nucleotideo reduzida;
FADH, — flavina-adenina dinucleotideo reduzida; Q — coenzima Q; Cit ¢ — citocromo ¢
(Adaptado de Tahara et al., 2009) (TAHARA, NAVARETE, KOWALTOWSKI et al.,
2009).

Os elétrons transportados pela CTE nem sempre chegam ao seu aceptor final, o O,
complexado a citocromo c oxidase (complexo IV). Postula-se que aumentos, tanto no
consumo de O, quanto no fluxo de elétrons pela CTE (SEN, 1995), assim como o potencial
de membrana interna mitocondrial (SKULACHEV, 1998), sdo determinantes para o
extravasamento de elétrons e consequente formagdo de espécies reativas de O, (EROs). Os
complexos I e III, ao invés de doarem os elétrons para o proximo componente da cadeia,
podem doé-los para o O,, formando o anion superdxido (O;’), um radical livre capaz de causar
dano oxidativo em diversos componentes mitocondriais e celulares. De fato, Friguet, Bulteau
e Petropoulos (2008) demonstraram que a producdo exacerbada de EROs pode inativar
diretamente proteinas mitocondriais ou contribuir para a oxidacdo de lipideos e carboidratos,
gerando uma disfuncdo mitocondrial (FRIGUET, BULTEAU, PETROPOULOS, 2008). A
alta toxicidade das EROs é atenuada devido a presenca de defesas antioxidantes na matriz
mitocondrial, tais como a glutationa e a superéxido dismutase (SOD). Esta ultima,
normalmente utilizada como ferramenta analitica de estresse oxidativo, catalisa a reacdo de
0, a perdxido de hidrogénio (H,0,), reacdo de extrema importancia para o balango oxidativo
mitocondrial (BARJA, 1999).

Além de participar efetivamente da sintese de ATP e da producdo de EROs, a

mitocOndria estd intimamente relacionada com os processos de envelhecimento e morte
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celular programada. Vdrios estudos vém demonstrando que sinais intracelulares, como
alteracOes nas concentragdes de Ca®*, causam modifica¢des no interior da organela e resultam
na diminuicao do potencial de membrana mitocondrial e abertura dos poros de transi¢do de
permeabilidade mitocondrial (PTPM), culminando na liberagdo de importantes proteinas pré-
apoptéticas para o citosol, como o citocromo ¢ (SZABADKAI et al., 2006; ELMORE, 2007).
De fato, Kujoth et al. (2005) demonstraram que camundongos transgénicos que possuem um
aumento na abertura dos PTPM apresentam um fendtipo de envelhecimento acelerado,
acompanhado de apoptose e sarcopenia (KUJOTH et al., 2005). Por outro lado, a literatura
atual demonstra que um leve desacoplamento da membrana mitocondrial parece otimizar a
funcdo da organela em diferentes tecidos, uma vez que leva a diminui¢do de EROs e ao
aumento nas taxas respiratérias (CALDEIRA DA SILVA et al.,, 2008; CERQUEIRA,
LAURINDO, KOWALTOWSKI, 2011).

Nos ultimos anos, diferentes grupos de pesquisa também tém demonstrado a
importante contribuicio da disfuncdo mitocondrial no agravamento de doencgas
neurodegenerativas, como o Alzheimer e o Parkinson (HOEKSTRA et al., 2011; LIM et al.,
2011), bem como na IC (ROSCA, HOPPEL, 2010; JAVADOYV et al., 2011). Dessa forma, o
melhor entendimento da biologia mitocondrial na progressao de doencas degenerativas pode
trazer novas possibilidades terap€uticas no tratamento dessas doencas.

Os estudos relacionando a funcdo mitocondrial no tecido cardiaco, mais
especificamente na disfun¢do cardiaca, serdo abordados no item 2.3.1 (Alteragdes na funcdo

mitocondrial na disfun¢do ventricular e insuficiéncia cardiaca).

2.2.2 Dinamica mitocondrial

A dindmica mitocondrial é um processo que consiste no movimento da organela ao
longo da célula, na regulacdo de sua estrutura (morfologia e distribuicio) e em sua
conectividade. Esses processos sdo diretamente mediados pelos processos de fusdo e fissdo

mitocondriais (Figura 2).
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Figura 2 — Esquema ilustrativo do balanco entre os processos de fusio e fissdo mitocondrial, e as
proteinas envolvidas nesses processos — implicacoes na morfologia mitocondrial. Drpl
— dynamin-related protein 1; Fisl — fission 1 homologue protein; Mfnl — mitofusina 1;
Mifn2 — mitofusina 2 e OPA1 — optical atrophy 1 (Adaptado de Liesa, Palacin e Zorzano,
2009) (LIESA, PALACIN, ZORZANO, 2009).

Fusdo mitocondrial

A fus@o mitocondrial caracteriza-se pela unido de duas ou mais mitocondrias, sendo
regulada pela acdo de duas classes de GTPases: mitofusinas 1 e 2 (Mfnl e Mfn2) e optical
atrophy 1 (OPA1). Essas proteinas t€m sua acao ativada pela hidrdlise de guanosina trifosfato
(GTP), uma purina cuja fung@o se assemelha a do ATP. O processo de fusdo mitocondrial é
dividido em duas etapas, onde as membranas, externa e interna, se fundem em eventos
separados. As mitofusinas estdo ancoradas na membrana externa da mitocOndria e s@o
responsaveis pela fusao das mesmas, enquanto que a OPA1, presente na membrana interna
atua fundindo as membranas internas das duas organelas (LIESA, PALACIN, ZORZANO,
2009) (Figura 2). No entanto, o mecanismo explicando a fus@o coordenada das membranas
mitocondriais bem como a elucidacdo dos fatores que sinalizam uma regido especifica da
organela que inicie todo esse processo permanece indeterminado.

A literatura atual vem demonstrando que a fusdo mitocondrial é essencial para os
processos de desenvolvimento embriondrio e morte celular. De fato, a ablagdo das mitofusinas

em roedores resulta em letalidade embrionaria (CHEN et al., 2003). Além disso,
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camundongos com ablacdo da Mfn2 apresentam morte das células de Purkinje com
concomitante prejuizo no desenvolvimento cerebelar, deficiéncia no crescimento dos
dendritos e na formagao da medula espinhal (CHEN, CHAN, 2005). Outro aspecto importante
da fusdo mitocondrial envolve o desenvolvimento de doengas neurodegenerativas. Um estudo
genético em humanos demonstrou que mutagdes na Mfn2 levam a doenca de Charcot-Marie-
Tooth tipo 2A, uma neuropatia periférica que prejudica primariamente 0os neurdnios sensorio-
motores (ZUCHNER et al., 2004).

Além das mitofusinas, a OPAl também apresenta papel importante no
desenvolvimento embrionario. A ablacdo da OPA1 causa alta mortalidade apds nascimento
em roedores, onde os camundongos heterozigotos para a proteina, cuja reduciao dos niveis da
proteina foi de aproximadamente 50%, apresentam prejuizos na visao (DAVIES et al., 2007).
Alexander et al. (2000) mostraram que mutacdes na OPA1 causam atrofia dptica dominante
em humanos, uma doenga degenerativa do nervo 6tico (ALEXANDER et al., 2000).

Os estudos relacionando a fusdo mitocondrial e o tecido cardiaco, mais
especificamente na disfuncdo cardiaca, serdao abordados no item 2.3.2 (Papel da dinamica

mitocondrial na disfun¢do ventricular e insuficiéncia cardiaca).

Fissdo mitocondrial

A fissdo mitocondrial € caracterizada pela divisdo de uma mitocondria em duas ou
mais novas organelas, e este processo facilita o transporte da organela dentro da célula,
permitindo um rdpido trafego mitocondrial para regides com maior demanda energética, ou o
direcionamento para a degradacdo lisossomal (SKULACHEYV, 2001; PALANIYANDI et al.,
2010). As proteinas que participam da fissdo mitocondrial identificadas até o momento sdo:
dynamin-related protein 1 (Drpl) e fission 1 homologue protein (Fisl). A Drpl estd
localizada principalmente no citosol e sua atividade € semelhante a das proteinas de fusdo, ou
seja, atua sob a hidrélise de GTP. Durante o processo de fissdo, a Drpl transloca-se do citosol
para a membrana externa da mitocondria e liga-se a proteina Fisl, uma proteina de 17 kDa
ancorada na membrana externa da organela. Esse processo parece ser responsavel pela fissao
da membrana externa mitocondrial (JAMES et al., 2003) (Figura 2). Em relacdo a fissdo da
membrana interna, o Unico gene descoberto em mamiferos que pode estar envolvido nesse
processo € o da proteina mitocondrial 18 kDa (MTPI18), localizada no espaco
intermembranar, que tem uma acao semelhante a Fisl (TONDERA et al., 2005). Entretanto,
0s mecanismos que atuam na fissio da membrana interna ainda nao foram totalmente

elucidados.
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Até o presente momento, sabe-se que a fissdo mitocondrial parece estar envolvida em
processos celulares como: apoptose, funcdo neuronal e ciclo celular. De fato, o aumento na
expressdo do gene da Drpl induz uma maior fissdo mitocondrial associada a morte celular
programada em Caenorhabditis elegans, enquanto que sua inibicdo por um gene mutante
dominante negativo diminui essa suscetibilidade ao prevenir a perda do potencial de
membrana mitocondrial e consequente translocacdo do citocromo ¢ para o citosol (FRANK et
al., 2001). Li et al. (2004) demonstraram que o aumento na expressdo da Drpl aumenta o
numero de dendritos em cultura de células de neurdnios de ratos (LI et al., 2004), resultados
que vao de encontro ao de Wang et al. (2008) que encontraram uma redu¢do na expressao da
Drpl em fibroblastos de pacientes com Alzheimer (WANG et al.,, 2008), sugerindo a
necessidade de uma alta frequéncia de fissdo mitocondrial para a manutencdo da fungdo e
plasticidade neuronal.

Além dos resultados encontrados com a Drp1, alteracdes na expressao da proteina Fisl
parecem exercer importante papel na regulacdo da fissdo mitocondrial, onde a superexpressao
da Fisl em cultura de células Hela causa uma liberacdo exacerbada de citocromo c¢ para o
citosol e leva a fragmentacdo da organela. Além disso, a deplecdo da Fisl resulta num
fendtipo celular resistente a apoptose. Apesar da acdo da Fisl estar intimamente ligada a
Drpl, a inibicdo da Drpl ndo previne a morte celular induzida por Fisl, sugerindo um
estimulo apoptético independente (JAMES et al., 2003).

Além dos estudos utilizando animais transgénicos e nocautes no entendimento do
papel da Drpl no processo de fissdo mitocondrial, recentemente foi mostrado que alteracdes
pos-traducionais da Drpl mediadas por quinases e fosfatases especificas sdo capazes de
regular diretamente o processo de fissdo mitocondrial. Cribbs e Strack (2007) demonstraram
em cérebros de ratos e humanos, que a proteina quinase A (PKA) € capaz de fosforilar a Drpl
na serina 637, inibindo sua atividade GTPase e reduzindo o processo de fissdo (CRIBBS,
STRACK, 2007). Por outro lado, foi demonstrado que proteinas diretamente reguladas pelas
concentracdes de Ca®* intracelular, como a proteina quinase Io dependente da calmodulina
(CAMKIa) e a calcineurina parecem exercer importante papel na ativagdo da Drpl.
Recentemente, Han et al. (2008) demonstraram em cultura de neur6nios de ratos neonatos que
o aumento no influxo de Ca** através dos canais de Ca** dependentes de voltagem pode ativar
a translocac@o da Drpl do citosol para a membrana externa da mitocOndria, resultando em
maior fissdo mitocondrial decorrente da fosforilagio da Drpl na serina 600 pela CAMKIa
(HAN et al., 2008). Cereghetti et al. (2008) demonstraram em células Hela que a

desfosforilacdo da Drpl na serina 637 pela calcineurina (sitio de fosforilagdo pela PKA)
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resultou no aumento da fissdo mitocondrial (CEREGHETTI et al., 2008). Entretanto os
autores nao avaliaram a atividade GTPase da Drpl para tracar uma relacio causal.

Os estudos relacionando fissdo mitocondrial e tecido cardiaco, mais especificamente
na disfuncdo cardiaca, serdo abordados no item 2.3.2 (Papel da dinamica mitocondrial na

disfuncdo ventricular e insuficiéncia cardiaca).

2.2.3 Relagao Fung¢ao-Dinamica mitocondrial

Como evidéncia do impacto da estrutura mitocondrial sobre a fun¢do da organela,
estudos vém demonstrando que uma ramificagdo otimizada da mitocondria, induzida por
upregulation do processo de fusdo, ou por downregulation da fissdo mitocondrial, pode
prevenir e até mesmo reduzir a sinalizacdo para apoptose em cultura de células. De fato, Yu et
al. (2008) demonstraram, em cultura de cardiomidcitos neonatos exposta a alta concentracao
de glicose, que a inibicdo da fissdo mitocondrial pela superexpressdo do mutante dominante
negativo da proteina Drpl preveniu a superproducdo de EROs, a permeabilidade mitocondrial
e a subsequente morte celular sustentada pela alta taxa de glicose, sugerindo que o processo
de fissdo mitocondrial contribui para esses eventos (YU et al., 2008). O mesmo perfil pode ser
observado em células HL-1, linhagem de células provenientes do musculo cardiaco,
submetidas ao processo de isquemia/reperfusio (ONG et al., 2010). Similarmente, o
tratamento de cultura de cardiomidcitos neonatos com ceramida afetou a dindmica
mitocondrial, promovendo a fissdo da organela e levando a apoptose (PARRA et al., 2008).
Além disso, a fragmentacdo mitocondrial tem sido associada a redug¢do na capacidade
respiratoria da organela em cultura primaria de fibroblastos e células humanas (KOOPMAN
et al., 2005; BERNARD et al., 2007). O oposto parece ocorrer com relacdo ao processo de
fusdo mitocondrial. A Mifn2, proteina envolvida na fusio da membrana externa da
mitocOndria, influencia diretamente no aumento da expressdo de genes relacionados a
fosforilagdo oxidativa, indicando uma sobreposi¢do entre as vias regulatorias para a
morfologia mitocondrial e o metabolismo energético (PICH et al., 2005; CHEN et al., 2010).
Outra demonstragdo clara de que a fusdo mitocondrial desempenha um papel importante na
funcdo da organela é o fato de que camundongos com delecdo do gene da Mfn2 acumulam
mutacdes em seu DNA mitocondrial e apresentam, ao longo da vida, uma redug¢do na

capacidade oxidativa, além de prejuizos na termogénese e déficit de crescimento (CHEN et
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al., 2010). Baseado nos trabalhos descritos acima, observa-se que um continuo balanco entre
os processos de fusdo e fissdo da mitocOndria € importante para a manutencdo da funcdo,
distribuicao e conectividade mitocondrial.

Por outro lado, altera¢des na fung¢do mitocondrial também desencadeiam importantes
modificagdes na estrutura da organela. Guillery et al. (2008) demonstraram que tanto a
inibicdo farmacolégica dos complexos respiratérios I, II, IV ou V, como a dissipacdo do
potencial de membrana mitocondrial em fibroblastos leva a fragmentacao mitocondrial, e que
esse processo ¢ reversivel (GUILLERY et al., 2008). Além disso, o desacoplamento do
potencial de membrana mitocondrial leva a clivagem da OPA1, proteina envolvida na fusdo
da membrana interna da organela, prejudicando o processo de fusdo mitocondrial
(MCBRIDE, SOUBANNIER, 2010).

Esta profunda interdependéncia entre a morfologia e a fun¢do mitocondrial representa
uma importante ferramenta de estudos no que se refere as doencas, uma vez que estd
intimamente relacionada a viabilidade celular. De fato, em patologias como diabetes,
miopatia, cancer, doengas do figado e neurodegenerativas, assim como no envelhecimento,
foram observadas alteracdes na morfologia mitocondrial, bem como uma disfuncdo
mitocondrial (WALLACE, 1999; ZUCHNER et al., 2004; KUJOTH et al., 2005; WANG et
al., 2008). Entretanto, a participacdo efetiva desses processos no desenvolvimento das
doencas ainda ndo foi descrita devido a escassez de métodos bioquimicos capazes de
quantificar as frequéncias de fusdo e fissdo mitocondriais. Vale ressaltar que essa relacdo

ainda néao foi descrita na IC.

2.3 ALTERACOES MITOCONDRIAIS DURANTE A DISFUNCAO VENTRICULAR E
INSUFICIENCIA CARDIACA

As mitocOndrias representam aproximadamente um ter¢co da massa cardiaca e
desempenham um papel critico na manutencao da fungdo celular, entretanto, elas também sao
uma poderosa fonte de radicais livres e fatores pré-apoptéticos (ROSCA, HOPPEL, 2010).
Dessa forma, a manuten¢do da homeostase mitocondrial € essencial para a viabilidade celular.

Responsdvel pela fonte priméaria de energia na forma de ATP, as mitocOndrias
fornecem o combustivel necessario para o aparelho contratil e, portanto, sdo primordiais para

o bombeamento cardiaco. Com o intuito de manter a atividade elétrica e mecanica, o coragdao
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precisa de um fornecimento continuo de energia, sendo essa exigéncia alcancada pela sintese
didria de aproximadamente 30 quilogramas de ATP, produzida principalmente por
fosforilagao oxidativa (ASHRAFIAN, FRENNEAUX, 2007). Para o fornecimento adequado
de ATP ao cardiomidcito, a fungao mitocondrial é regulada, de maneira transiente, de acordo
com a necessidade energética celular por meio de vias de sinalizacdo que envolvem
mensageiros intermedidrios, como o Ca** e as EROs. Sendo assim, um continuo controle de
qualidade mitocondrial se faz necessario para garantir a 6tima fung¢do da organela. Esse
controle de qualidade envolve os processos de fusdo-fissdo, autofagia e biogénese
mitocondrial. Nos ultimos anos, intervencdes que modulam o turnover mitocondrial, como o
exercicio fisico, a restri¢cao caldrica e os agentes farmacoldgicos vém sendo estudados como
um meio para melhorar o controle de qualidade mitocondrial, reverter a disfungao
cardiovascular e aumentar a longevidade (CALDEIRA DA SILVA et al., 2008;
CERQUEIRA, LAURINDO, KOWALTOWSKI, 2011; PALANIYANDI et al., 2010;
GOTTLIEB, GUSTAFSSON, 2011).

2.3.1 Alteracbes no metabolismo mitocondrial na disfun¢do ventricular e insuficiéncia

cardiaca

Estudos recentes vém demonstrando que a disfuncdo mitocondrial estd envolvida no
agravamento da disfun¢do cardiaca, uma vez que a diminuicdo na producdo cardiaca de
energia se faz presente tanto em modelo animal de disfun¢do ventricular, como em pacientes
com IC e cardiomiopatias. A disfun¢do ventricular modifica grande parte do aparato
energético no cardiomidcito, interferindo na producao de ATP, na oxidacdo de substratos e na
transferéncia de energia para a contracdo cardiaca (ROSCA, HOPPEL, 2009). De fato,
estudos clinicos e experimentais demonstram que existe uma mudanca na utilizacdo de
substratos pelo cora¢do em faléncia, havendo um favorecimento da oxidacdo de glicose no
lugar de 4cidos graxos, que acabam por levar o coracdo a um déficit energético (SHAROV et
al., 1998; ROSCA et al., 2008; DOENST et al., 2010). Sharov et al. (1998) identificaram em
modelo canino de IC, a redu¢@o na producdo de ATP cardiaco, fruto do prejuizo na respiragdo
estimulada por ADP (SHAROV et al., 1998). Rosca et al. (2008) encontraram resultados

semelhantes, caracterizados pela diminui¢do na densidade mitocondrial no mesmo modelo de
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IC, fator que contribui para a reduc@o na capacidade do miocdrdio em oxidar 4cidos graxos
como substrato energético (ROSCA et al., 2008).

Outra importante modificacio metabdlica presente na IC relacionada ao déficit
energético cardiaco envolve o estresse oxidativo. A disfuncdo mitocondrial na presenca de O,
resulta, na maioria das vezes, no desacoplamento da CTE e no consequente prejuizo da
fosforilagdo oxidativa, gerando EROs em excesso. Essas alteragcdes na homeostase redox
sinalizam para o dano miocdrdico e culminam na diminui¢do progressiva da contratilidade
cardiaca. De fato, Nojiri et al. (2006) observaram que camundongos com deficiéncia na
defesa antioxidante apresentavam uma reducdo na atividade dos complexos da CTE
mitocondrial e uma cardiomiopatia dilatada progressiva (NOJIRI et al., 2006).

Além de alteragdes na respiragdo, um grande nimero de evidéncias experimentais
indica que durante o infarto do miocardio a abertura dos PTPM desempenha um papel crucial
nos danos irreversiveis desencadeados apds a reperfusdo miocérdica (FUJITA et al., 2007;
GOMEZ et al., 2009; JAVADOV et al., 2011). Nesse sentido, estudos clinicos recentes
suportam a ideia de que a administra¢dao de ciclosporina A, uma droga que inibe a formacao
dos PTPM, imediatamente apds o infarto do miocardio, pode reduzir o tamanho da drea
infartada e melhorar a recuperacio da funcdo contrétil do coragdo apds a reperfusdo, além de
aumentar a sobrevida dos pacientes e prevenir a instalacdo da IC (GOMEZ et al., 2009).

Baseado nesses dados, podemos afirmar que o melhor entendimento da disfuncao
mitocondrial na IC € crucial e constitui a base de uma estratégia terapéutica para manter a
integridade mitocondrial, otimizar o metabolismo energético, reduzir o estresse oxidativo, e

melhorar a fun¢do contrétil do miocardio.

2.3.2 Papel da dindmica mitocondrial na disfuncao ventricular e insufici€ncia cardiaca

Até o presente momento, nao hé relatos na literatura tracando uma relacao causal entre
dinamica mitocondrial e IC. O primeiro relato sobre a morfologia mitocondrial em pacientes
com IC data do ano de 1974, onde Jones et al. (1975) demonstraram que pacientes com IC
congénita apresentavam mitocondrias desorganizadas e em menor tamanho (JONES et al.,
1975). Sete anos mais tarde, ao examinar bidpsias cardiacas de pacientes com cardiomiopatia
hipertréfica, Baandrup et al. (1981) encontraram mitocondrias gigantes com baixa densidade

de matriz mitocondrial, associadas a um aumento no numero dessas mitocOndrias
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(BAANDRUP et al., 1981). Além disso, foi demonstrado o mesmo fenétipo em pacientes com
cardiomiopatia dilatada (SCHOLZ, DIENER, SCHAPER, 1994) e em modelo canino de IC
cronica de gravidade moderada (SHAROV et al., 1998), sugerindo modifica¢des na dindmica
mitocondrial nas doengas cardiacas. Outras alteracdes em componentes celulares, nao
mitocondriais, também parecem estar associadas a mudancas na morfologia da organela. De
fato, camundongos com muta¢do na troponina I cardiaca, que mimetiza a cardiomiopatia
hipertréfica, apresentam degeneracdo miofibrilar associada a um aumento no nimero de
mitocondrias menores com perda da crista e da membrana da organela (TARDIFF et al.,
1999). Essas modificagdes mitocondriais estdo associadas, como descrito na se¢do anterior, a
mudangas bioenergéticas da organela, comprometendo o bom funcionamento da bomba
cardiaca.

Além das alteracdoes morfoldgicas, também foram descritas mudangas na expressao
dos genes e proteinas relacionados com a dindmica mitocondrial no coragdo. Inicialmente,
Santel et al. (2003) demonstraram pelas técnicas de Northern e Western blot, a presenca das
proteinas Mfnl e Mifn2 no coracdo de humanos sadios (SANTEL et al.,, 2003) e
posteriormente, Chen et al. (2009) constataram a presenca das proteinas envolvidas tanto na
fusao (Mfnl, Mfn2 e OPA1) quanto na fissdo (Drpl e Fisl) mitocondrial em coragdes de
humanos e ratos (CHEN et al., 2009). O primeiro e dnico estudo a investigar as proteinas
envolvidas na dindmica mitocondrial cardiaca na IC foi realizado por Chen et al. (2009). Por
meio da técnica de Western blot eles identificaram uma diminuicdo significativa dos niveis
proteicos da OPA1 na mitocondria cardiaca tanto em modelo de ratos com IC de etiologia
isquémica quanto em bidpsias cardiacas de humanos que apresentavam cardiomiopatia
dilatada de origem isquémica. Além disso, no modelo humano também foram observados
aumentos nos niveis cardiacos das proteinas Mfnl, Mfn2 e Drpl (CHEN et al., 2009). Esses
dados sugerem que as alteragdes no perfil de expressdo das proteinas OPA1, Mfnl, Mfn2 e
Drpl podem estar envolvidas no balango fusdo/fissdo da mitocondria cardiaca e contribuir
para o agravamento da IC. Recentemente, Ong et al. (2010) demonstraram uma redug@o na
area de infarto de camundongos submetidos a oclusdo da artéria corondria, seguida de
reperfusdo, apds tratamento com um inibidor da divis@o mitocondrial (ONG et al., 2010). Em
conjunto, esses dados confirmam a participacdo da dinamica mitocondrial no processo de
disfun¢do mitocondrial, seguida de morte celular, entretanto, baseado somente nos dados de
expressdo proteica torna-se dificil tracar uma relacdo causal entre a dinamica-fungdo

mitocondrial e a progressao da IC.
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Recentemente, um trabalho publicado pelo nosso grupo mostrou que o
estabelecimento da IC é caracterizado por anormalidades no transiente de Ca®* intracelular,
apontadas pela diminui¢do do pico de Ca®* na sistole e aumento nas concentra¢des de Ca**
citosdlico na didstole, que colaboram diretamente para o agravamento da disfuncdo
ventricular na IC (ROLIM et al., 2007). Em paralelo, observamos em outro trabalho que
proteinas diretamente reguladas pelas concentracdes de Ca** citosélico, como a CAMKIo e a
calcineurina, estavam hiperativadas, colaborando diretamente para o agravamento da IC
(OLIVEIRA et al., 2009). Baseado nos dados publicados por Han (2008) e Cereghetti (2008),
mostrando uma regulacdo direta da Drpl pelas CAMKIa e calcineurina, acreditamos que a
anormalidade no transiente de Ca®* na IC contribui diretamente para o desbalango entre os
processos de fusdo e fissdo, colaborando para a disfun¢do mitocondrial cardiaca e o
agravamento da sindrome. Além disso, atualmente sabe-se que a atividade da PKA na IC esta
diminuida em resposta a uma dessensibilizacdo dos receptores P-adrenérgicos cardiacos
(REITHMANN, WERDAN, 1989), e sabendo que a PKA € capaz de diminuir a atividade a
Drpl (CRIBBS, STRACK, 2007), acreditamos que a uma menor fosforilacio da Drpl pela
PKA pode contribuir para o desbalan¢o na dinamica mitocondrial e agravamento da IC.

Vale ressaltar que grande parte dos estudos sobre a dindmica mitocondrial cardiaca foi
realizada em cultura de cardiomidcitos isolados de ratos neonatos, contudo, parece que a
morfologia da organela nesse modelo ndo reflete o fendtipo encontrado no cora¢io de animais
adultos (ANESTI, SCORRANO, 2006). Encontrar a maneira mais efetiva de modular a
dinamica mitocondrial na IC representa um importante passo para o futuro das pesquisas no

tratamento da sindrome.

2.4 EFEITO DO TREINAMENTO FISICO NA DISFUNCAO VENTRICULAR E
INSUFICIENCIA CARDIACA

Até o inicio da década de 1970, os pacientes com IC eram aconselhados a restringir
suas atividades para evitar aumento exacerbado da ativagcdo nervosa simpdtica e da frequéncia
cardiaca. A partir da década de 1970 e inicio da década de 1980, no entanto, o efeito do TF na
IC comecou a despertar interesse. Neste periodo, demonstrou-se que um programa regular de
exercicios fisicos € seguro e, sobretudo, eficiente em aumentar a capacidade funcional de

pacientes infartados com disfun¢do ventricular esquerda (CONN, WILLIAMS, WALLACE,
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1982). Dentre os principais beneficios do TF, destacam-se: reducdo da hiperatividade nervosa
simpdtica, melhora na funcio ventricular esquerda, remodelamento cardiaco reverso, aumento
na tolerancia aos esforcos fisicos e mudanga no metabolismo muscular esquelético — de
glicolitico para oxidativo (ROLIM et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009; ANTUNES-
CORREA et al., 2011). Além disso, o TF promove diversas adaptagdes bioquimicas e
moleculares no misculo cardiaco (SUN et al., 2008; KAVAZIS et al., 2009).

Como mencionado nas secdes anteriores, tem sido relatado na literatura um déficit
energético no musculo cardiaco em pacientes portadores de IC (ROSCA et al., 2008;
DOENST et al., 2010). Dessa forma, a melhoria do aporte energético no miocardio torna-se
uma abordagem promissora no tratamento da sindrome. Sabemos também que durante o
exercicio fisico, o metabolismo cardiaco aumenta drasticamente quando comparado a
condicdo basal, resultando no aumento do consumo de O, e promocdo de uma série de
adaptagcdes mitocondriais, que colaborardo para o bom funcionamento do coragdo (KAVAZIS
et al., 2009). De fato, sabemos que o TF propicia importantes adaptacdes na func¢dao
mitocondrial cardiaca como o aumento da atividade dos complexos respiratorios I, Il e IV da
CTE (ALBERTO BOVERIS, 2008), com consequente reducdo na producdo de EROs
(JUDGE, 2005).

Como foi descrito anteriormente, a dindmica mitocondrial € um importante modulador
da funcdo mitocondrial, porém ndo ha relatos na literatura sobre os efeitos do TF nesta
regulagdo. Desta maneira, a caracterizacdo da funcdo e da dindmica mitocondrial na IC de
etiologia isquémica, assim como o efeito do TF nessas varidveis € tema atual e
relevante.Considerando-se o fato de que a progressao da disfun¢do ventricular para a IC é um
importante problema de satde pﬁblicaz, e que a fung¢do e dindmica mitocondrial exercem
papéis fundamentais na manutencao da viabilidade celular (LIESA, PALACIN, ZORZANO,
2009), hipotetizamos que a plasticidade e funcdo da organela estariam alteradas na disfun¢ao
cardiaca, contribuindo para o desenvolvimento da IC. Para isso, utilizamos um modelo de
disfunc¢do cardiaca induzida por infarto do miocdrdio, em que a artéria corondria esquerda foi
ocluida permanentemente provocando importante isquemia ventricular esquerda. A
importancia desse modelo é demonstrada pelo fato de que 70% dos casos de IC sdo oriundos
de etiologia isquémica (GHEORGHIADE, BONOW, 1998). Além disso, estudamos o efeito

do TF na funcdo e dindmica mitocondrial, uma vez que o mesmo desencadeia uma série de

* Fonte: MS/Funasa/Cenepi-Sistema de Informacdes sobre Mortalidade (SIM). Dados disponiveis no site do
DATA-SUS: http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/deftohtm.exe?idb2009/c08.def, consulta realizada em junho de
2011.
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adaptagdes bioquimicas e moleculares no musculo cardiaco (SUN et al., 2008), destacando-se
a melhora da fun¢do mitocondrial (KAVAZIS et al., 2009). Esse estudo se faz necessdrio,
pois contribuird para o entendimento do papel da plasticidade mitocondrial no controle da
funcdo e integridade mitocondrial na fisiopatologia cardiaca. E futuramente serd de grande
valia para o emprego de terapias tanto farmacoldgicas quanto ndo farmacoldgicas no

tratamento da disfun¢do ventricular e possivel regressdo da IC.
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3. OBJETIVOS

Investigar a funcdo e a dinamica mitocondrial na disfun¢do cardiaca associada ao
infarto do miocdrdio em ratos, bem como estudar o efeito do TF nessa resposta (Figura 3).

Para isso, os objetivos foram divididos em trés etapas:

Infarto do Treinamento
miocardio fisico

0123 4 12

semanas

Figura 3 — Esquema ilustrativo do periodo experimental, cirurgia e treinamento fisico na
disfuncao cardiaca associada ao infarto do miocardio.

° Caracterizar os parametros funcionais e morfoldgicos cardiacos de ratos controle
(SHAM) e com disfuncdio cardiaca associada ao infarto do miocardio (DISFUNCAO
CARDfACA), sedentarios e treinados. Para isso avaliamos:

- A fracdo de encurtamento do ventriculo esquerdo;

- A tolerancia a realizacao de esforg¢o;

- O comportamento da pressdo arterial e frequéncia cardiaca no repouso;

- A morfologia cardiaca: area de infarto, didmetro dos cardiomidcitos e deposi¢ao de

coldgeno cardiaco.

. Estudar a homeostase redox e a func@o mitocondrial cardiaca de ratos SHAM e
DISFUN(;AO CARDIACA, sedentarios e treinados. Para isso avaliamos:
O consumo de oxigénio (O,) da mitocondria cardiaca isolada;
- O potencial de membrana interna da mitocondria cardiaca isolada;
- A permeabilidade dos poros mitocondriais na mitocondria cardiaca isolada;
- A liberagdo de perdxido de hidrogénio (H,O,) pela mitocondria cardiaca isolada;
- A producdo mitocondrial de O, no cardiomidcito isolado;

- Os niveis de peroxidacao lipidica (malondialdeido) no lisado cardiaco;
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- Os niveis de proteinas carboniladas e de adutos de 4-HNE (4-hidroxinonenal) no
lisado cardiaco;

- A atividade da catalase no lisado cardiaco;

- A atividade da superéxido dismutase (SOD) no lisado cardiaco;

- Os niveis de glutationa oxidada e reduzida no lisado cardiaco;

- A expressdo proteica dos Complexos respiratérios I, III e V da CTE na fracao
mitocondrial cardiaca;

- Os niveis de ATP no lisado cardiaco.

. Estudar a dindmica mitocondrial cardiaca de ratos SHAM e DISFUNCAO
CARDIACA, sedentirios e treinados. Para isso avaliamos:
- A expressao proteica da Mfnl, Mfn2, OPAI, Drpl e Fisl na fracdo mitocondrial;
- A atividade GTPase especifica das proteinas Mfnl, Mfn2 e Drpl na fracdo
mitocondrial;
- A densidade mitocondrial;

- A morfologia mitocondrial cardiaca (nimero e drea).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 AMOSTRA

Para a realizacio do presente projeto, foram utilizados ratos machos Wistar
provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

Os ratos utilizados neste estudo foram mantidos em Biotério, com temperatura
controlada entre 22 e 25°C, ciclo claro-escuro invertido 12: 12 horas e foram divididos em
quatro grupos, de acordo com a Tabela 1.

A inversdo do ciclo claro-escuro foi realizada através de um timer instalado na sala do

Biotério. Agua e comida foram administradas ad libitum.

Tabela 1 — Distribuicao da amostra (n total = 65)

DISFUNCAO DISFUNCAO

Grupos SHAM SHAM-TF , ,
CARDIACA CARDIACA-TF

Niumero de animais 20 15 15 15

4.2 PROTOCOLO DE CIRURGIA CARDIACA PARA INDUCAO DE INFARTO DO
MIOCARDIO

Os ratos Wistar com oito semanas de idade foram anestesiados com uma mistura de
ketamina (50mg/kg) e xilazina (10mg/kg) intraperitoneal e foram entubados para ventilagdo
mecanica (70 pulsos/minuto; 2,5 mL/pulso). Uma toracotomia esquerda, sob condi¢des
assépticas, foi realizada no terceiro espacgo intercostal e o pericardio foi aberto. No grupo
DISFUNCAO CARDIACA a artéria corondria esquerda foi ligada distalmente a 2 mm de sua
origem com fio de polipropileno ndo absorvivel (5.0, ETHICON, Brasil), finalizando com a
retirada do pneumotérax e o fechamento do térax. No grupo controle (SHAM) os animais

foram submetidos ao mesmo estresse cirurgico, porém sem a ligacdo da artéria corondria
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esquerda. Esses experimentos foram realizados em nosso laboratério. As andlises foram feitas

quatro e doze semanas apo6s a cirurgia de infarto do miocardio.

4.3 AVALIACAO DA FUNCAO VENTRICULAR

Para confirmar o desenvolvimento da disfunc¢do cardiaca e o efeito do TF na fungdo
cardiaca, a avaliacdo da funcdo ventricular foi realizada por ecocardiografia em colaboragdo
com o Dr. Paulo Magno Martins Dourado do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo. O exame ecocardiogréfico transtoracico foi realizado em todos
os ratos quatro e doze semanas apds a cirurgia de infarto do miocdrdio. Os animais
anestesiados foram colocados em decubito dorsal em uma mesa cirtirgica apropriada para o
posicionamento do transdutor no hemitérax esquerdo do animal. Imagens do modo-M foram
adquiridas a partir de um ecocardidgrafo (Acuson Sequoia 512, EUA) equipado com
transdutor linear de 15 megahertz. Foram obtidas as medidas das seguintes varidveis:
diametro diastélico (DDFVE) e sistolico (DSFVE) final do ventriculo esquerdo, espessura do
septo interventricular na didstole (SIVDi), espessura do septo interventricular na sistole
(SIVSis) e parede posterior do ventriculo esquerdo em sistole (PPSis) e didstole (PPDi). Essas
medidas foram utilizadas para calcular a fracdo de encurtamento (FE), obtida pela férmula:
FE (%) = [(DDFVE - DSFVE) / DDFVE] x 100. As medidas ecocardiograficas seguiram as
recomendacdes do Comité de Padronizagdo do modo M (monodimensional) da Sociedade

Americana de Ecocardiografia (SAHN et al., 1978).

4.4 TESTE DE TOLERANCIA AO ESFORCO

Algumas anormalidades cardiacas podem ser aparentes somente apds a realizagao de
um exercicio médximo até a exaustdo. Em trabalhos anteriores de nosso laboratério foi
observada uma excelente correlac@o entre os indices de disfuncdo cardiaca durante o exercicio
fisico e a fracdo de encurtamento ventricular em modelo de cardiomiopatia induzida por
hiperatividade simpdtica (ROLIM et al., 2007). A capacidade maxima de realizacao do

exercicio fisico foi avaliada na quarta e na décima segunda semana apds a cirurgia, ao término
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do protocolo de TF, utilizando um teste de tolerancia ao esforco (FERREIRA et al., 2007). Os
animais foram submetidos a exercicio progressivo escalonado até a exaustdo em esteira
rolante, onde a velocidade inicial da esteira foi de seis metros por minuto sem haver
inclinacdo da mesma. A cada trés minutos, a velocidade da esteira sofreu um acréscimo de
trés metros por minuto até a exaustdo do animal. As varidveis medidas compreenderam o
tempo total e a distdncia em metros percorrida por cada animal durante o teste de esforco

maximo. Essas analises foram realizadas em nosso laboratério.

4.5 TREINAMENTO FISICO

O TF em esteira rolante foi realizado durante oito semanas nos grupos SHAM-TF e
DISFUN(;AO CARDIACA-TF, com sessdes de exercicio com duragdo de sessenta minutos,
cinco vezes por semana a 60% da velocidade maxima atingida no teste de tolerancia ao
esfor¢o. O treinamento teve inicio na quarta semana apds a cirurgia de infarto do miocardio
(décima segunda semana de vida do animal). Vale destacar que esse protocolo de treinamento
individualizado foi padronizado em nosso laboratério (FERREIRA et al., 2007), e
corresponde a médxima fase estdvel do lactato sanguineo de cada animal. Esse protocolo foi

realizado em nosso laboratorio.

4.6 MEDIDAS CARDIOVASCULARES

Com o intuito de avaliar as varidveis hemodinamicas nesse modelo animal, foi
realizada a medida indireta da pressdo arterial sistélica e da frequéncia cardiaca através do
método de pletismografia de cauda (Kent Scientificc EUA), conforme previamente
padronizado em nosso laboratério (ROLIM et al., 2007).

Ap6s um periodo de adaptagdo, foram realizados cinco registros consecutivos por
meio de um esfigmomandmetro de cauda. Avaliado fotoeletricamente, o fluxo sanguineo na
cauda dos animais produz ondas oscilatérias que foram digitalmente registradas duzentas
vezes por segundo por canal, e analisadas antes e durante uma rotina programavel de inflagem

e desinflagem do manguito. Os valores médios de pressdo arterial sistdlica caudal e
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frequéncia cardiaca de repouso foram obtidos apds cada rotina do equipamento. Esses
registros foram realizados em trés diferentes dias da semana, sendo ulteriormente calculada a

média dos valores obtidos. Essas analises foram realizadas em nosso laboratorio.

4.7 SACRIFICIO E COLETA DE TECIDOS

Quarenta e oito horas apds o dltimo experimento, os animais foram sacrificados por
decapitacdo, método rapido e livre de sofrimentos prolongados conforme normas do Colégio

Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA, www.cobea.org.br). Apds o sacrificio, o

coragdo e os pulmdes foram cuidadosamente dissecados, pesados e congelados em freezer
(-80°C) dependendo do experimento a que foram destinados. Para determinacdo da hipertrofia
cardiaca, o peso total da viscera foi corrigido pelo peso corporal e comparado entre 0s grupos.
Os pulmdes foram submetidos a secagem em estufa (37°C) e pesados a cada 24 horas até a
estabilizacdo da massa pulmonar, permitindo o cdlculo da razdo massa dimida/massa seca
como um indice de edema pulmonar.

Na tentativa de atender a todos os experimentos propostos neste projeto foi necessaria
uma divisdo dos lotes experimentais, visto que para cada metodologia um processamento
especifico do tecido cardiaco se faz necessario. Nesse sentido, o nimero de animais utilizados
e a técnica empregada em cada experimento se encontram detalhados ao longo do texto. Vale
destacar que as andlises bioquimicas foram realizadas no tecido cardiaco livre de infarto (drea

remota).

4.8 ISOLAMENTO DOS CARDIOMIOCITOS DE RATOS ADULTOS

Logo apds o sacrificio dos animais, os coracdes foram retirados e os cardiomidcitos
foram isolados conforme descrito previamente por Guatimosim et al. (2001) (GUATIMOSIM
et al., 2001). O coracdo foi rapidamente removido e retro-perfundido pelo método de
Langendorff, com solucdo Tyrode modificada livre de Ca** (NaCl 130 mM, KCl 5,4mM,
Hepes 25mM, NaH2PO4 0,33mM, MgCl, 1mM, &4cido latico 1mM, piruvato de s6dio 3mM e

glicose 22mM, pH 7.4), suplementada com 10U/L de insulina para lavagem e retirada do
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sangue. Na sequéncia, o 6rgdo foi perfundido com solu¢do Tyrode contendo CaCl, SO0uM e
colagenase tipo 2 (I mg/mL). Apés a etapa de digestdo quimica, o coracdo foi cortado em
pedacos de 1mm, agitado por 4 minutos e filtrado através de uma malha de 200 mm para
remogao do tecido ndo digerido. A concentracdo de CaCl, extracelular foi progressivamente
aumentada para 500 uM por meio de trés ciclos de centrifugacdo. As células foram
armazenadas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s modified eagle médium) até o seu uso
(dentro de 8 horas). Os experimentos foram realizados em temperatura ambiente (22-24 °C).
Esse ensaio foi realizado em colaboracdo com a Prof. Dra. Silvia Carolina Guatimosim
Fonseca, no Instituto de Ciéncias Bioldgicas - Departamento de Fisiologia e Biofisica da

Universidade Federal de Minas Gerais.

4.9 ISOLAMENTO DAS MITOCONDRIAS CARDIACAS DE RATOS ADULTOS

Logo apds o sacrificio dos animais, os coragdes foram retirados e a mitocondria foi
isolada conforme descrito previamente por Cancherini, Queliconi e Kowaltowski (2007)
(CANCHERINI, QUELICONI, KOWALTOWSKI, 2007). O tecido foi colocado no tampao
de lise (Sacarose 300 mM, Hepes 10 mM, EGTA 2 mM, pH 7,2, 4° C) e triturado na presenca
de 0,1mg/mL de protease do tipo I (bovine pancreas) para liberacao das mitocOndrias das
fibras musculares cardiacas. Apos esse procedimento, a suspensdo foi lavada no mesmo
tampao, na presenga de 0,1 mg/mL de BSA e homogeneizada em um moedor de tecido de 40
mL. O homogenato foi centrifugado a 1000g por 5 minutos (4°C). O sobrenadante resultante
foi centrifugado a 9500g por 10 minutos (4°C). O precipitado resultante foi lavado,
ressuspendido no tampao de lise e submetido a uma nova centrifugacdo (9500g por 10
minutos, 4°C). O precipitado mitocondrial resultante foi lavado e o precipitado final foi
ressuspendido no tampao de lise. Esses procedimentos foram realizados em colaboracao com
a Prof. Dra. Alicia Juliana Kowaltowski, no Laboratério de MitocOndrias e Viabilidade

Celular do Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo.
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4.10 AVALIACAO MORFOMETRICA CARDIACA

Doze semanas apds a cirurgia de infarto do miocardio, periodo pds-protocolo
experimental, realizamos as andlises morfoldgicas cardiacas com o intuito de avaliar qual o
remodelamento cardiaco observado no nosso modelo animal. Foram avaliados: o didmetro do
cardiomidcito, a fracdo de coldgeno cardiaco na drea ventricular esquerda livre de infarto e a
area infartada. Apos quarenta e oito horas de fixacdo em formalina tamponada (10%), o
ventriculo esquerdo foi submetido ao processamento histolégico habitual, com cortes de
quatro micra e coloragdo por Hematoxilina-eosina, tricroma de Masson e Picrossirius red.

A medida do didmetro transverso dos cardiomidcitos foi realizada em sistema
computadorizado (LEICA QUANTIMET 500, Inglaterra) acoplado a um microscépio 6ptico
com aumento de 400 vezes. Os cardiomidcitos mensurados, orientados em corte longitudinal,
compreenderam a drea cardiaca ndo infartada (drea remota). Para determinacdo do grau de
hipertrofia do ventriculo esquerdo, o didmetro dos midcitos foi considerado a partir de uma
média de 10 valores medidos para cada animal.

Outra parte do ventriculo esquerdo armazenado em formalina foi destinada a andlise
quantitativa de coldgenos. O ventriculo esquerdo foi cortado, no sentido transversal, em cinco
anéis equidistantes de 5 um ao longo de seu maior eixo. Os anéis foram embebidos em
parafina e corados com Picrossirius red. A seguir, o grau de fibrose do miocardio foi avaliado
pelo método de volumetria de pontos em sistema computadorizado (LEICA QUANTIMET
500, Inglaterra) acoplado a um microscépio 6ptico com aumento de 200 vezes.

Por fim, a porcentagem da drea de infarto foi avaliada, em corte medial do ventriculo
esquerdo, pela razdo entre o volume da drea marcada com o corante tricroma de Masson e o
volume total do coracdo. Todas as andlises morfométricas foram realizadas em nosso

laboratorio.

4.11 AVALIACAO DO TRANSIENTE DE CALCIO EM CARDIOMIOCITO ISOLADO

A aquisicdo de imagens e a medida da concentracio intracelular de Ca®* no midcito
cardiaco foram realizadas utilizando o microscépio confocal Zeiss LSM 510 Meta (Zeiss

GmbH, Jena, Alemanha), na configuragao line-scan, com o intuito de obter informagdes sobre
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a amplitude e a cinética do transiente de Ca**, conforme descrito por Guatimosim et al. (2001)
(GUATIMOSIM et al., 2001). Os cardiomidcitos isolados foram previamente incubados com
Fluo4-AM 5 uM (Invitrogen, EUA), uma sonda fluorescente sensivel ao Ca*t (Kex= 488nm e
Kem=515nm), durante 30 minutos em temperatura ambiente (25-30°C). Apds a marcagdo, o
excesso da sonda foi removido e adicionamos solucdo Tyrode para a realizacdo dos
experimentos. As células foram plaqueadas e visualizadas no microscopio confocal, € no
momento do experimento estimuladas a 1 hertz, com um pulso quadrado de duracdo de 5
milissegundos e 30 volts. Para o registro do transiente de Ca”*, oito pulsos elétricos foram
aplicados e foram realizadas varreduras ao longo de uma linha (512 x 3000 pixels), com laser
de argbnio (488 nm) e frequéncia de aquisicdo de 1,54 milissegundos. Os parametros
avaliados foram: relagao F/FO, maxima fluorescéncia / fluorescéncia basal, tempo para o pico
da maxima fluorescéncia e tempo de recaptacdo de 50 (t 50) e 90% (t 90) do Ca**. A Figura 4
representa a andlise final para uma imagem de variagdo da intensidade de fluorescéncia ao
longo do tempo. O ponto de inicio representa o instante de tempo em que é considerado o
inicio da variacdo de fluorescéncia. O ponto de maxima fluorescéncia € o instante de tempo
no qual é considerado o ponto de maxima intensidade de fluorescéncia (F). O ponto de
fluorescéncia basal € considerado o background de fluorescéncia (F0), sendo a relacio entre
os dois (F/FO) o representante de variacdo global de Ca®*. Os pontos em cinza representam de
10-90% da recaptacao de Ca®*. Esse ensaio foi realizado em colaboragdo com a Prof. Dra.
Silvia Carolina Guatimosim Fonseca, no Instituto de Ciéncias Bioldgicas - Departamento de

Fisiologia e Biofisica da Universidade Federal de Minas Gerais.
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Figura 4 — Esquema ilustrativo dos principais parimetros avaliados no transiente de calcio

(Adaptado de Campos, DR, 2011).

4.12 CARACTERIZACAO DA FUNCAO E DINAMICA MITOCONDRIAL CARDIACA

4.12.1 Funcao mitocondrial cardiaca

Com o intuito de caracterizar a funcao mitocondrial na disfuncdo cardiaca, assim como
o efeito do TF nessa varidvel, realizamos uma avaliacdo bioenergética/funcional mais pontual
e informativa na mitocOndria. Para isso analisamos o consumo de O, o potencial da
membrana interna, a permeabilidade dos poros mitocondriais e a produc¢do de H,O, na
mitocOndria isolada cardiaca, bem como a quantidade de ATP no lisado cardiaco. E
importante ressaltar que a maior parte dos resultados encontrados estd expressa na forma de
porcentagem do grupo controle (SHAM) para evitar uma dispersdo aumentada dos dados, pois
as deteccdes fluorimétricas foram realizadas em lotes de animais em diferentes periodos.
Esses procedimentos foram realizados em colaboracdo com a Prof. Dra. Alicia Juliana
Kowaltowski, no Laboratério de Mitocondrias e Viabilidade Celular do Instituto de Quimica
da Universidade de Sdo Paulo. Além disso, avaliamos o transiente de Ca2+, a qualidade da
estrutura mitocondrial e a producdo mitocondrial de EROs em cardiomidcitos isolados dos

ratos adultos dos diferentes grupos experimentais, em colabora¢cdo com a Prof. Dra. Silvia
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Carolina Guatimosim Fonseca, no Instituto de Ciéncias Bioldgicas - Departamento de
Fisiologia e Biofisica da Universidade Federal de Minas Gerais.

Posteriormente a essas andlises, avaliamos a homeostase redox no lisado cardiaco por
meio da quantificacdo da peroxidagdo lipidica, carbonilacdo de proteinas e formacdo de
adutos de 4-HNE, atividade das enzimas antioxidante catalase e SOD, e niveis de glutationa

cardiacos.

Consumo de oxigénio na mitocondria cardiaca isolada

A medida do consumo de O, mitocondrial foi realizada utilizando-se um eletrodo
especifico de O, (do tipo Clark) acoplado a um registrador (Oxygraph System, Hansatech),
previamente descrito por Da Silva et al. (2003) (DA SILVA et al., 2003). O eletrodo ¢
composto por um catodo de platina e um anodo de prata, imersos em solugdo eletrolitica de
KCI. A reacdo se processa pela corrente gerada entre os eletrodos e € relacionada a
concentracdo de O, na superficie do catodo. Cada amostra de mitocondria cardiaca foi diluida
em tampao de KCl (Sacarose 125mM, KCL 65mM, Hepes, 10mM, KH2PO4 2 mM, MgCl,
2mM, 0,01% BSA, pH 7.2) numa concentragdo final de proteina de 0,125mg/mL. Os registros
de consumo de O, foram feitos na presenca dos substratos succinato (2mM) e malato-
glutamato (2mM). O médximo consumo de O, no Estado 3 da respiragdo foi mensurado na
presenca de ADP (1ImM). Para a avaliagdo do méximo consumo de O, no Estado 4 da
respiracdo mitocondrial, um inibidor do complexo V (Oligomicina 1pug/mL) foi adicionado ao
ensaio. Vale destacar que a medida do controle respiratério é quantificada pela razdo dos
Estados 3 e 4 da respiracdo mitocondrial. Além disso, utilizamos um desacoplador da
membrana interna mitocondrial (CCCP — Carbonyl Cyanide m-Chlorophenyl Hydrazone,
1uM) para estimular o consumo maximo de O,. Os valores relativos foram expressos na
forma de porcentagem do grupo controle (SHAM). Esse procedimento foi realizado em
colaboracdo com a Prof. Dra. Alicia Juliana Kowaltowski, no Laboratério de Mitocondrias e

Viabilidade Celular do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo.

Potencial da membrana interna da mitocéndria cardiaca isolada

O potencial da membrana interna da mitocondria foi avaliado por espectrofluorimetria
(TAHARA, NAVARETE, KOWALTOWSKI, 2009). Cada amostra de mitocondria cardiaca
foi diluida em um tampao de KCI (Sacarose 125mM, KCL 65mM, Hepes, 10mM, KH2PO4 2
mM, MgCl, 2mM, 0,01% BSA, pH 7.2) numa concentracgao final de proteina de 0,125mg/mL.

Apds a adicdo de safranina O (SuM), succinato (2mM) e malato-glutamato (2mM), o
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potencial da membrana interna foi estimado por mudancas na fluorescéncia (Kx= 485nm e
Kem= 586nm). Utilizamos um desacoplador da membrana interna da mitocondria (CCCP
1uM) para inibir seu potencial da membrana. O ensaio baseia-se no acimulo de safranina O,
um cdtion lipofilico, no interior ou na proximidade da membrana mitocondrial interna,
reduzindo a fluorescéncia da suspensdo de forma proporcional ao balanco eletroquimico
mitocondrial. Os dados obtidos foram corrigidos por um gradiente de potdssio na presenga de
valigomicina (4,5mM), um ion6foro altamente seletivo ao potdssio que facilita sua entrada na
matriz desfazendo o potencial de membrana e liberando a safranina na suspensdo. Os valores,
expressos em milivolts foram determinados por meio da equacdo de Nernst. Esse
procedimento foi realizado em colaboracdo com a Prof. Dra. Alicia Juliana Kowaltowski, no
Laboratério de Mitocondrias e Viabilidade Celular do Instituto de Quimica da Universidade

de Sao Paulo.

Andlise qualitativa da estrutura mitocondrial do cardiomiocito isolado

A visualizacdo da mitocondria no cardiomidcito isolado foi obtida através de imagens
realizadas no microscopio confocal Zeiss LSM 510 Meta (Zeiss GmbH, Jena, Alemanha). Os
cardiomidcitos isolados foram previamente incubados com uma sonda fluorescente sensivel
ao potencial de membrana mitocondrial [Mitotracker Green 200nM (Molecular Probes,
EUA)] durante 30 minutos a 37°C. Apds a marcagdo, o excesso da sonda foi removido e
adicionamos solucdo Tyrode (NaCl 130 mM, KCl 5,4mM, Hepes 25mM, NaH2PO4 0,33mM,
MgCl, 1mM, é&cido latico ImM, piruvato de s6dio 3mM e glicose 22mM, pH 7.4) para a
realizacdo dos experimentos. As células foram plaqueadas e visualizadas no microscépio
confocal, a marcagdo das mitocondrias foi identificada pelos comprimentos de onda de 490nm
para excitagdo e 516nm para emissdo. Esse ensaio foi realizado em colaboragao com a Prof.
Dra. Silvia Carolina Guatimosim Fonseca, no Instituto de Ciéncias Bioldgicas - Departamento

de Fisiologia e Biofisica da Universidade Federal de Minas Gerais.

Permeabilidade dos poros da mitocondria cardiaca isolada

A abertura dos poros mitocondriais foi determinada pela maxima captacdo de Ca**
medida por espectrofluorimetria (FORNAZARI et al., 2008). Cada amostra de mitocondria
cardiaca foi diluida em um tampao de KCl (Sacarose 125mM, KCL 65mM, Hepes, 10mM,
KH2PO4 2 mM, MgCl, 2mM, 0,01% BSA, pH 7.2) numa concentragao final de proteina de
0,125mg/mL. Apés a adicdo de Calcium Green (0,1uM), succinato (2mM), malato-glutamato

(2mM) e subsequentes adi¢des de S0uM de CaCl,, a abertura dos poros foi determinada por
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mudancas na fluorescéncia (£ex= 506nm e A= 532nm), e os valores foram expressos em
micromoles por minuto por miligrama de proteina. Para confirmar se o inchamento € derivado
da abertura dos PTPM, realizamos o mesmo ensaio na presenca de um inibidor da abertura
dos PTPM, a ciclosporina A (15nM). Os valores encontrados estdo expressos na forma de
porcentagem do grupo controle (SHAM). Esse procedimento foi realizado em colaboracio
com a Prof. Dra. Alicia Juliana Kowaltowski, no Laboratério de MitocOndrias e Viabilidade

Celular do Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo.

Liberagdo de peroxido de hidrogénio pela mitocondria cardiaca isolada

A produgdo de H,O, mitocondrial foi avaliada por espectrofluorimetria (TAHARA,
NAVARETE, KOWALTOWSKI, 2009). Cada amostra de mitocOndria cardiaca foi diluida
em um tampao de KCI (Sacarose 125mM, KCL 65mM, Hepes, 10mM, KH2PO4 2 mM,
MgCl, 2mM, 0,01% BSA, pH 7.2) numa concentragdo final de proteina de 0,125mg/mL. A
producdo de H,0O, foi determinada pela geracdo de resorufina, fruto da oxidacdo do Amplex
Red (25uM) na presenca de horseradish peroxidase (0,5 U/mL), identificada pelos
comprimentos de onda de 563nm para excitacdo e 587nm para emissao. O ensaio foi realizado
na presenca de succinato (2mM), malato-glutamato (2mM), ADP (1mM) e Oligomicina
(1ug/mL). Também foi realizada a quantificacdo da producdo de H,O, na presenca de
inibidores do complexo I (rotenona, 2uM), complexo III (antimicina A, 0,15pg/mL) e CCCP
(1uM). A quantificagdo dos valores foi feita apds uma calibragdo com quantidades conhecidas
de H,0O,, e expressos na forma de porcentagem do grupo controle (SHAM). Esse
procedimento foi realizado em colaboracdo com a Prof. Dra. Alicia Juliana Kowaltowski, no
Laboratério de MitocOndrias e Viabilidade Celular do Instituto de Quimica da Universidade

de Sao Paulo.

Producgdo mitocondrial de anion superoxido no cardiomiocito isolado

A quantificacdo do O, mitocondrial no cardiomidcito isolado foi obtida através de
imagens realizadas no microscopio confocal Zeiss LSM 510 Meta (Zeiss GmbH, Jena,
Alemanha), adaptado de Batandier et al. (2006) (BATANDIER et al.,, 2002). Os
cardiomidcitos isolados foram previamente incubados, durante 30 minutos a 37°C, com
MitoSOX Red 3uM (Molecular Probes, EUA), uma sonda fluorescente que é oxidada na
presenca do O,, emitindo a coloragdao vermelha. Apds a marcagdo, o excesso da sonda foi
removido e adicionamos solu¢do Tyrode para a realizagdo dos experimentos. As células foram

plaqueadas e visualizadas no microscopio confocal e a producdo mitocondrial de O, foi
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estimada por mudancas na fluorescéncia (Aex= 510nm e A= 580nm). Esse ensaio foi
realizado em colaboragdo com a Prof. Dra. Silvia Carolina Guatimosim Fonseca, no Instituto
de Ciéncias Bioldgicas - Departamento de Fisiologia e Biofisica da Universidade Federal de

Minas Gerais.

Avaliagdo da peroxidagdo lipidica no lisado cardiaco

A peroxidagao lipidica é um importante marcador de estresse oxidativo intracelular
(NIKI, 2008). Tal fendmeno refere-se ao dano oxidativo sofrido por dcidos graxos
poliinsaturados, especialmente os presentes na membrana, podendo levar a morte celular
(GROC et al., 2001). O nivel de peroxidacdo lipidica foi determinado pelo ensaio de
substancia reativa ao dcido tiobarbitirico (TBARS), de acordo com o protocolo descrito por
Oxi-Tek TBARS Assay Kit (Zeptometrix, EUA). De forma resumida, 100 pl de solucdo
dodecil sulfato de sddio foram adicionadas a 100 pl do lisado cardiaco. Na sequéncia, 2,5mL
do tampdo reagente de 4cido tiobarbitdrico (0,5 g de 4cido tiobarbitirico, S0 mL de acido
acético e 50 mL de hidréxido de sédio) foram adicionados a mistura, entdo incubada a 95°C
por 60 minutos. Apds este periodo as amostras foram resfriadas em gelo durante 10 minutos, e
centrifugadas a 3000 rotagdes por minuto, por 15 minutos. O sobrenadante foi removido e a
intensidade da fluorescéncia determinada pelos comprimentos de onda de 530nm para
excitacdo e 550nm para emissdo. Esse ensaio baseia-se na mensuracdo do malondialdeido
(MDA), um produto da peroxidagdo lipidica, que quando aquecido na presenca de &cido
tiobarbitdrico forma um composto de cor rosa que pode ser medido por fluorimetria
(ESTERBAUER, CHEESEMAN, 1990). A concentragio de TBARS foi expressa em

nmol/mg de proteina, por interpolagdo da curva de MDA, nas concentracdes de 0 a 200 nM.

Andlise dos niveis de proteinas carboniladas e adutos de 4-HNE no lisado cardiaco

Para andlise dos niveis de proteinas carboniladas e adutos de 4-HNE foi utilizada
como base a técnica de Western Blotting. As amostras de tecido cardiaco coletadas foram
imediatamente homogeneizadas em tampao de extracdo (Manitol 210mM, sacarose 70mM,
MOPS 5mM, EDTA 1mM, 0.1%Triton X100, pH 7.4), e os homogeneizados foram
centrifugados por 10 minutos, a 3000 rota¢des por minuto em temperatura de 4°C.

O nivel de proteinas carboniladas foi avaliado conforme descrito por Antony et al.
(2004). Nesse método, 20 pg do lisado cardiaco foram incubados com DNPH (2,4-
dinitrofenilhidrazina) por 15 minutos, promovendo a reagdo de DNPH com grupos carbonil

das cadeias laterais das proteinas, resultando em 2,4-dinitrofenilhidrazona (ANTONY et al.,
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2004). Apés essa etapa, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE 10%) no aparelho para minigel (Mini-Protean, Bio-Rad, Alemanha), e em
seguida foi realizada uma transferéncia elétrica (1 hora/100 volts) das proteinas separadas no
gel para uma membrana de fluoreto de polivilideno utilizando-se o equipamento Mini-Trans
Blot (Bio-Rad, Alemanha) (TOWBIN, OZBEY et al., 2001). As membranas foram coradas
com Ponceau S para a verificacdo da integridade das proteinas e eficiéncia da transferéncia. A
ligacdo inespecifica de proteinas na membrana foi diminuida pela incubagdo destas com 10
mL de solucdo bloqueadora (5% de leite ou albumina em TBS-T) por 2 horas em temperatura
ambiente. Estas membranas foram posteriormente incubadas com um anticorpo primario
especifico para 2,4-dinitrofenilhidrazona por 1 hora em temperatura ambiente. Na sequéncia as
mesmas foram lavadas 3 vezes por 10 minutos com solu¢do TBS-T (solu¢dao tampao Tris
acrescida de rween-20) e incubadas por 1 hora com o anticorpo secundario anti-IgG marcado
com peroxidase em solu¢cdo bloqueadora. A imunodetec¢do das bandas foi promovida pela
reacdo quimioluminescente apds uso do sistema ECL Western blotting Detection Reagents
(Amersham, EUA) e posteriormente quantificadas pelo sistema Imagel, fornecido
gratuitamente pelo NIH (EUA) via Internet. A proteina GAPDH (gliceroldeido-3-fosfato
desidrogenase) foi utilizada como normalizadora.

Para avaliacdo da formacdo dos adutos de 4-HNE no lisado cardiaco, as amostras
foram diluidas em tampao Laemmli (LAEMMLI, 1970) e submetidas aos processos de
eletroforese e transferéncia descritos acima. Os adutos de 4-HNE foram identificados pelo
anticorpo primdrio anti-4-HNE (Calbiochem, EUA), diluidos em solucdo bloqueadora a 4°C
overnight, e posteriormente reconhecidos apds 2 horas de incubag@o com o anticorpo anti-IgG

marcado com peroxidase.

Atividade da catalase no lisado cardiaco

A atividade da catalase foi mensurada no lisado cardiaco através da produgao
de O, utilizando-se um eletrodo especifico de O, (do tipo Clark) acoplado a um registrador
(Oxygraph System, Hansatech) (AEBI, 1984). 500mM de H,0, foram diluidos em 2 mL de
tampao de KCI (Sacarose 125mM, KCL 65mM, Hepes, 10mM, KH2PO4 2 mM, MgCl,
2mM, 0,01% BSA, pH 7.2), na presenga de succinato (2mM) e malato-glutamato (2mM).
Ap6s 2 minutos de estabilizacdo, 20 pug do lisado cardiaco foram adicionados a mistura parda
determinacdo da atividade da catalase. Esse ensaio baseia-se na reacdo de dismutagdo
catalisada pela enzima, que decompde o peréxido de hidrogénio em dgua e O,, conforme

equagdo abaixo:
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2 H202 —» 2 HZO + 02

Os valores estdo expressos em unidades por miligrama de proteina, no qual uma
unidade corresponde a 1 pmol de O, produzido por minuto. Esse procedimento foi realizado
em colaboracdo com a Prof. Dra. Alicia Juliana Kowaltowski, no Laboratério de Mitocondrias

e Viabilidade Celular do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo.

Atividade da superoxido dismutase (SOD) no lisado cardiaco

A atividade da enzima foi avaliada por um método que consiste na inibicao da
reducdo de citocromo C por radicais superdxidos gerados pelo sistema xantina-xantina
oxidase, proporcionada pela SOD presente na amostra testada, que competird com citocromo
C pelos radicais gerados (McCORD, FRIDOVICH, 1969). Os coracdes foram
homogeneizados em tampao fosfato (PBS 50mM, pH 7,4 + EDTA 1mM) e centrifugados a
12000g durante 15 minutos (4°C). Inicialmente, a taxa de redugdo de citocromo C foi avaliada
na auséncia de amostra, pela leitura da taxa de alteracdo de absorbancia a 550nm durante 5
minutos, em solucdo contendo citocromo C (19mM), xantina (1,18mM) e xantina oxidase
diluidos em tampao fosfato (50mM, pH 7,8). A concentracdo de xantina oxidase foi ajustada
para uma velocidade de redug¢do de citocromo C de 0,025 unidades de absorbancia por
minuto. Na sequéncia a taxa de reducdo de citocromo C foi acompanhada durante 5 minutos
na presenca da amostra diluida na solu¢do supracitada. A atividade de SOD foi entdo
calculada pela diferenca entre a taxa de oxidagdo de citocromo C na auséncia e na presenca de
amostra e os valores estdo expressos em unidades de SOD por minuto por miligrama de

proteina. Esse experimento foi realizado em nosso laboratorio.

Os niveis de glutationa oxidada e reduzida no lisado cardiaco

Além da atividade das enzimas antioxidantes, optamos por avaliar também os niveis
de glutationa no lisado cardiaco, fruto da acdo da enzima glutationa peroxidase. Esse
importante composto organico pode ser encontrado na forma reduzida (GSH) ou oxidada
(GSSQG), e sua relevancia € tamanha que a razdo GSH/GSSG € normalmente utilizada para
estimar o estado redox dos sistemas biologicos (TOUSSAINT, HOUBION, REMACLE,
1993). O ensaio fluorimétrico foi feito de acordo com o protocolo descrito em DetectX —
Glutathione fluorescent detection kit (Arbor Assays, EUA) cujo principio baseia-se na

reducdo da glutationa na presenca de NADPH (Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) e
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glutationa redutase. Com esse método foi possivel calcular a glutationa total, a glutationa
reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), bem como a razdo GSH/GSSG. Os coragdes foram
homogeneizados em tampao fosfato (PBS 100mM, pH 7,0) e centrifugados a 14000 rotacdes
por minuto durante 10 minutos (4°C). O sobrenadante foi incubado com 5% de dacido
sulfossalicilico por 10 minutos (4°C) e submetido a mais uma centrifugacdo, sendo misturado
ao tampao de ensaio na propor¢do 1:2,5 ao final do processo. Na sequéncia, 50 uL. da amostra
tratada foram incubados com ThisStar Reagent (25 plL) em temperatura ambiente por 15
minutos para obten¢do da GSH ap6s mudancgas na fluorescéncia (£ex= 370-410nm e Lep= 510
nm). Para determinagdo da glutationa total, as amostras contidas na placa foram incubadas
com uma mistura de NADPH e glutationa redutase (25 pL) por mais 15 minutos em
temperatura ambiente, € os valores foram determinados apds a mesma leitura de
fluorescéncia. Vale destacar que os valores estdo expressos em nmol por miligrama de
proteinas e o nivel de GSSG foi determinado conforme férmula abaixo. Esse experimento foi

realizado em nosso laboratorio.

GSSG: (glutationa total — GSH)
2

Quantificagdo do ATP cardiaco

Ap6s a retirada dos coragdes, S0mg de tecido foram imediatamente homogeneizados
em ImL de 4cido tricloroacético (1%) para que ocorra a precipitacdo das proteinas e
preservacdo do ATP, conforme descrito previamente por Stanley (1986) (STANLEY, 1986).
As amostras foram centrifugadas e o sobrenadante foi congelado em freezer -80°C.
Previamente as andlises, o pH devera ser ajustado para 7.0. As concentracdes de ATP foram
determinadas pela emissdao de luz no comprimento de onda de 560nm, de acordo com o
protocolo descrito por ATP Determination Kit (Invitrogen, EUA), e os valores foram
expressos em picomoles por miligrama de proteina. O ensaio baseia-se na clivagem da
luciferina (substrato) pela luciferase (enzima recombinante), na presenca de ATP e O,,

emitindo luz, conforme equacdo abaixo. Esse experimento foi realizado em nosso laboratério.

ATP + luciferina + O, » oxiluciferina + AMP + pirofosfato + CO; + luz
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4.12.2 Dinamica mitocondrial cardiaca

Na tentativa de avaliar se possiveis alteracdes na funcdo mitocondrial cardiaca estdo
associadas a mudancas na dindmica mitocondrial na disfuncdo cardiaca, avaliamos a
expressao proteica da Mfnl, Mfn2, OPAI, Drpl e Fisl na mitocondria cardiaca isolada, a
atividade GTPase especifica das proteinas Mfnl, Mfn2 e Drpl na fracdo mitocondrial, a
densidade e a morfologia mitocondrial cardiaca (nimero e area). Esses procedimentos foram
realizados em colaboracdo com a Profa. Daria Mochly-Rosen, no Departamento de Quimica e

Biologia de Sistemas da Universidade de Stanford (CA-EUA).

Expressdo proteica das GTPases envolvidas na dindmica mitocondrial

A andlise da expressdo proteica das GTPases envolvidas na dindmica mitocondrial no
tecido cardiaco foi realizada por meio da técnica de Western blotting. Para isso, a fracdo
mitocondrial cardiaca dos animais estudados foi submetida aos processos de eletroforese e
transferéncia, e as proteinas relacionadas a fusao — Mfn1, Mfn2, OPA1 e fissdao mitocondrial —
Drpl e Fisl, foram identificadas apds incubacdo com os anticorpos primdrios anti-Mfnl e
Mifn2 (Abnova, EUA), OPA1 e Drpl (BD Bioscience, EUA), e Fisl (Alexis Biochemicals,
Reino Unido) diluidos em solug@o bloqueadora a 4°C overnight. A proteina VDAC (voltage-
dependent anion channel) foi utilizada como normalizadora. A metodologia completa da
técnica de Western Blotting estda descrita detalhadamente na secdo Andlise dos niveis de

proteinas carboniladas e adutos de 4-HNE no lisado cardiaco.

Imunoprecipitacdo e avaliacdo da atividade GTPase especifica das proteinas
envolvidas na dindmica mitocondrial

Além da avaliagdo da expressdo proteica das GTPases envolvidas na dindmica
mitocondrial, decidimos analisar a atividade especifica das GTPases Mfnl, Mfn2 e Drpl na
mitocondria cardiaca isolada. Para isso, 250 pug da fragdo mitocondrial foram incubadas com
anticorpos especificos para cada proteina, conforme citados anteriormente, em ImL de
tampao RIPA (NaCl 150mM, EDTA 5mM, Tris-HCI 10mM, 0.1%Triton X100, pH 7.4)
durante trés horas (4°C). Em seguida, a mistura foi incubada com 40 pL de beads de proteina
agarose-G por uma hora (4°C) e ao final os imunocomplexos foram lavados trés vezes com
tampao RIPA, com centrifugacdes de 5000 rotagdes por minuto durante 3 minutos entre as

lavagens.
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A atividade especifica de cada GTPase foi avaliada por espectrofotometria conforme
protocolo descrito por GTPase Assay Kit (Innova Biosciences, Reino Unido). O ensaio da
atividade da GTPase baseia-se na liberacdo de fosfato inorganico (Pi), na presenca do
substrato GTP, sendo o Pi reconhecido por um corante que emite cor esverdeada que pode ser
reconhecido a 590-660 nm.100 pL do imunoprecipitado foram incubados com 100 uL do
tampao substrato (Tris 0,5M, MgCl, 0,IM, GTP 10mM, ph 7.4), somados a 50 uL. de Pi. Com
o intuito de evitar a hidrélise ndo enzimatica do GTP, um estabilizador (20 uL) é adicionado a
mistura apés 2 minutos. Apds 30 minutos de incubagdo em temperatura ambiente a leitura foi
realizada. A quantificacio da atividade GTPasica foi feita apdés uma calibragdo com
concentracdes conhecidas de Pi e os valores, expressdao em unidades/mL, foram corrigidos

pela expressao proteica das respectivas GTPases.

Morfologia mitocondrial cardiaca

A morfologia mitocondrial no coracao foi avaliada por meio da técnica de microscopia
eletrobnica, com o intuito de verificar possiveis mudangas na estrutura da organela. A
preparacdo das telas foi feita conforme descrito por Karnovsky (1964) (KARNOVSKY,
1964), e as imagens foram registradas em computador acoplado ao microscépio eletronico,
conectado a um sistema fotografico. Posteriormente, o nimero e a drea mitocondrial foram
quantificados pelo sistema ImageJ, fornecido gratuitamente pelo NIH (EUA) via Internet.
Para o calculo do numero de mitocondrias foram analisados 10 campos visuais por animal
(n=3 por grupo) e a média estd apresentada na forma de nimero de mitocondrias por 100pm>.
A drea mitocondrial estd expressa em um’ e foi quantificada a partir da andlise de 300

mitocondrias por grupo.

Densidade mitocondrial

Avaliamos a densidade mitocondrial por meio da expressdo proteica das proteinas
VDAC (i.e. voltage-dependent anion channel) e IDH2 (isocitrato desidrogenase 2) no lisado
cardiaco, pela técnica de Western Blotting. Vale destacar que a VDAC estd presente na
membrana externa mitocondrial e a IDH2 € uma proteina de matriz mitocondrial, e que a
razdo VDAC/IDH?2 indica a densidade mitocondrial. A metodologia completa da técnica de
Western Blotting esta descrita detalhadamente na secdo Andlise dos niveis de proteinas

carboniladas e adutos de 4-HNE no lisado cardiaco.
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4.13 ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente a distribuicdo dos dados obtidos nesse estudo foi testada por meio do
teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Os dados foram apresentados na forma de média * erro
padrao e comparados pela andlise de variancia (ANOVA) de dois caminhos (fenétipo e TF
como fatores independentes) ou de trés caminhos (fenétipo, TF e periodo experimental como
fatores independentes, considerando o tempo como uma medida repetida). Essa andlise foi
executada no programa Statistica (StatSoft, Inc., EUA) e para todas as andlises foi utilizado

post-hoc de Duncan e nivel de significancia p<0,05.
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5. RESULTADOS

Para o melhor entendimento dos resultados, essa sessdo serd apresentada em trés
diferentes subsecdes: 5.1 Caracterizacdo fenotipica do modelo animal de disfuncdo cardiaca
associado ao infarto do miocdrdio; 5.2 Efeito do treinamento fisico aerébico na funcgdo
mitocondrial cardiaca em modelo animal de disfun¢do cardiaca associado ao infarto do
miocardio e 5.3 Efeito do treinamento fisico aerdbico na dindmica mitocondrial cardiaca em

modelo animal de disfun¢do cardiaca associado ao infarto do miocardio.

5.1 CARACTERIZACAO FENOTIPICA DO MODELO DE DISFUNCAO CARDIACA
ASSOCIADO AO INFARTO DO MIOCARDIO: EFEITOS DO TREINAMENTO FISICO
AEROBICO

Uma vez que optamos pelo modelo de disfun¢do cardiaca de etiologia isquémica,
decidimos realizar, a priori, uma caracterizacdo da evolugdo da disfungdo ventricular apds a
cirurgia de ligadura da artéria corondria descendente anterior nesse modelo. Para isso,
analisamos parametros funcionais e morfolégicos, quatro e doze semanas apds a cirurgia de
ligadura da corondria com o intuito de confirmar o quadro de disfuncdo cardiaca associada ao
infarto do miocardio.

Para confirmar a disfunc@o cardiaca e o efeito do TF na funcdo cardiaca, foi avaliada a
funcdo ventricular dos animais quatro e doze semanas apds a cirurgia ficticia ou de infarto do
miocdrdio (oito semanas ap6s o periodo de TF ou sedentarismo) pelo exame ecocardiogréfico,
em colaboracdo com o Instituto do Coracdo do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdo Paulo. Vale destacar que essas andlises correspondem as
etapas pré e pos-TF ou sedentarismo nos grupos SHAM, SHAM-TF, DISFUNCAO
CARDIACA e DISFUNCAO CARDIACA-TF. Como demonstrado na Tabela 2, no periodo
pré-TF os animais submetidos 2 cirurgia de infarto do miocérdio (DISFUNCAO CARDIACA
e DISFUNCAO CARDIACA-TF) apresentaram uma significante reducio da FE quando
comparados aos animais dos grupos SHAM e SHAM-TF. O TF foi capaz de promover uma

significante melhora na funcio cardiaca do grupo DISFUNCAO CARDIACA-TF quando
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comparado ao periodo pré-TF e ao grupo que permaneceu sedentirio (DISFUNCAO
CARDIACA).

Ainda na Tabela 2 podemos observar os dados referentes ao didmetro e espessura do
ventriculo esquerdo. Os animais que passaram pela cirurgia de infarto do miocardio
desenvolveram um aumento nos diametros diastélico (DDFVE) e sistélico (DSFVE) final do
ventriculo esquerdo, pré-TF, em relacdo aqueles que foram submetidos apenas a cirurgia
ficticia. Esses dados corroboram a redugdo da FE, que possivelmente pode estar relacionada
ao aumento no volume residual cardiaco em sistole, confirmando assim a disfungao
ventricular. Além disso, foi observada uma reducdo na espessura do septo interventricular na
sistole (SIVSis) nos grupos DISFUNCAO CARDIACA e DISFUNCAO CARDIACA-TF,
quando comparados aos animais controle, sem nenhuma altera¢io na espessura do mesmo em
didstole (SIVDi). Também observamos nos animais que passaram pela cirurgia de infarto do
miocdardio, uma reducgdo significante na espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo
em sistole (PPSis). O grupo SHAM-TF apresentou reducao na parede posterior do ventriculo
esquerdo em didstole (PPDi) quando comparado aos demais grupos para o mesmo periodo.

O TF foi eficaz em restaurar os diametros diastélico (DDFVE) e sistolico (DSFVE)
final do ventriculo esquerdo do grupo DISFUNCAO CARDIACA-TF para valores préximos
aos do grupo controle. Além disso, aumentou a espessura do septo interventricular na sistole
(SIVSis) desse mesmo grupo quando comparado ao periodo pré-TF. No entanto, vale destacar
que no periodo pés-TF nao foi observada nenhuma diferenga entre os grupos nessa variavel.
Ambos os grupos infartados (DISFUNCAO CARDIACA e DISFUNCAO CARDIACA-TF)
tiveram um aumento na espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo em sistole
(PPSis) apds o periodo experimental de oito semanas, abolindo a diferenga observada
anteriormente. Contudo, o grupo SHAM-TF apresentou um aumento significante na espessura
da parede posterior do ventriculo esquerdo em didstole (PPDi) apds o TF quando comparado
aos grupos SHAM, DISFUNCAO CARDIACA e DISFUNCAO CARDIACA-TF. A melhora
na morfologia cardiaca dos animais que passaram pela cirurgia de infarto do miocérdio e

realizaram o TF corrobora a melhora na FE.
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Tabela 2 - Medidas ecocardiograficas na disfuncio cardiaca: efeitos do treinamento fisico aerobico

PRE-TREINAMENTO FiISICO

POS-TREINAMENTO FiSICO

DISFUNCAO DISFUNCAO

DISFUNCAO DISFUNCAO

Parametros szSA)M SHA&?'TF CARDIACA CARDIACA-TF S%‘)M SH"%'TF CARDIACA CARDIACA-TF
(14) (12) (13) (12)

FE (%) 40 +2 40 +2 25 + 2%& 24 + 1% 40 + 1 39+£2 24 +2%& 34 4 obudH
DDFVE (mm) 7,41 +0,33 750 £034 883 +0,36%% 874 +036%% 8,05 +0,42 8,01 +£022 871+043%%  826+0,39
DSFVE (mm) 4,46 +0,19 455+039 6,73 +0,42%% 6,60 +0,39%& 4,94 + 0,35 516039 6,70 +£0,59%%  555+042

SIVDi (mm) 0,90 + 0,09 0,85 + 0,09 0,91 + 0,04 0,97 + 0,05 1,15 0,09 1,14 £ 0,08 1,03 £ 0,05 1,05 + 0,06
SIVSis (mm) 1,90+ 0,19 1,85+0,12 145+0,10%% 138 +0,12%& 1,89 +0.11 2,05+ 0,20 1,70 £ 0.10 1,86 +0,14%
PPDi (mm) 1294005  095+0,07% 1,23+0,07% 1,33 +0,05% 138+0,12 1,71 +0,08%% 133 +0,05% 1,30 + 0,08%
PPSis (mm) 2,31 0,05 231+0,00 2,06+0,08%%  1,90+0,14%& 2,40 0,14 2,63+0.17 2.48 0,16} 2.40+0,11%

FE — fracdo de encurtamento; DDFVE — didmetro diastélico final do ventriculo esquerdo; DSFVE — didmetro sistolico final do ventriculo esquerdo; SIVDi —
espessura do septo interventricular na didstole; SIVSis — espessura do septo interventricular na sistole; PPDi — espessura da parede posterior do ventriculo
esquerdo em didstole e PPSis - espessura da parede posterior do ventriculo em sistole dos grupos SHAM, SHAM-TF, DISFUNCAO CARDIACA e
DISFUNCAO CARDIACA-TF, pré- e pés-treinamento fisico.$ diferenga significante vs. o mesmo grupo no periodo Pré-treinamento fisico (p< 0,05); *
diferenca significante vs. SHAM (p< 0,05); & diferenca significante vs. SHAM-TF (p< 0,05); # diferenca significante vs. DISFUNCAO CARDIACA (p<
0,05). Os dados foram comparados entre os grupos pela andlise de varidncia de trés caminhos (ANOVA) com post-hoc de Duncan.
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A disfuncdo cardiaca estd relacionada a intolerancia ao esforco fisico, que € definida
como reducdo da capacidade de realizacdo de exercicio fisico. E algumas anormalidades
cardiacas podem ser aparentes somente apds a realizacdo de um exercicio maximo até a
exaustdo. Nesse sentido, avaliamos a capacidade maxima de realizacdo do exercicio fisico nos
diferentes grupos experimentais na quarta e décima segunda semana apds a cirurgia ficticia ou
de infarto do miocédrdio (Figura 3). Como podemos observar na Tabela 3, os animais que
passaram pela cirurgia de infarto do miocdrdio nao apresentaram intolerancia aos esforcos
fisicos quando comparados ao grupo controle (SHAM), tanto pré-, quanto pds-periodo
experimental. Esses dados estdo representados pela similaridade na distancia total percorrida
no teste maximo até a exaustdo. Por outro lado e como esperado, os grupos submetidos ao
protocolo de TF (SHAM-TF e DISFUNCAO CARDIACA-TF) aumentaram a tolerdncia aos
esforgos fisicos, comprovando a eficacia do TF.

Posteriormente, e com o intuito de avaliar as variaveis hemodinamicas nesse modelo
animal, realizamos as medidas da pressdo arterial e frequéncia cardiaca através do método
indireto de pletismografia de cauda (Kent Scientific, EUA), conforme descrito no item 4.6.
Como demonstrado na Tabela 3, ambas as varidveis, frequéncia cardiaca e pressao arterial
sistolica, permaneceram similares entre os diferentes grupos no periodo pré-TF, quatro
semanas apds a cirurgia ficticia ou de infarto do miocardio. Ao final do protocolo
experimental os grupos submetidos ao TF (SHAM-TF e DISFUNCAO CARDIACA-TF)
apresentaram bradicardia de repouso quando comparados ao periodo pré-TF e quando
comparados aos grupos que permaneceram sedentirios (SHAM e DISFUNCAO
CARDIACA). Por outro lado, os valores de pressio arterial sistélica permaneceram similares
entre os grupos ao final do protocolo experimental, doze semanas apds a cirurgia ficticia ou de
infarto do miocérdio. E importante ressaltar que a auséncia de modificacdes na pressio arterial
estd de acordo com a literatura, que demonstra que ratos com infartos menores que 30%
(Tabela 3) ndo apresentam anormalidades hemodinamicas (PFEFFER et al., 1979).

Atualmente sabe-se que uma caracteristica marcante do mau prognoéstico da IC € a
hipertrofia cardiaca. O remodelamento cardiaco em doengas cardiovasculares é caracterizado
pelo aumento da massa cardiaca e dd-se em resposta ao aumento do estresse hemodinamico e
neuro-hormonal, culminando em um rearranjo nas vias de sinalizag¢ao celular (CHATTERJEE,
2005). Doze semanas apds a cirurgia de infarto do miocardio, periodo pés-TF, realizamos as

andlises morfoldgicas cardiacas com o intuito de avaliar qual o remodelamento cardiaco
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observado no nosso modelo animal. Foram avaliadas: a massa ventricular esquerda corrigida
pelo peso corporal, didmetro do cardiomidcito, fracdo de coldgeno cardiaco na drea ventricular
esquerda livre de infarto e a drea infartada.

Na Tabela 3 podemos observar que o grupo DISFUNCAO CARDIACA apresentou um
aumento na razdo massa ventricular esquerda pela massa corporal, quando comparado ao
grupo controle. E importante lembrar que os animais estudados ndo apresentaram diferencas
quanto ao peso corporal. No entanto, essa varidvel ndo diferiu dos demais grupos
experimentais (SHAM-TF e DISFUNCAO CARDIACA-TF). Esse aumento na massa do
ventriculo esquerdo nos animais que passaram pela cirurgia de infarto do miocardio e
permaneceram sedentdrios pode ser explicado como resultado do crescimento da drea
remanescente cardiaca como mecanismo compensatério pela redugdo de tecido contritil. E
para confirmar essa hipdtese quantificamos o didmetro dos cardiomidcitos, e o que
observamos foi um aumento nessa varidvel no grupo DISFUNCAO CARDIACA, quando
comparados aos grupos SHAM e SHAM-TF. O TF foi eficaz em normalizar essa hipertrofia
cardiaca nos animais infartados submetidos as oito semanas de protocolo (Tabela 3). Cabe
ressaltar que essas andlises complementam os dados obtidos no ecocardiograma (Tabela 2).

Realizamos também a quantificacdo do volume de coldgeno cardiaco, e os animais com
DISFUNCAO CARDIACA apresentaram um aumento significante na deposicio de coldgeno
no coracdo em relagdo ao grupo SHAM (Tabela 3). Esse quadro reflete a progressiao da
disfunc¢ao ventricular, uma vez que o processo do remodelamento cardiaco patolégico envolve
mudangas adaptativas € ndo adaptativas na morfologia do cardiomidcito, fibrose cardiaca e
inflamacao (CHATTERIJEE, 2005). Por outro lado, o TF foi eficaz em reduzir o volume de
coldgeno cardfaco em ambos os grupos treinados (SHAM-TF e DISFUNCAO CARDIACA-
TF) quando comparados aos grupos sedentérios.

Além disso, podemos notar na Tabela 3, a porcentagem da 4rea de infarto dos grupos
SHAM e DISFUNCAO CARDIACA, avaliada pela razio entre o volume da drea marcada
com o corante tricroma de Masson e o volume total do coracdo. Os animais que passaram pela
cirurgia de infarto do miocdrdio, sedentarios e treinados, apresentaram similaridade na
porcentagem da drea de infarto. A Figura 5 apresenta imagens de cortes transversais dos
coragcOes dos grupos estudados, na altura dos musculos papilares. Essas imagens ilustram o
efeito da cirurgia de infarto do miocardio sobre a estrutura cardiaca dos animais com

disfunc¢ao cardiaca.
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DISFUNCAO
CARDIACA CARDIACA-TF

SHAM SHAM-TF DISFUNCAO

Figura 5 — Imagem representativa de corte transversal do coracio de ratos. SHAM, SHAM-TF,
DISFUNCAO CARDIACA e DISFUNCAO CARDIACA-TFE. O corte foi realizado na
altura dos musculos papilares.
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Tabela 3 — Tolerincia ao esforco, morfologia cardiaca, medidas cardiovasculares e antropométricas na disfuncio cardiaca: efeitos do

treinamento fisico aerébico

PRE-TREINAMENTO FiISICO POS-TREINAMENTO FiSICO

DISFUNCAO DISFUNCAO DISFUNCAO DISFUNCAO

Parametros SHAM  SHAM-TF ¢ ppiacA CARDIACA-TF  SHAM  SHAM-TF 0 phiACA CARDIACA-TF
Distancia maxima 469 + 32 516 +30 457 +49 469 + 31 445 +24 909 + 56%% 437 +28% 855 + 70$*#
percorrida (metros) (8) (8) (14) (12) (8) (7) (13) (12)
Pressiao arterial sistolica 113 +3 113+3 116 +4 122 +3 114 +2 112 +4 117+3 112 +5
caudal (mmHg) (8) (8) (14) (12) (8) (7 (13) (12)
Frequéncia cardiaca 481 + 16 467 =12 480 + 19 464 + 13 480 + 14 407 + 16$* 479 + 17% 393 + l6$*#
(bpm) 3 (8) (14) (12) (®) (7) (13) (12)
Massa corporal () 412 + 11 395 +11 393 + 07 395 +09 452 + 16° 409 + 24% 424 + 14 431 +08
porat(s 8) 8) (14) (12) ®) % (13) (12)
Massa pulméo ~ ~ ~ B 5264039 546034 5174022 559042
(peso iimido/peso seco) ®) (7 (7) (6)
Massa ventriculo _ _ _ _ 2,83 +0,08 299+0,06 3,10+0,07% 3,05 +£0,07
esquerdo (mg/g) ®) (7 (7) (6)
Diémetro do ~ ~ ~ ~ 14330,17 14,03+0,16 14,9020,17%%  14,42+0,22
cardiomidcito (um) (7 (5 (7) (7
Fragiio de coldgeno ~ ~ ~ - 0,05+0,003 0,03 +0,002% 0,07£0,004%%  0,06£0,003%4
cardiaco (%) @) ®) 7 (7

28,07 £4,45 28,78 £3,19
(N (N

Area de infarto (%) -- - - - - -

$ diferenca significante vs. Pré-treinamento fisico (p< 0,05); * diferenca significante vs. SHAM (p< 0,05); & diferenca significante vs. SHAM-TF (p< 0,05),
# diferenca significante vs. DISFUNCAO CARDIACA (p< 0,05). Os dados foram comparados entre os grupos pela andlise de varidncia de trés caminhos
(ANOVA) com post-hoc de Duncan.
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Portanto, os resultados obtidos nesse estudo referentes a caracterizagdo fenotipica do
modelo animal nos permitem afirmar que doze semanas apds a cirurgia de infarto do
miocdrdio nosso modelo animal desenvolveu importantes alteragdes estruturais cardiacas, tais
como: reduc¢do da fungdo cardiaca, dilatacio das cdmaras e hipertrofia cardiaca, o que
culminou na disfun¢@o ventricular. Por outro lado, os animais ndo apresentaram alteracao nas
varidveis hemodinamicas (pressdo arterial sistdlica e frequéncia cardiaca), tampouco
manifestacdo de sinais clinicos da IC, como a intolerancia a realizacdo de esforco fisico e
edema pulmonar. O TF foi eficaz em promover o remodelamento cardiaco reverso,
minimizando a disfuncdo ventricular no nosso modelo animal. Além disso, promoveu
bradicardia de repouso e dobrou a tolerancia aos esforcos fisicos nos grupos que foram
submetidos a oito semanas de exercicio fisico. Acreditamos que os achados desse trabalho
podem contribuir para o melhor entendimento da progressao da disfuncdo ventricular e o

estabelecimento da IC.

5.2 CARACTERIZACAO DA FUNCAO MITOCONDRIAL CARDIACA EM MODELO
ANIMAL DE DISFUNCAO CARDIACA ASSOCIADO AO INFARTO DO MIOCARDIO:
EFEITOS DO TREINAMENTO FISICO AEROBICO

A partir da caracterizagdo fenotipica do modelo animal, nosso proximo objetivo foi
avaliar a funcdo mitocondrial cardiaca. Para isso, optamos por fazer as andlises na
mitocOndria cardiaca isolada a fim de melhor quantificar os pardmetros funcionais da
organela. A maior parte dos resultados encontrados estd expressa na forma de porcentagem do
grupo controle (SHAM), pois as deteccdes fluorimétricas foram realizadas em diferentes lotes
experimentais € a variagdo do sinal fluorimétrico entre os diferentes lotes aumentaria a
dispersdo dos dados. Vale destacar que todos os ensaios foram feitos na presenca de
succinato, malato e glutamato, substratos que conhecidamente participam das fungdes
respiratorias fisiolégicas no tecido cardiaco. Além disso, com o intuito de complementar os
estudos sobre a fun¢do mitocondrial, realizamos ensaios no cardiomidcito isolado e no lisado
cardiaco dos animais estudados.

Inicialmente avaliamos o consumo de O, mitocondrial por meio da respiragdo maxima
no Estado 3 (sob a estimulagdo de ADP) e Estado 4 (sob a estimulac@o de oligomicina), e do

controle respiratorio, que compreende a razido do Estado 3 pelo Estado 4.
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A Figura 6A mostra que o controle respiratério esta reduzido no grupo DISFUNCAO
CARDIACA quando comparado aos animais SHAM. Esses dados sugerem que a disfungdo
ventricular apresentada pelos animais que foram submetidos a cirurgia de infarto do
miocdrdio é acompanhada pela reducdo na funcdo mitocondrial. Além disso, o TF foi eficaz
em aumentar o controle respiratério nos animais que passaram pela cirurgia de infarto do
miocardio (DISFUNCAO CARDfACA—TF), corroborando os dados da literatura que mostram
a eficicia de um protocolo de exercicios fisicos nessa importante varidvel da funcado
mitocondrial (KAVAZIS et al., 2009).

Também observamos um aumento no consumo maximo de O, mitocondrial em cada
estado respiratorio (Figuras 6B e 6C) nos grupos que realizaram TF (SHAM-TF e
DISFUNCAO CARDIACA-TF) quando comparados aos animais sedentdrios. Esses dados
indicam um aumento na quantidade de complexos respiratérios da CTE. Para confirmar essa
hipétese avaliamos a expressdo proteica dos complexos I, IIl e V da CTE pela técnica de
Western Blotting, conforme demonstrado na Figura 6 (D-G). Como podemos observar, os
grupos SHAM-TF e DISFUNCAO CARDIACA-TF apresentaram um aumento na expressio
proteica dos complexos respiratérios I (Figura 6D), III (Figura 6E) e V (Figura 6F) quando
comparados aos seus respectivos grupos sedentdrios. Por outro lado nenhuma diferenca pode
ser observada nos animais infartados quando comparados aos controles sedentdrios. Cabe
salientar que a similaridade na expressdo dos complexos respiratorios nao significa uma
atividade semelhante dos mesmos, pois alteracdes poOs-traducionais dos complexos podem
resultar em disfun¢do da CTE e consequente progressdo da disfunc¢do contritil nas doengas
cardiovasculares (NOJIRI et al., 2006).

Em conjunto, esses dados apontam o exercicio fisico como um importante modulador

positivo da fungao mitocondrial cardiaca.
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Figura 6 — Respiracao mitocondrial e expressio proteica dos complexos respiratérios da cadeia
transportadora de elétrons na disfuncio cardiaca: efeitos do treinamento fisico
aerobico. Controle respiratério mitocondrial (Estado 3/ Estado 4) (A); respiracdo maxima
no Estado 3 (na presenca de ADP) (B); respiracio maxima no Estado 4 (na presenca de
oligomicina) (C); expressdo proteica dos complexos respiratérios I (D), III (E) e V (F) da
CTE, e figuras representativas (G) na mitocOndria cardiaca dos grupos dos grupos SHAM,
SHAM-TF, DISFUNCAO CARDIACA e DISFUNCAO CARDIACA-TF. * diferenca
significante vs. SHAM (p< 0.,05), & diferenca significante vs. SHAM-TF (p< 0,05) e #
diferenca significante vs. DISFUNC( "AO CARDIACA (p<_0,05). Os dados foram

comparados entre os grupos pela andlise de varidncia de dois caminhos (ANOVA) com

post-hoc de Duncan.

Na sequéncia realizamos o ensaio fluorimétrico para verificar o potencial de

membrana interna da mitocondria cardiaca isolada. A Figura 7A mostra uma similaridade no

potencial de membrana interna mitocondrial entre os animais estudados. Além disso,

realizamos a andlise qualitativa da morfologia mitocondrial no cardiomidcito isolado a fim de

detectar possiveis alteracdes em sua funcdo, uma vez que esse ensaio fluorimétrico depende

67



do potencial de membrana mitocondrial para reconhecer a organela. Como podemos observar
na figura 7B, complementando os dados na mitocondria isolada, nenhuma diferenca pode ser
observada entre os diferentes grupos. Vale destacar que apesar de ser um método qualitativo,
analisamos quantitativamente a fluorescéncia nos cardiomidcitos e ndo observamos nenhuma
diferenca entre os grupos (dados nio apresentados). Em conjunto, esses resultados indicam
que a cirurgia de infarto do miocédrdio e/ou TF ndo provocaram alteragdes significantes no

potencial de membrana mitocondrial.

>

[ [
(=3 L2
(=] (=]
1 1

1504

SHAM SHAM-TF

Potencial de membrana
mitocondrial (mV)

@ folas DISFUNCAO DISFUNCAO
CARDIACA CARDIACA-TF

Figura 7 — Potencial de membrana interna mitocondrial na disfuncio cardiaca: efeitos do
treinamento fisico aerodbico. Potencial de membrana mitocondrial na mitocOndria
cardiaca isolada (A) e imagens ilustrativas da mitocondria em cardiomidcito isolado
incubado com Mitotracker Green (B) dos grupos SHAM, SHAM-TF, DISFUNCAO
CARDIACA e DISFUNCAO CARDIACA-TF.

Avaliamos a permeabilidade dos poros mitocondriais utilizando o ensaio de captacio
maxima de Ca®* pelo método fluorimétrico, que € baseado em adi¢Oes subsequentes em
concentracdes exponenciais do ion (iniciando com a concentracao de 50uM), sendo este
reconhecido por um fluoréforo (Calcium Green). Com esse experimento foi possivel
demonstrar que a mitocondria cardiaca dos animais que passaram pela cirurgia de infarto do
miocardio possui um baixo limiar ao Ca®™* quando comparada ao grupo controle (Figura 8).
Esse resultado indica que a organela do grupo DISFUNCAO CARDIACA perde sua
integridade estrutural, e consequentemente sua fun¢ao antecipadamente. Por outro lado, o TF
foi eficaz, ndo s6 em prevenir essa redu¢do, mas também em aumentar o limiar ao Ca’" no
grupo DISFUNCAO CARDIACA-TF (Figura 8), o mesmo resultado ocorreu para o grupo

SHAM-TF (Figura 8). Repetimos esse mesmo ensaio, agora na presenga de ciclosporina A,
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um inibidor da formagdo dos PTPM, e ndo observamos a diferenca (antes constatada) entre os
grupos SHAM e DISFUNCAO CARDIACA (Figura 8). Esse resultado indica uma abertura
dos PTPM no coragdo dos animais que passaram pela cirurgia de infarto do miocardio, uma
vez que quando a formagao desses poros foi impedida (na presenca de ciclosporina A), a
organela ndo apresentou déficit na captacdo de Ca®™. Os grupos treinados se comportaram da
mesma forma que no ensaio controle (Figura 8), aumentaram sua captacdo maxima de Ca™,
mostrando o efeito benéfico do TF nessa varidvel. Baseado nesses resultados, podemos
sugerir que a mitocondria cardiaca dos animais do grupo DISFUNCAO CARDIACA
apresenta um baixo limiar ao Ca™, e que o TF teve importante participac¢do na elevacado deste
limiar, contribuindo para a melhora da fun¢do mitocondrial.

Sabendo que a mitocondria apresenta importante papel no tamponamento do Ca**
(EISNER et al., 2000) e que prejuizos no transiente de Ca’* sdo geralmente observados
durante a disfuncdo cardiaca (HASENFUSS, PIESKE, 2002; ROLIM et al., 2007), nos
questionamos se a reduzida captacdo de Ca® pela mitocOndria estaria associada ao acimulo
do ion na organela, decorrente do exacerbado nivel de Ca’* citosélico durante a didstole no
grupo disfun¢do cardiaca. Esse processo seria um mecanismo compensatério na tentativa de
minimizar uma falha sustentada da maquinaria contrétil cardiaca oriunda do acimulo de Ca®*
citosdlico. Com o intuito de testar essa hipdtese, avaliamos a transiente de Ca’* e 0 actimulo

do ion na mitocondria no cardiomidcito isolado dos diferentes grupos estudados.
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Figura 8 — Captacdo maxima de calcio mitocondrial na disfuncio cardiaca: efeitos do
treinamento fisico aerébico. Captacio méxima de Ca’* mitocondrial, na auséncia e
presenca de ciclosporina A, na mitocOndria cardiaca dos grupos SHAM, SHAM-TF,
DISFUNCAO CARDIACA e DISFUNCAO CARDIACA-TF. * diferenca significante vs.
SHAM (p< 0,05), & diferenca significante vs. SHAM-TF (p< 0,05), # diferenca significante
vs. DISFUNCAOQ CARDIACA (p< 0,05) e i diferenca significante vs. captacdo controle de
Ca** (p< 0,05). Os dados foram comparados entre os grupos pela andlise de varidncia de
dois caminhos (ANOVA) com post-hoc de Duncan.
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Ao contririo do que esperdvamos, os animais do grupo DISFUNCAO CARDIACA
apresentaram um aumento no transiente de Ca”* intracelular, representado pelo aumento na
razdo F/FO, quando comparados aos animais controle (Figura 9A). O TF foi eficaz em reduzir
esse transiente no grupo DISFUNCAO CARDIACA-TF para valores préximos ao grupo
SHAM e nio interferiu na resposta dos animais controles treinados (Figura 9A). Nenhuma
diferenca foi observada entre os grupos no tempo para o pico da méixima fluorescéncia
(Figura 9B). Além disso, pudemos constatar no grupo DISFUNCAO CARDIACA-TF, um
aumento na velocidade de recaptacio de 50% (Figura 9C) e 90% (Figura 9D) do Ca®*
citosdlico quando comparados ao grupo SHAM, e o TF reverteu esse quadro nos animais
DISFUNCAO CARDIACA-TF (Figuras 9C e 9D). Os animais controles que realizaram o TF
demonstraram um menor tempo de recaptagdao de 90% do Ca** em relacdo aos grupos SHAM
e DISFUNCAO CARDIACA-TF (Figura 9D), ndo apresentando modifica¢des no t50 (Figura
9C).

Esses resultados sugerem que o baixo limiar ao Ca® apresentado pelas mitocondrias
dos animais que passaram pela cirurgia de infarto do miocdrdio ndo estd relacionada ao
acumulo citosélico do fon durante a diastole. Nesse sentido, outros mecanismos intrinsecos da
organela, bem como a interacdo mitocondria-reticulo sarcoplasmatico, podem contribuir para
a homeostase do Ca** (DE BRITO, SCORRANO, 2008).

Além de avaliar o transiente de Ca2+, também tentamos avaliar o acimulo de Ca**
mitocondrial em cardiomidcitos isolados. Os cardiomidcitos isolados foram previamente
incubados, durante 1 hora em temperatura ambiente, com Rhod-2 AM 3uM (Invitrogen,
EUA), uma sonda fluorescente que reconhece o Ca”* mitocondrial. ApOs a marcacdo, existe a
necessidade de permeabilizacdo das células com o intuito de remover o Ca® e a sonda
remanescentes no citosol. No entanto, devido ao baixo rendimento na obten¢ao de células nos
grupos DISFUNCAO CARDIACA e DISFUNCAO CARDIACA-TF, optamos por realizar os
experimentos sem permeabilizar as células, uma vez que a permeabilizacdo de células
danificadas com saponina inviabiliza o experimento. Contudo, os resultados encontrados sem
permeabilizar as células ndo mostraram nenhuma diferenga entre os grupos, e considerando a
interferéncia do Ca”* citos6lico no ensaio, a interpretacio e validade desses resultados sdo
questiondveis. Dessa forma, com o intuito de superar essas limitacdes, pretendemos avaliar os
niveis de Ca** na mitocondria através da expressao no cardiomiécito do construto PERICAM
com sinal direcionador para a mitocondria (PERICAM-mt). Para isso, os cardiomidcitos
isolados dos ratos adultos serao transfectados com o plasmideo carregando o PERICAM-mt.

Diferente da sonda Rhod2, o PERICAM apresenta menor ruido e facilita a quantificacdo das
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quantidades de Ca**em tempo real sem a necessidade de permeabilizacdo da célula. Os

plasmideos foram gentilmente cedidos pelo Dr. Atsushi Mitwaki do Instituto RIKEN (Japdo).
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Figura 9 — Transiente de calcio cardiaco na disfuncio cardiaca: efeitos do treinamento fisico
aerdbico. Transiente de Ca** no cardiomidcito isolado (A), tempo para o pico da mdxima
fluorescéncia (B) e tempo de recaptacdo de 50 (C) e 90% (D) do Ca** dos grupos SHAM,
SHAM-TF, DISFUNCAO CARDIACA e DISFUNCAO CARDIACA-TF. * diferenca
significante vs. SHAM (p< 0,05), & diferenca significante vs. SHAM-TF (p< 0,05) e #
diferenca_significante vs. DISFUNCAO CARDIACA (p< 0,05). Os dados foram
comparados entre os grupos pela andlise de variidncia de dois caminhos (ANOVA) com
post-hoc de Duncan.

Para completar as analises funcionais na mitocondria cardiaca isolada, avaliamos a
producdo de EROs, aqui representada pelo H,O, Quantificamos a produgdao de H,O, nos
Estados 2, 3 e 4 da respiracdo mitocondrial cardiaca por fluorimetria. A quantificacdo de
H,0; no Estado 2 foi feita apenas na presenca da mitocondria, no Estado 3 foi quantificada

ap6s adicao de ADP (estimulo a respiragdo médxima), e no Estado 4, apdés a adicdo de
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oligomicina (inibi¢do do Complexo V). Nossos resultados demonstram que ndo houve
diferenga na producio absoluta de EROs entre os grupos estudados nos estados respiratorios
mitocondriais 2 (Figura 10A), 3 (Figura 10B) e 4 (Figura 10C). No entanto, quando
corrigimos a produciao de H,O, pelo consumo de O, mitocondrial em cada um dos estados
respiratorios, a homeostase redox se reduzida nos animais infartados. Como podemos
observar ainda na figura 10, em todos os estados respiratdrios houve um aumento na produg@o
de H,O, pelo grupo DISFUNCAO CARDIACA, quando comparado aos demais grupos
(Figuras 10D, 10E e 10F). O TF foi eficaz em reverter esse quadro e normalizar a producgao de
EROs no grupo DISFUNCAO CARDIACA-TF nos Estados respiratérios 2 (Figura 10D), 3
(Figura 10E) e 4 (Figura 10F) para valores préximos aos do grupo SHAM. Além disso, os
animais controles que realizaram exercicio fisico tiveram a producao de EROs normalizada
nos Estados 2 (Figura 10D) e 3 (Figura 10E), e apresentaram uma redugdo (p=0,06) na

liberacao de H,O; no Estado 4 quando comparados aos controles sedentdrios (Figura 10F).
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Figura 10 — Producéo de perdxido de hidrogénio durante a respiracao mitocondrial na disfuncio
cardiaca: efeitos do treinamento fisico aerdbico. Producdo de H,O, no Estado 2 (A),
Estado 3 (B) e Estado 4 (C); e razdo da producio de H,O, pelo consumo de O, no Estado
2 (D), Estado 3 (E) e Estado 4 (F) na mitocOndria isolada cardiaca dos grupos SHAM,
SHAM-TF, DISFUNCAO CARDIACA e DISFUNCAO CARDIACA-TF. * diferenca
significante vs. SHAM (p< 0,05), ¢ diferenca significante vs. SHAM-TF (p< 0,05) e #
diferenca significante vs. DISFUNCAO CARDIACA (p< 0,05). Os dados foram
comparados entre os grupos pela andlise de varidncia de dois caminhos (ANOVA) com
post-hoc de Duncan.
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Nas andlises de EROs, também quantificamos a producao de H,O, apds a inibi¢do dos
complexos I e Il da CTE, e apds o desacoplamento mitocondrial. Os grupos que realizaram o
TF (SHAM-TF e DISFUNCAO CARDIACA-TF) apresentaram um aumento na liberagio de
H,0,; proveniente da inibicdo do complexo I quando comparados ao grupo controle (Figura
11A). Além disso, essa produgdo também se mostrou aumentada na presenca de antimicina A,
um inibidor do complexo III, quando comparados aos dois grupos que permaneceram
sedentdrios (SHAM e DISFUNCAO CARDIACA) (Figura 11B). A interpretacio desses
dados poderia sugerir uma piora na homeostase redox com o TF. No entanto acreditamos que
esse resultado pode estar associado ao aumento no nimero de complexos respiratorios apos o
protocolo experimental (Figuras 6 D-G), visto que um dos beneficios do TF na mitocondria
envolve a biogénese mitocondrial (SUN et al., 2011). Vale ressaltar que nenhuma diferenca
na producio de H,O, foi ser observada entre os grupos SHAM e DISFUNCAO CARDIACA
apos a inibi¢do dos complexos (Figura 11A-B).

Os animais submetidos a cirurgia de infarto do miocardio apresentaram aumento na
producdo de H,O, apds o desacoplamento mitocondrial, obtido na presenga de CCCP, quando
comparados ao grupo SHAM (Figura 11C). Interessantemente o TF normalizou a liberacdo de
EROs no grupo DISFUNCAO CARDIACA-TF para valores préximos do grupo controle
(Figura 11C), mostrando-se mais uma vez eficaz no combate a disfun¢do mitocondrial
cardiaca presente nos animais com disfun¢do cardiaca.

As Figuras 11D, 11E e 11F ilustram, respectivamente, a mesma produc¢do de EROs
ap6s a inibi¢do dos complexos I e III, e apds o desacoplamento mitocondrial, mas agora
comparadas ao Estado 2 do grupo SHAM. Essa comparagdo foi realizada para demonstrar a
porcentagem de participacdo dos complexos respiratorios I e III e também do desacoplamento
mitocondrial no estresse oxidativo. Em conjunto, os dados de produ¢do de EROs na
mitocOndria cardiaca isolada indicam que os animais que foram submetidos a cirurgia de

infarto do miocdrdio apresentam um maior estresse oxidativo.
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Figura 11 — Participacio dos complexos respiratdrios da cadeia transportadora de elétrons e do

desacoplamento mitocondrial na producéio de peréxido de hidrogénio mitocondrial
na disfuncio cardiaca: efeitos do treinamento fisico aerébico. Producio de H,O, apds
a inibicdo do complexo I (A) e do complexo III (B) e apds o desacoplamento
mitocondrial (C) na mitocOndria isolada cardiaca dos grupos SHAM, SHAM-TF,
DISFUNCAO CARDIACA e DISFUNCAO CARDIACA-TF. As figuras D, E e F
representam as respectivas producdes de H,O, baseadas na porcentagem do grupo SHAM
no Estado 2. * diferenca significante vs. SHAM (p< 0,05), ¢ diferenca significante vs.
SHAM-TF (p< 0,05) e # diferenca significante vs. DISFUNCAO CARDIACA (p< 0,053).
Os dados foram comparados entre os grupos pela analise de varidncia de dois caminhos
(ANOVA) com post-hoc de Duncan.
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Além das andlises do estresse oxidativo na mitocondria cardiaca isolada, avaliamos a
quantidade de EROs mitocondriais, aqui representado pelo O;’, no cardiomidcito isolado dos
ratos adultos SHAM, SHAM-TF, DISFUNCAO CARDIACA e DISFUNCAO CARDIACA-
TF, e observamos o mesmo padrio encontrado anteriormente. O grupo DISFUNCAO
CARDIACA apresentou um aumento de O, mitocondrial quando comparado aos animais
controles (SHAM e SHAM-TF), e o TF restaurou a homeostase redox, reduzindo o estresse
oxidativo para valores proximos aos do grupo controle (Figura 12A). Esse padrao reforca os
resultados encontrados na mitocondria cardiaca isolada e confirmam os beneficios de um

programa de TF na manuten¢do da homeostase redox na disfungdo cardiaca.
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Figura 12 — Niveis mitocondriais de &nion superdxido na disfuncio cardiaca: efeitos do
treinamento fisico aerébico. Quantificacdo do anion superéxido (O,) na mitocondria
do cardiomidcito isolado (A), e imagens ilustrativas (B) dos grupos SHAM, SHAM-TF,
DISFUNCAO CARDIACA e DISFUNCAO CARDIACA-TF. Os valores dos grupos
SHAM-TF, DISFUNCAO CARDIACA e DISFUNCAO CARDIACA-TF estio
normalizados pelos valores do grupo SHAM. * diferenca significante vs. SHAM (p<
0,035), ¥ diferenca significante vs. SHAM-TF (p< 0,05) e # diferenca significante vs.
DISFUNCAO CARDIACA (p< 0,05). Os dados foram comparados entre os grupos pela
analise de varidncia de dois caminhos (ANOVA) com post-hoc de Duncan.

Para completar as anélises sobre o estresse oxidativo avaliamos a peroxidacao lipidica,

a carbonilacao de proteinas e a formacao de adutos de 4-HNE no lisado cardiaco.
Como podemos observar na Figura 13 o grupo DISFUNCAO CARDIACA apresentou
um aumento na peroxidagdo lipidica quando comparado aos animais controles (SHAM e
SHAM-TF). A literatura descreve que o aumento de hidroperdxidos lipidicos apresenta forte

associacdo com os danos celulares observados em diferentes tecidos e situacdes patoldgicas,

76



incluindo o tecido cardiaco nas doencas cardiovasculares (ANDERSON, KATUNGA,
WILLIS, 2012). Interessante, o TF foi mais uma vez eficaz em normalizar esses valores no
grupo DISFUNCAO CARDIACA-TF para préximos dos grupos controles, corroborando
dados da literatura que demonstram a eficdcia de um programa regular de exercicios na

reducdo da peroxidagao lipidica (BALCI et al., 2010).

—~ 2.0 . &
o =
2 g
g 2]
2 15 5
= A
ol = i - -1
‘% E 1.01
= g
2 e
§ "Q’: 0.5
-
b= 07 06
= 0.0 r h ;
'Q ao ,0
& &S O
S F &S S
B é‘@w S v
Q\c}f‘ &

Figura 13 — Peroxidacio lipidica na disfuncio cardiaca: efeitos do treinamento fisico aerébico.
Peroxidacéo lipidica no lisado cardiaco nos grupos SHAM, SHAM-TF, DISFUNCAO
CARDIACA e DISFUNCAO CARDIACA-TF. MDA — malondialdeido. * diferenca
significante vs. SHAM (p< 0,05), ¢ diferenca significante vs. SHAM-TF (p< 0,05) e #
diferenca_significante vs. DISFUNCAO CARDIACA (p< 0,05). Os dados foram
comparados entre os grupos pela andlise de variidncia de dois caminhos (ANOVA) com
post-hoc de Duncan.

Além da peroxidagdo lipidica, grande atencdo € voltada a carbonilacdo proteica, uma
vez que o acumulo desses compostos pode formar agregados proteicos que levam a uma série
de efeitos deletérios na célula (NYSTROM, 2005). Observamos um aumento na oxidacdo de
proteinas no lisado cardiaco no grupo DISFUNCAO CARDIACA quando comparados aos
animais controle (Figura 14A). Esses resultados corroboram dados preliminares do nosso
grupo, que demonstraram um acimulo de proteinas danificadas seguido de morte celular em
cultura primdria de cardiomidcito isolado apds a inducdo da disfung¢do mitocondrial (dados
ndo publicados). Em contrapartida, os animais que realizaram o TF ap6s a cirurgia de infarto
do miocdrdio (DISFUNCAO CARDIACA-TF) apresentaram uma normalizacio na
carbonilagdo proteica, dados que confirmam os efeitos do TF na manuten¢do da homeostasia
redox e fun¢do mitocondrial. Vale destacar que os animais controles submetidos ao TF ndo

sofreram alteracdes na carbonilagdo de proteinas.
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Recentemente, foi reportado na literatura que a formacdo e o acumulo de aldeidos
decorrentes do estresse oxidativo sdo extremamente cardiotoxicos e contribuem para o
agravamento das doengas cardiovasculares (CHEN et al.,, 2010). Dentre os aldeidos
acumulados no coragdo, o 4-HNE, originado a partir da oxidacao de fosfolipidios presentes na
membrana interna da mitocondria, apresenta grande poder nocivo ao coracdo. Esse aldeido
eletrofilico € capaz de atacar aminoacidos nucleofilicos e formar adutos com proteinas (adutos
de Michaelis), resultando na inativacdo de proteinas-alvo e consequente desarranjo/disfuncao
celular. Sendo assim, decidimos avaliar a formac¢ao dos adutos de 4-HNE no lisado cardiaco.
Os animais que passaram pela cirurgia de infarto do miocardio apresentaram um aumento na
formacdo dos adutos quando comparados ao grupo SHAM (Figura 14B). O TF foi mais uma
vez eficaz em restaurar esses valores para proximos do grupo controle no grupo
DISFUNCAO CARDICA-TF (Figura 14B), ndo alterando a expressdo no grupo SHAM-TF.

Os resultados acima descritos reforcam a premissa de disfuncao mitocondrial e perda da
homeostasia redox no nosso modelo animal de disfuncdo cardiaca. Por outro lado, o TF tem
se mostrado uma ferramenta eficaz no combate ao estresse oxidativo em diversas patologias,
incluindo as doencas cardiovasculares (BERTAGNOLLI et al., 2008; XU et al., 2010), quadro
que vai ao encontro dos resultados encontrados na presente pesquisa, no qual houve uma

reduc¢do do estresse oxidativo nos animais que passaram pela cirurgia de infarto do miocérdio.

78



" 2004 & T : 130kDa
= =2 = | 3
= S 1501 - bt §
g = § & % Rt a S
=]
tEd —p= ==
§ S I 1001 = 3
22 e GAPDH
§ER —— -
'3 2 50 < o
= ] b ) & . “
e & & T TS
£ 06 07 & & SPEF
0 T T m \%’ Qg ) Q\
9 (o ;&
& T & S
& O
FL F
C}’" C}é
B
p=0,00
2501 130kDa
. i
g 2004
E o
= E Z 150 .
% S I -
T2 1004 —= T
< e GAPDH
5 ‘ G D e e |
- 50+ <+ 0
\ Feop LT &
o7 | fllo7 F & SES
0 T T T F SSSY
> <& ) O F VS
ieg [l (@

Figura 14 — Expressao de proteinas carboniladas e formacao de adutos de 4-HNE na disfuncio
cardiaca: efeitos do treinamento fisico aerébico. Expressdo de proteinas carboniladas
(A) e formacao de adutos de 4-HNE (4-hidroxinonenal) (B) no lisado cardiaco nos grupos
SHAM, SHAM-TF, DISFUNCAO CARDIACA e DISFUNCAO CARDIACA-TF. *
diferenca significante vs. SHAM (p< 0,05), & diferenca significante vs. SHAM-TF (p<
0,05) e # diferenca significante vs. DISFUNCAO CARDIACA (p< 0,05). Os dados foram
comparados entre os grupos pela andlise de varidncia de dois caminhos (ANOVA) com
post-hoc de Duncan.

Uma vez que a homeostasia redox € determinada pelo equilibrio entre as vias pré e
antioxidantes, atencdo também deve ser dada aos mecanismos responsiveis pela defesa
antioxidante intracelular, que conta com importante acdo das enzimas catalase, superéxido
dismutase (SOD) e glutationa peroxidase.

Inicialmente quantificamos a atividade da catalase no lisado cardiaco conforme
descrito anteriormente, e observando a Figura 15A podemos notar que os animais do grupo
DISFUNCAO CARDIACA apresentaram uma reducdo na atividade da enzima catalase
quando comparados aos animais controle. Interessante, esse quadro foi revertido apds TF nos

animais infartados (DISFUNCAO CARDIACA-TF). Por outro lado, nenhuma modificagio
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foi observada na atividade desta enzima antioxidante no grupo SHAM-TF. Também
avaliamos a atividade da SOD no lisado cardiaco e ndo identificamos alteracOes significantes

entre os grupos estudados (Figura 15B).
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Figura 15 — Atividade antioxidante na disfuncfo cardiaca: efeitos do treinamento fisico aerébico.
Atividade da catalase (A) e da superdxido dismutase (SOD) (B) nos grupos SHAM,
SHAM-TF, DISFUNCAO CARDIACA e DISFUNCAO CARDIACA-TF. * diferenca

significante vs. SHAM (p< 0,05), & diferenga signjficante vs. SHAM-TF (p< 0,05) e #
diferenca significante vs. DISFUNCAO CARDIACA (p< 0.05). Os dados foram

comparados entre os grupos pela andlise de variidncia de dois caminhos (ANOVA) com
post-hoc de Duncan.

Além da atividade das enzimas antioxidantes, optamos também por avaliar os niveis
de glutationa no lisado cardiaco, conforme demonstrado na Figura 16. Nenhuma diferenca
significante foi encontrada para os niveis de glutationa total (Figura 16A), glutationa reduzida
(GSH) (Figura 16B) e oxidada (GSSG) (Figura 16C), bem como na razao GSH/GSSG (Figura
16D) entre os grupos SHAM e DISFUNCAO CARDIACA. Por outro lado, o grupo SHAM-
TF apresentou uma redu¢do nos niveis de glutationa oxidada — p=0,08 (Figura 16C) e uma
consequente melhora no estado redox representado pela razao GSH/GSSG - p=0,06 (Figura
16D) quando comparados aos controles sedentdrios. Além disso, os animais infartados
submetidos ao TF apresentaram aumentos na glutationa total (Figura 16A) e reduzida (Figura
16B) quando comparados ao grupo DISFUNCAO CARDIACA.

Sabendo que as enzimas antioxidantes contribuem em parte para a atenuacgdo dos
efeitos deletérios sofridos pela musculatura cardiaca (CAMPOLO et al., 2007; DAI et al.,

2009), o prejuizo na atividade antioxidante encontrado nos animais com disfuncio cardiaca,
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em conjunto com os resultados anteriores, reforca a premissa que a perda da homeostase
redox estd associada ao agravamento da disfuncdo ventricular e estabelecimento da IC. A
melhora na defesa antioxidante promovida pelo TF no nosso modelo animal confirma os

efeitos positivos dessa medida nao farmacoldgica na restauracao da homeostasia redox.
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Figura 16 — Niveis de glutationa na disfuncio cardiaca: efeitos do treinamento fisico aerébico.
Niveis totais de glutationa (A), GSH-glutationa oxidada (B), GSSG- glutationa
reduzida (C) e a razio GSH/GSSG (D) dos grupos SHAM, SHAM-TF, DISFUNCAO
CARDIACA e DISFUNCAO CARDIACA-TF. * diferenca significante vs. SHAM (p<
0,05), & diferenca significante vs. SHAM-TF (p< 0,05) e # diferenca significante vs.
DISFUNCAO CARDIACA (p< 0,05). Os dados foram comparados entre os grupos pela

andlise de varidncia de dois caminhos (ANOVA) com post-hoc de Duncan.

Ap6s constatarmos a disfun¢do mitocondrial em animais com reduzida contratilidade
cardiaca, decidimos investigar se esse quadro estaria associado a possiveis alteracdes dos

niveis de ATP cardiaco. De fato, observamos uma redu¢@o no contetido de ATP nos coragdes
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dos ratos que passaram pela cirurgia de infarto do miocardio quando comparados aos animais
controles (Figura 17). Interessante, o TF foi eficaz em restaurar esse conteido no grupo
DISFUNCAO CARDIACA-TF para valores préximos aos do grupo SHAM. Nenhuma

alteracao foi observada nos animais controles que realizaram o protocolo de TF (Figura 17).
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Figura 17 — Concentraciao de ATP na disfuncio cardiaca: efeitos do treinamento fisico aerébico.
Niveis de ATP no lisado cardiaco dos grupos SHAM, SHAM-TF, DISFUNCAQO
CARDIACA e DISFUNCAO CARDIACA-TF. * diferenca significante vs. SHAM (p<
0,05), & diferenca significante vs. SHAM-TF (p< 0,05) e # diferenca significante vs.
DISFUNCAO CARDIACA (p< 0,05). Os dados foram comparados entre 0os grupos pela
analise de variancia de dois caminhos (ANOVA) com post-hoc de Duncan.

Baseados nos dados funcionais da organela constatamos uma clara disfuncao
mitocondrial nos animais com disfuncdo cardiaca, representada pela redugdo na capacidade
respiratdria, na taxa de captacdo de célcio e nos niveis de ATP. Associado a essa resposta
encontramos no grupo disfuncdo cardiaca uma perda da homeostase redox, representada pelo
acimulo de produtos derivados da oxidacdo (hidroperéxidos lipidicos, 4-HNE e proteinas
carboniladas) nos animais que passaram pela cirurgia de infarto do miocardio. Além disso, foi
encontrado aumento na produgdo de H,O; e redugdo na atividade antioxidante cardiaca nos
animais com disfuncdo ventricular. Nenhuma diferenca foi observada no potencial de
membrana mitocondrial. A partir desses dados podemos confirmar a instalagao do quadro de
disfuncdo mitocondrial no nosso modelo de disfun¢do cardiaca. O TF foi responsavel por
promover uma melhora na funcdo mitocondrial nos animais infartados, quadro constatado a
partir da restauracdo da capacidade respiratdria, € consequentemente dos niveis energéticos

cardiaco para valores préximos aos dos animais sauddveis. Aliado a essas mudangas houve
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um aumento taxa de captacdo méxima de célcio mitocondrial, uma redu¢do no estresse
oxidativo (producdo de H,O; e de produtos derivados da oxidacdo) e uma melhora na defesa
antioxidante dos animais com disfuncdo ventricular submetidos ao protocolo experimental.
Esses resultados confirmam os efeitos benéficos de um programa de TF nas doencgas
cardiovasculares, reforcando a utilizagdo do mesmo como uma terapia ndo farmacoldgica

adjuvante no tratamento da fisiopatologia cardiovascular.

5.3 CARACTERIZACAO DA DINAMICA MITOCONDRIAL CARDIACA EM MODELO
ANIMAL DE DISFUNCAO CARDIACA ASSOCIADO AO INFARTO DO MIOCARDIO:
EFEITOS DO TREINAMENTO FISICO AEROBICO

Uma vez que um dos objetivos do projeto também inclui a caracterizagdo da dindmica
mitocondrial em animais com disfuncdo cardiaca, bem como a influéncia do TF nesse
processo, decidimos avaliar o perfil de expressdo das proteinas envolvidas nos processos de
fusdo e fissdo mitocondriais na tentativa de elucidar os mecanismos celulares envolvidos nas
adaptacdes cardiacas patoldgicas (decorrentes do infarto do miocédrdio) e fisioldgicas
(decorrentes do TF). A Figura 18 apresenta os dados da expressdo proteica referentes as
proteinas envolvidas na fusdo mitocondrial (Mfnl, Mfn2 e OPAIl) dos grupos SHAM,
SHAM-TF, DISFUNCAO CARDIACA e DISFUNCAO CARDIACA-TF. Como podemos
observar, os animais que passaram pela cirurgia de infarto do miocardio apresentaram um
aumento na expressao das proteinas Mfnl (Figura 18A), Mfn2 (Figura 18B) e OPA1 (Figura
18C) quando comparados ao grupo SHAM. O TF foi capaz de normalizar a expressao dessas
GTPases no grupo DISFUNCAO CARDIACA-TE. Além disso, também encontramos um
aumento na expressdo proteica da OPAI nos animais controles submetidos ao protocolo de

TF (Figura 18C).
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Figura 18 — Expressio proteica das enzimas envolvidas na fusdo mitocondrial na disfuncio

cardiaca: efeitos do treinamento fisico aerdbico. Expressdo proteica da Mfnl (A),

Mifn2 (B) e OPA1 (C), e as figuras representativas (D) nos grupos SHAM, SHAM-TF,

DISFUNCAO CARDIACA e DISFUNCAO CARDIACA-TF. * diferenca significante

v

s. SHAM

< 0,05), dif~eren a si qificante vs. SHAM-TF (p< 0,05) e # diferenca
significante vs. DISFUNCAQO CARDIACA (p< 0.05). Os dados foram comparados

entre os grupos pela andlise de variancia de dois caminhos (ANOVA) com post-hoc de

Duncan.

As proteinas relacionadas a fissdo mitocondrial também foram analisadas, e como

podemos observar na Figura 19, tanto a Drpl (Figura 19A), quanto a Fisl (Figura 19B) se

apresentaram reduzidas na mitocondria cardiaca isolada dos animais que passaram pela

cirurgia de infarto do miocardio, mesmo padrao observado no grupo SHAM-TF. Por outro

lado, o grupo DISFUNCAO CARDIACA-TF apresentou um aumento na expressio da Drpl
quando comparado aos grupos SHAM-TF ¢ DISFUNCAO CARDIACA, nio diferindo dos

animais controles sedentdrios. Contudo, o TF nao interferiu na expressao da Fis1 nesse grupo,

que permaneceu reduzida.

84



Nossos resultados sugerem um aumento na expressdo proteica das GTPases
relacionadas a fusdo e uma reducao na expressao das proteinas envolvidas na fissdo na fragao

mitocondrial dos animais com disfuncao cardiaca.
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Figura 19 — Expressdo proteica das enzimas envolvidas na fissio mitocondrial na disfuncio
cardiaca: efeitos do treinamento fisico aerébico. Expressido proteica da Drpl(A) e
Fisl (B), e as figuras representativas (C) nos grupos SHAM, SHAM-TF, DISFUNCAO
CARDIACA e DISFUNCAO CARDIACA-TF. * diferenca significante vs. SHAM (p<
0,05), & diferenca significante vs. SHAM-TF (p< 0,05) e # diferenca significante vs.
DISFUNCAO CARDIACA (p< 0,05). Os dados foram comparados entre os grupos pela

andlise de varidncia de dois caminhos (ANOVA) com post-hoc de Duncan.

Considerando que alteracdes poés-traducionais (ex. fosforilagdo, acetilagao, nitrosilacao
e ubiquitinag¢do), bem como localiza¢do, podem interferir na funcdo proteica, as diferencas
encontradas na expressao das proteinas envolvidas na dindmica mitocondrial ndo refletem,
necessariamente, o padrdo de sua atividade. Sendo assim, decidimos avaliar a atividade
GTPase especifica das proteinas Mfnl, Mfn2 e Drpl na mitocondria cardiaca isolada.

Diferentemente do perfil encontrado para a expressdo proteica, a atividade da Mifnl se
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mostrou diminuida no grupo DISFUNCAO CARDIACA quando comparado ao grupo SHAM
(Figura 20A), quadro que foi revertido apos o TF nos animais infartados. Os trés grupos
experimentais (SHAM-TF, DISFUNCAO CARDIACA e DISFUNCAO CARDIACA-TF)
apresentaram o mesmo padrdo para a atividade da Mfn2, reduzindo seus valores quando
comparados aos animais controles (Figura 20B). Por outro lado, os animais que passaram pela
cirurgia de infarto do miocdrdio apresentaram um aumento na atividade da Drpl quando
comparados ao grupo SHAM (Figura 20C), valores que foram normalizados apds oito
semanas de TF pelo grupo DISFUNCAO CARDIACA-TF. Vale destacar que a atividade das
proteinas em questdo foi normalizada por suas respectivas expressoes proteicas.

Atualmente, devido a escassez de métodos bioquimicos eficazes, ndo é possivel
quantificar a frequéncia com que os processos de fusdo e fissdo ocorrem in vivo, entretanto,
nossos dados sugerem que hd uma maior ativacdo da maquinaria celular associada ao
processo de fissdo mitocondrial, em detrimento a fusdo, na disfuncao cardiaca, e que o TF é

capaz de restaurar o perfil de ativacdo para valores similares ao dos animais saudaveis.

86



0.025- p=0,07 . 0.020-
' ‘
p=0,07
Fzs B e T E < 00151 T
Sz i =E . | :
< 2 0.0151 s = -
g 3 = S 0.010- *
=2 = 0.010- = <
" =1 = g
Z 2 100s- Z Z 0.0054
05 05 05 05 03 )
0.000 T T T 0.000 T T T
& $ , S $ O el
& Fer L8 & S Ty L8
F ¥ S¢Se ¥ S ST
3 F& F N\ 9 FL & N
& O S
< (@)
C
=0,06
0.10- b
— — 0.08
n._
=
s g 06 —
=
< 5 0.04
> =
& E :
< 7 0.02- ‘
05 05 [ o5 |
0.00--— . .
& 0 0
q&? & Ty L8
S P S ST
ST S
P S
< o

Figura 20 — Atividade das enzimas envolvidas na dindmica mitocondrial na disfuncio cardiaca:
efeitos do treinamento fisico aerdbico. Atividade GTPase especifica das proteinas de
fusdo mitocondrial Mfnl (A) e Mfn2 (B) e de fissdo mitocondrial Drpl (C) dos grupos
SHAM, SHAM-TF, DISFUNCAO CARDIACA e DISFUNCAO CARDIACA-TF. *
diferenca significante vs. SHAM (p< 0,05), ¥ diferenca significante vs. SHAM-TF (p<
0,05) e # diferenca significante vs. DISFUNCAQO CARDIACA (p< 0,05). Os dados foram
comparados entre os grupos pela andlise de variidncia de dois caminhos (ANOVA) com
post-hoc de Duncan.

Apoés constatarmos alteragdes na expressdo e atividade das proteinas envolvidas nos
processos de fusdo e fissdo mitocondrial, partimos para a investigacdo da morfologia da
organela no coracao, por meio da técnica de microscopia eletronica, com o intuito de verificar
possiveis mudangas na estrutura das mitocondrias. A Figura 21A retrata o aumento no nimero
de mitocondrias cardiacas no grupo DISFUNCAO CARDIACA quando comparado ao grupo
SHAM, enquanto que a Figura 21B demonstra que os animais que passaram pela cirurgia de
infarto do miocérdio apresentam uma drea mitocondrial reduzida quando comparados aos
animais saudaveis. Esse fendtipo pode ser melhor observado pelas imagens representativas de

cortes transversais do coracdo dos animais estudados em diferentes magnitudes — 3000x e
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6000x (Figura 21C). Em contrapartida, o TF foi eficaz em alterar esse fen6tipo mitocondrial

no grupo

DISFUNCAO CARDIACA-TF, normalizando a quantidade de mitocondrias e

restaurando a drea da organela para valores similares aos dos animais saudaveis (Figura 21).

Além disso, os animais sauddveis submetidos a oito semanas de TF apresentaram um aumento

no nimero de mitocondrias com maior drea. Esse resultado assinala o efeito positivo do TF na
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— Morfologia mitocondrial na disfuncio cardiaca: efeitos do treinamento fisico
aerébico. Nimero de mitocdndrias — 100 um® (A), drea mitocondrial — um” (B) e imagens
representativas (C) dos grupos  SHAM, SHAM-TF, DISFUNCAO CARDIACA e
DISFUNCAO CARDIACA-TF. * diferenca significante vs. SHAM (p< 0,05), ¥ diferenca
significante vs. SHAM-TF (p< 0,05) e # diferenca significante vs. DISFUNCAO
CARDIACA (p< 0,05). Os dados foram comparados entre os grupos pela andlise de
variancia de dois caminhos (ANOVA) com post-hoc de Duncan. S — sarcomero, M —
mitocondria e N — nicleo.

Uma vez quantificado o nimero e o tamanho das mitocOndrias cardiacas, nos

propusemos a avaliar também a densidade mitocondrial nesses animais, visto que essa
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caracteristica estd relacionada ao bom funcionamento da organela (ROSCA et al., 2008).
Como podemos observar na Figura 22A ocorreu um aumento na expressao proteica da VDAC
no grupo DISFUNCAO CARDIACA, esses dados corroboram o aumento no nimero de
mitocondrias identificado pela técnica de microscopia eletronica (Figura 21A). Entretanto o
aumento no nimero de mitocondrias ndo veio acompanhado pelo maior expressdo da IDH2,
uma proteina presente na matriz mitocondrial, nos animais infartados (Figura 22B). Sendo
assim, a razdo VDAC/IDH2 se mostrou elevada nos animais que passaram pela cirurgia de
infarto do miocardio quando comparados aos animais controles, indicando uma menor
densidade mitocondrial (Figura 22C). O resultado encontrado no nosso modelo de disfun¢do
cardiaca corrobora o quadro apresentado até agora e reforca a premissa de que modificacdes
na estrutura mitocondrial estdo associadas a mudangas bioenergéticas na célula,
comprometendo o bom funcionamento da bomba cardiaca.

O TF foi eficaz em reduzir a expressdo proteica da VDAC no grupo DISFUNCAO
CARDIACA-TF para valores préximos aos do grupo SHAM, quadro que complementa a
reducdo do nimero de organelas encontrada pela técnica de microscopia eletronica (Figura
21A). Esse resultado veio acompanhado de uma normaliza¢do da razao VDAC/IDH2 (Figura
22C), uma vez que os animais infartados submetidos ao TF ndo demonstraram alteracdo na
expressao proteica da IDH2 (Figura 22B). Além disso, o grupo SHAM-TF apresentou um
aumento na expressdo da IDH2 quando comparado aos animais controles que permaneceram
sedentdrios (Figura 22B), ndo diferindo nas demais varidveis analisadas. Aliado aos resultados
descritos anteriormente, essas alteracdes confirmam o efeito positivo do TF sob a estrutura e
funcdo mitocondrial cardiaca, fato que estd intimamente associado a melhora da contratilidade

do cardiomidcito e consequentemente da funcao cardiaca nos animais infartados.
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Figura 22 - Densidade mitocondrial na disfuncio cardiaca: efeitos do treinamento fisico
aerobico. Expressao proteica das proteinas VDAC (A) e IDH2 (B), e a razdo
VDAC/IDH2 (C) no lisado cardiaco, e as figuras representativas (D) nos grupos SHAM,
SHAM-TF, DISFUNCAO CARDIACA e DISFUNCAO CARDIACA-TF. * diferenca
significante vs. SHAM (p< 0,05), ® diferenca significante vs. SHAM-TF (p< 0,05) e #
diferenca significante vs. DISFUNCAOQ CARDIACA (p<_0,05). Os dados foram
comparados entre os grupos pela andlise de variidncia de dois caminhos (ANOVA) com
post-hoc de Duncan.

Em conjunto, os dados referentes a dindmica mitocondrial denotaram um aumento na
expressdo das proteinas envolvidas na fusdo mitocondrial, com concomitante redu¢do na
atividade GTPase da Mfnl e Mfn2; além de uma reducdo na expressdo das proteinas
relacionadas a fissdo mitocondrial, acompanhada de uma maior atividade da GTPase Drpl.
Essas alteragdes vieram acompanhadas de mudancas na morfologia da organela, levando a um
maior nimero de mitocondrias com tamanho reduzido na disfuncdo cardiaca. Aliado a esses
achados, os animais que passaram pela cirurgia de infarto do miocardio apresentaram uma
menor densidade mitocondrial quando comparados ao grupo SHAM. O TF foi capaz de

restaurar o fendtipo mitocondrial em nosso modelo animal de disfuncdo cardiaca, uma vez
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que restaurou, para valores proximos do grupo controle, a expressdo proteica das GTPases
Minl, Mfn2, OPA1 e Drpl, bem como a atividade da Mfnl e Drpl. Essa normalizacdo esté
associada a restauragdo do fenétipo da organela. Além disso, oito semanas de TF aumentaram
a densidade mitocondrial nos animais com DISFUNCAO CARDIACA-TF quando
comparados ao grupo disfun¢do cardiaca que permaneceu sedentdrio. Cabe ressaltar que,
como dito anteriormente, a participacdo efetiva dos processos de fusdo e fissdo mitocondriais
no desenvolvimento da IC, bem como apds TF, ainda ndo foi descrita devido a falta de
métodos bioquimicos capazes de quantificar as frequéncias com que esses processos ocorrem

in vivo.
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6. DISCUSSAO

Esse é o primeiro estudo que caracteriza os efeitos do TF na estrutura e funcio
mitocondrial cardiaca ap6s infarto do miocdrdio em ratos. O entendimento global da func¢ado e
dindmica da organela no coragdo constitui a base para o melhor entendimento das alteracdes
celulares decorrentes do infarto do miocérdio, visto que a mitocondria € peca fundamental na
manutencao da viabilidade e funcionalidade do cardiomidcito.

Nossos resultados demonstram uma proeminente disfuncdo mitocondrial cardiaca,
aliada as alteracoes na dindmica da organela em modelo animal de disfung¢do cardiaca
associada ao infarto do miocardio, fatores que contribuem para o agravamento da disfuncao
ventricular. Por outro lado, o TF mostrou-se eficaz em minimizar os efeitos deletérios sofridos
pela mitocondria apds a cirurgia de infarto do miocérdio, além de promover o remodelamento

cardiaco reverso e melhorar a funcio contrétil ventricular.

6.1 CARACTERIZACAO FENOTIPICA DO MODELO DE DISFUNCAO CARDIACA
ASSOCIADA AO INFARTO DO MIOCARDIO

Sabendo que a cirurgia cardiaca para indu¢do do infarto do miocardio em animais é
utilizada para mimetizar o quadro de disfun¢do ventricular e IC observado em humanos
(PFEFFER et al., 1979; FERREIRA et al., 2012), e com o intuito de confirmar a disfuncao
cardiaca no modelo animal proposto, foi parte deste estudo uma caracterizacdo inicial do
fendtipo dos animais quatro e doze semanas apds a cirurgia de ligadura da artéria corondria
descendente anterior. Para isso, avaliamos parametros morfofuncionais cardiacos e

fisiolégicos nos grupos estudados.

6.1.1 Alteracdes morfofuncionais cardiacas e parametros fisiol6gicos em modelo animal de

disfuncdo cardiaca associada ao infarto do miocardio

Inicialmente avaliamos a funcdo e estrutura cardiaca por meio do exame

ecocardiogrifico quatro e doze semanas apds a inducdo do infarto do miocardio. Como
92



observado nos resultados, quatro semanas apds a cirurgia de ligadura da artéria corondria os
animais apresentaram significante reducdo da funcdo contritil cardiaca, que veio
acompanhada de uma dilatagdo das camaras, contribuindo para a disfun¢do ventricular. Essas
mesmas alteracdes puderam ser observadas doze semanas apds o infarto do miocardio,
confirmando o quadro de disfun¢do cardiaca no modelo animal proposto. Atualmente, a
utilizacdo do ecocardiograma na avaliagdo morfofuncional cardiaca € extremamente
recomendada para fins de progndstico e como indicadores de progressdao da disfungdo
ventricular e IC (FRIGERIO, ROUBINA, 2005), e suas varidveis sdo utilizadas para a
identificacdo da sindrome tanto em humanos (WANG et al., 2005), quanto em roedores
(SANTOS et al., 2006; FERREIRA et al., 2012).

Acreditamos que a disfung¢do ventricular esquerda observada nesses animais foi
consequéncia da perda exacerbada de tecido contritil cardiaco decorrente do processo
isquémico, visto que apds a cirurgia os animais apresentaram uma area infartada em torno de
30% da area cardiaca total. Além disso, € consenso na literatura que a hiperativagdo dos
sistemas neuro-humorais, desencadeada inicialmente pela lesdo do miocardio, contribui
significantemente para a disfung@o contrétil cardiaca e hipertrofia ventricular esquerda ao
longo do tempo (BRUM et al., 2006). De fato, observamos um remodelamento cardiaco
patolégico ao término do protocolo nos animais com disfun¢do cardiaca, representado pela
hipertrofia cardiaca patoldgica e aumento na deposicdo de coldgeno doze semanas apds o
infarto do miocérdio.

Aliado ao prejuizo na funcdo cardiaca, a intolerancia a realizacdo de esfor¢o fisico
também ¢ utilizada como um marcador do quadro de IC. Definida como uma reducdo na
capacidade de realizar exercicio fisico devido a sintomas como dispneia ou fadiga, a
intolerancia aos esfor¢cos é comumente utilizada para diagnéstico ou progndstico de doengas
cardiacas (RUBIM et al., 2006). Na tentativa de verificar o estabelecimento da IC nesses
animais avaliamos a capacidade fisica por meio de teste de esfor¢co progressivo até a exaustdao
e em ambos os periodos de andlises ndo foi possivel detectar alteracdes na tolerancia aos
esfor¢os fisicos entre os animais infartados e controles. Outro fator que acompanha a
progressdo da disfuncdo ventricular € a formacao de edema pulmonar. Esse sintoma clinico,
presente tanto em humanos, quanto em modelos experimentais de IC (REMO, 2005; NISHI et
al., 2006), reflete o acimulo de liquido nos pulmdes como consequéncia da incapacidade do
ventriculo esquerdo em bombear quantidades adequadas de sangue (FIGUEROA, PETERS,
2006). Como descrito anteriormente, ndao observamos edema pulmonar nos animais

infartados.
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As alteracdes morfofuncionais cardiacas decorrentes do infarto do miocardio também
desencadeiam importantes modificacdes hemodinamicas e periféricas (COLUCCI, 1998),
contudo, ndo foi possivel identificar alteragdes no comportamento da pressdo arterial e
frequéncia cardiaca dos animais quatro e doze semanas apds a cirurgia. A literatura reporta
que as alteragdes apds o infarto do miocédrdio dependem, primariamente, do tamanho e
localizagdo da area infartada (PFEFFER et al., 1979; OLIVETTI et al., 1991). De fato,
segundo Pfeffer et al. (1979) ratos com infartos até 30% ndo apresentam anormalidades
hemodinamicas (PFEFFER et al., 1979). Além disso, moderadas alteracdes hemodinamicas
podem desaparecer rapidamente durante o processo de cicatrizagdo de reduzidas dreas de
infarto (OLIVETTI et al., 1991).

Por fim, com o intuito de melhor entender os mecanismos celulares envolvidos no
remodelamento cardiaco patolégico, avaliamos o transiente de Ca®* intracelular, visto que
uma série de estudos na literatura aponta um prejuizo nessa varidvel em coracdes insuficientes
(HASENFUSS, PIESKE, 2002; ROLIM et al., 2007). Ao contrario do sugerido pela literatura,
nossos resultados apontam para um aumento no pico de Ca”* sistélico, bem como uma maior
velocidade de recaptacdo do mesmo. Esses dados corroboram resultados recentes do nosso
grupo de pesquisa, que demonstraram uma melhora no transiente de Ca®* em cardiomiécitos
isolados de ratos adultos dez semanas apds cirurgia de infarto do miocardio. Contudo,
também foi observado que este resultado ndo reflete na melhora na contratilidade cardiaca,
uma vez que houve um prejuizo na contratilidade dos cardiomidcitos isolados nesse modelo
animal (dados ndo publicados). Tem sido reportado na literatura que a reducdo na
contratilidade cardiaca nas doencas cardiovasculares é reflexo, dentre outros fatores, de uma
dessensibilizacdo dos miofilamentos contréteis ao Ca” (BRUM et al., 2011). Sendo assim,
nossos dados sugerem que o comportamento da dinimica do Ca** pode nio refletir o fenétipo
da célula cardiaca nesse modelo.

Em conjunto, os resultados obtidos neste estudo de caracterizagdo fenotipica nos
permitem afirmar que doze semanas apds a cirurgia de ligadura da artéria corondria nosso
modelo animal desenvolveu significantes alteragdes na fungdo e estrutura cardiaca, no
entanto, devido a auséncia de sinais cldssicos de IC, optamos classificad-los como um modelo

de disfuncao cardiaca associada ao infarto do miocérdio.
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6.1.2 Efeitos do treinamento fisico aerobico no remodelamento cardiaco e tolerancia aos

esfor¢os fisicos em modelo animal de disfuncao cardiaca associada ao infarto do miocérdio

Ap6s a confirmacdo do quadro de disfuncdo cardiaca no modelo animal proposto,
nosso proximo objetivo foi verificar os efeitos do TF no remodelamento cardiaco e tolerancia
aos esfor¢os fisicos na disfun¢do cardiaca associada ao infarto do miocéardio. Conforme
apresentado nos resultados, mostramos que oito semanas de TF melhoraram significantemente
a funcdo ventricular e a tolerancia a realizacio de esfor¢os fisicos nos animais submetidos a
cirurgia de ligadura da artéria corondria, além de promover remodelamento cardiaco reverso.

Estda bem documentado na literatura a melhora da funcdo cardiaca decorrente de um
programa de TF em diversas etiologias da doenca, observada tanto em humanos (CONN,
WILLIAMS, WALLACE, 1982; ANTUNES-CORREA et al., 2011), quanto em modelos
experimentais (ROLIM et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009). De fato, essa melhora decorre
de alteracdes benéficas na musculatura cardiaca, propiciando uma atenuagao da dilata¢do das
camaras ¢ uma reduc¢do na tensdo da parede ventricular (ORENSTEIN et al.,, 1995).
Corroborando os dados da literatura, demonstramos que oito semanas de TF promoveram um
aumento na fracdo de encurtamento dos animais infartados quando comparados aos que
permaneceram sedentdrios. Além disso, as andlises ecocardiograficas também demonstraram
uma normalizacdo dos didmetros diastdlico e sistélico final do ventriculo esquerdo no nosso
modelo de disfun¢do cardiaca.

Aliada as alteracdes na funcdo cardiaca, nossos resultados demonstram que o TF
também preveniu o remodelamento patolégico no coragdo dos animais com disfungdo
cardiaca, uma vez que impediu o aumento do didmetro dos cardiomidcitos e da deposi¢ao
excessiva de coldgeno. Vale a pena ressaltar que € consenso na literatura o efeito positivo do
TF positivo no remodelamento cardiaco reverso. De fato, um programa regular de exercicios
fisicos promove redug¢do na via de sinalizacdo da calcineurina, relacionada a hipertrofia
patoldgica (OLIVEIRA et al., 2009) e nas proteinas relacionadas a fibrose cardiaca (XU et al.,
2008). Isto se faz importante, uma vez que o remodelamento patolégico estd altamente
relacionado ao 6bito em pacientes com IC (MERIS et al., 2009).

Outro efeito positivo do TF durante o processo de faléncia do miocdrdio envolve a
normalizacio da dinimica intracelular do Ca®*, uma vez que a funcdo ventricular estd
acoplada ao transiente de Ca’" cardiaco (BRUM et al., 2011). De fato, Rolim et al. (2007)

demonstraram que o TF foi capaz de normalizar a expressdo de proteinas envolvidas na
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homeostase do calcio cardiaco, colaborando para a melhora da funcdo ventricular em modelo
genético de IC induzida por hiperatividade simpatica (ROLIM et al., 2007). E conforme
demonstramos, o TF promoveu uma normalizacdo no transiente de Ca®* no coracdo dos
animais infartados que treinaram, restaurando os valores para préximos aos do grupo controle.
Esse resultado pode estar associado a um aumento na sensibilidade dos miofilamentos
contriteis Ca®*, visto que esta é mais uma das benfeitorias de um programa regular de
exercicios fisicos no combate a disfuncdo cardiaca (KEMI; WISLOFF, 2010). Nesse
contexto, nossos dados sugerem que a melhora da fun¢do ventricular decorrente do TF na
disfun¢do cardiaca € fruto das mudancas, pelo menos em parte, envolvidas na homeostase
cardiaca de Ca™".

Além de estar associado a melhora da fung¢do cardiaca, o TF estd intimamente
relacionado a capacidade de realizacdo de esfor¢o fisico e consequente atenuacdo dos
sintomas das doencas cardiovasculares (BENITO, NATTEL, 2009). A medida da tolerancia
ao esfor¢o faz-se importante, uma vez que existe uma excelente correlacdo entre os indices de
disfun¢do cardiaca durante o exercicio fisico e a fragdo de encurtamento ventricular mesmo
antes do aparecimento dos sinais clinicos de cardiomiopatia (DESAI et al., 1997). Como ja
citado, quatro semanas apds a cirurgia de infarto ndo foram encontradas alteracdes na
distancia total percorrida durante o teste mdximo quando comparados aos animais controles,
no entanto, apds oito semanas de TF os animais foram capazes de aumentar em 82% a
tolerancia aos esforcos. Essa resposta é fruto da associagdo de um melhor desempenho
cardiaco com adaptacdes benéficas em alvos ndo cardiacos. Dentre estas adapta¢des podemos
destacar a resposta vasodilatadora no endotélio vascular, na musculatura esquelética, na
distribuicao do débito cardiaco e na resposta ventilatoria (PINA, DAOUD, 2004), assim como
modificagdes estruturais e metabdlicas na musculatura esquelética (BACURAU et al., 2009).

E importante ressaltar que os efeitos benéficos do TF nas doencas cardiovasculares
também estdo associados ao controle neural do sistema cardiovascular, cuja redu¢do no efluxo
simpatico e consequente restauracao do balanco simpato-vagal contribuem diretamente para a
melhora da morbidade e mortalidade observada tanto em modelos animais (ROLIM et al.,
2007; JORGE et al., 2011), quanto em humanos portadores de doengas cardiovasculares
(ROVEDA et al., 2003; FRAGA et al., 2007).

Por fim, mas ndo menos importante, demonstramos que o TF promoveu aumento na
tolerancia aos esforcos, redug¢ao na deposi¢io de coldgeno cardiaco e bradicardia de repouso

nos animais controles submetidos a oito semanas de exercicio fisico. A reducao da frequéncia

cardiaca de repouso apds um periodo de TF sugere uma melhora no balango auton6mico nos
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animais treinados e comprova a eficidcia do programa de exercicios fisicos (BRUM et al.,
2011). Além disso, valores elevados de frequéncia cardiaca t€ém sido relatados como um
preditor independente de mortalidade na populacdo em geral e nas doencas (DYER et al.,
1980; KANNEL et al., 1987; GILLMAN et al., 1993). Cabe salientar que os animais
infartados submetidos ao TF também apresentaram bradicardia de repouso, reafirmando o
efeito benéfico do TF na reducdo dos fatores de risco associados as doengas cardiovasculares.
Dessa forma, nossos achados confirmam o papel do TF como uma eficiente terapia ndo

farmacoldgica no tratamento das doencas cardiovasculares.

6.2 CARACTERIZACAO DA FUNCAO MITOCONDRIAL CARDIACA EM MODELO
ANIMAL DE DISFUNCAO CARDIACA ASSOCIADA AO INFARTO DO MIOCARDIO:
EFEITOS DO TREINAMENTO FISICO AEROBICO

6.2.1 Disfuncdo mitocondrial cardiaca em modelo animal de disfuncdo cardiaca associada ao

infarto do miocardio

Baseados nos dados funcionais da organela, obtidos nos ensaios com a mitocondria
e/ou cardiomidcito isolados, constatamos uma clara disfun¢do mitocondrial nos animais com
disfuncdo cardiaca, representada inicialmente pela reducdo na capacidade respiratéria
mitocondrial. A diminui¢do na eficiéncia respiratoria mitocondrial cardiaca nas doencas
cardiovasculares vem sendo demonstrada em estudos clinicos e experimentais, que apontam a
redugdo na atividade dos complexos da CTE como um fator determinante para o prejuizo na
transferéncia de energia para a contracdo cardiaca e a consequente progressdo da disfungdo
ventricular (SHAROV et al., 1998; NOJIRI et al., 2006; ROSCA, HOPPEL, 2009).
Entretanto, € importante destacar que a eficiéncia da fosforilacdo oxidativa mitocondrial nao
depende, exclusivamente, da atividade individual dos complexos respiratérios, mas também
do arranjo apropriado entre os componentes da CTE, gerando unidades funcionais
(supercomplexos). A formagdo incorreta dessas unidades, assim como mudangas na
biogénese/morfologia mitocondrial e um remodelamento metabdlico da organela que
acompanha o desenvolvimento da disfuncao cardiaca, pode desempenhar um importante papel

fisiopatologico na IC (ROSCA et al., 2008; HAUSENLOY, RUIZ-MEANA, 2010). De fato,
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Rosca et al. (2008) demonstraram em modelo canino de IC moderada a grave que a redugdo
na fosforilacdo oxidativa foi acompanhada de um arranjo incorreto das unidades funcionais.
Cabe salientar que os autores ndo encontraram alteracdes na expressao proteica e/ou atividade
individual dos complexos da CTE (ROSCA et al., 2008). Nossos dados vao ao encontro da
literatura e sugerem que a ineficiéncia respiratoria nos animais infartados pode estar associada
a um desarranjo dos componentes da CTE, uma vez que nenhuma modificagdo foi detectada
na expressao proteica dos complexos respiratérios mitocondriais.

Em adicdo ao papel ja bem estabelecido da mitocondria no metabolismo energético, a
regulacdo da morte celular tem emergido como outra fun¢io da organela. Tal regulacdo esta
intimamente relacionada ao fato da mitocondria ser a maior fonte intracelular de EROs,
geradas em sua maioria pelos complexos I e III da CTE. A formacao excessiva de EROs pode
provocar danos irreversiveis a diversos componentes celulares levando a um prejuizo no
funcionamento celular, e em ultima instancia a apoptose (FRIGUET, BULTEAU,
PETROPOULOS, 2008). Por outro lado, niveis moderados de EROs sdo cruciais para o
funcionamento adequado da célula, uma vez que atuam como segundos-mensageiros em
diversos processos celulares (ZHANG, GUTTERMAN, 2007; KOWALTOWSKI et al.,
2009). De fato, esse duplo papel das EROs tem sido observado no tecido cardiaco. O estresse
oxidativo mitocondrial, acompanhado de uma maior concentracido intracelular de Ca™ e
reduzida producdo de ATP, estd intimamente relacionado a formacdo dos PTPM e
consequente morte celular durante o processo de isquemia/reperfusdo cardiaca (VERCESI et
al., 2006). Interessante, ap6s um periodo de pré-condicionamento, a geragdo moderada de
EROs desencadeia sinalizacdes intracelulares capazes de prevenir a reducdo do ATP e o
actimulo do Ca”* durante a isquemia. Consequentemente essas condi¢cdes atenuam a formacao
dos PTPM e protegem o tecido cardiaco durante o processo de reperfusao (VANDEN HOEK
et al., 1998; JAVADOV et al., 2011).

Conforme descrito nos resultados, encontramos no grupo disfun¢do cardiaca uma
perda da homeostase redox, representada pelo aumento exacerbado na produgdo de H,O; e
O,". Esse quadro € fruto da disfuncdo mitocondrial, caracterizada na maioria das vezes pelo
desacoplamento da CTE e consequente prejuizo da fosforilacdo oxidativa (NOJIRI et al.,
2006). Vale ressaltar que o exacerbado aumento de EROs também contribui para o mau
funcionamento da maquinaria bioenergética mitocOndria, estabelecendo entdo um ciclo de
retroalimentacdo positiva entre disfun¢do mitocondrial e produgdo de EROs na disfungdo
cardiaca. Além disso, constatamos um acimulo de produtos derivados da oxidagao

(hidroperéxidos lipidicos, 4-HNE e proteinas carboniladas) no coracdo dos animais que
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passaram pela cirurgia de infarto do miocérdio. A literatura reporta que o aumento cardiaco de
produtos derivados da oxidagdo contribui efetivamente para a disfun¢do mitocondrial, uma
vez que pode levar a um prejuizo na atividade dos complexos respiratérios I, Il e V da CTE
mitocondrial, bem como a um aumento na permeabilidade mitocondrial (ANDERSON,
KATUNGA, WILLIS, 2012). De fato, Yarian, Rebrin e Sohal (2005) demonstraram que o
acimulo de hidroperéxidos lipidicos cardiacos leva a modificacdo oxidativa do polipeptideo
F1 do complexo respiratério ATP sintase em camundongos idosos, fato relacionado a redugdo
de 18% na atividade desse complexo (YARIAN, REBRIN, SOHAL, 2005)._Além disso, em
pacientes com IC, esse aumento tem sido positivamente correlacionado com a severidade da
doenca (BELCH et al., 1991; MALLAT et al., 1998). De fato, o acimulo de agentes oxidantes
vem sendo reconhecido como um fator causal em diversos quadros patologicos (ex. diabetes e
doencas cardiovasculares) (NEGRE-SALVAYRE et al., 2010). Nas enfermidades em que o
aumento do estresse oxidativo, agudo ou cronico, se faz presente, os produtos derivados da
oxidagdo estdo sendo considerados os agentes mais potentes, persistentes e relevantes na
fisiologia desse estresse.

Associado ao aumento de EROs, encontramos uma reducao na atividade antioxidante
no coracdo dos animais infartados, representada pela menor atividade da catalase. Apesar de
ser a maior fonte celular de EROs, a mitocOndria também exerce um papel decisivo no
combate ao estresse oxidativo. De fato, a eliminacdo de produtos oxidativos gerados durante
uma série de processos fisioldgicos, como o metabolismo de lipideos e carboidratos,
representa um mecanismo protetor intrinseco da célula, contribuindo para a manutengio da
sua viabilidade (HAUSENLOY, RUIZ-MEANA, 2010). Nesse contexto, a diminui¢do na
defesa antioxidante tem sido reportada na literatura como um contribuinte na progressao da
IC, fruto do prejuizo na respiracdo mitocondrial e exacerbada formacao de EROs (NOJIRI et
al., 2006). Nojiri et al. (2006) demonstraram que camundongos com dele¢do do gene da SOD
no musculo cardiaco desenvolveram uma cardiomiopatia dilatada associada a uma
progressiva intolerancia aos esforcos fisicos. Esse quadro veio acompanhado de um aumento
na formagao de EROs, contribuindo para a redu¢ao na producdo de ATP por meio da ativacdo
das enzimas desacopladoras mitocondriais (NOJIRI et al., 2006). Além disso, a melhora no
sistema de defesa antioxidante, obtido pela superexpressdo das enzimas antioxidantes, atenua
o remodelamento cardiaco patoldgico e preserva a fungdo cardiaca em modelo animal de
doenca cardiovascular (SHIOMI et al., 2204; SHEN et al., 2006). Entretanto € importante
destacar que recentes estudos clinicos e experimentais atribuem a perda da homeostase redox

nas doencgas cardiovasculares apenas ao aumento exacerbado da producdo de EROs, enquanto
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que a atividade antioxidante permanece preservada (TSUTSIU et al., 2001). Esse quadro
corrobora nossos demais resultados envolvendo as enzimas antioxidantes, e indica que o
estresse oxidativo no nosso modelo animal de disfuncdo cardiaca associada ao infarto do
miocdrdio estd primariamente relacionado ao aumento da producdo de EROs, frente ao
declinio da defesa antioxidante.

Desde a década de 1970 a mitocOndria, em conjunto com o reticulo sarcoplasmatico,
vem sendo considerados importantes estruturas no controle da homeostase do Ca** cardiaco.
A proximidade entre as organelas facilita a troca do Ca** e permite a manutencdo dos niveis
fisiolégicos do ion, contribuindo diretamente para a contracdo cardiaca. Nesse sentido, a
mitocondria vem sendo considerada uma organela capaz de tamponar o excesso de Ca®*
citosdlico (EISNER et al., 2000). De fato, em condi¢cdes normais, a forca eletroquimica
decorrente do potencial de membrana interna mitocondrial permite a entrada de Ca®* através
de transportadores/trocadores especificos, € o balanco influxo/efluxo do ion é mantido
(O'ROURKE, 2007). Entretanto, quando a concentragcdo de Ca’" mitocondrial se torna muito
elevada, ocorre a formagao e ativacdo dos PTPM, levando a ruptura da organela (KUJOTH et
al., 2005). Essa situagdo pode ser observada em diversas patologias, incluindo as doengas
cardiovasculares, e contribui diretamente para a progressdo da doenca, uma vez que estd
diretamente associada a morte celular (FUJITA et al., 2007; GOMEZ et al., 2009; JAVADOV
etal., 2011).

Conforme demonstramos, a mitocondria cardiaca dos animais infartados perde sua
integridade estrutural quando desafiada com baixas concentracdes de Ca®* quando
comparados aos animais saudaveis, quadro que foi revertido apds a inibi¢do dos PTPM (na
presenca de Ciclosporina A). Baseado nesses resultados, podemos sugerir que a mitocondria
cardiaca dos animais que passaram pela cirurgia de ligadura da artéria corondria apresenta um
baixo limiar ao Ca®*. Acreditamos que esse fendmeno é resultado de uma sobrecarga de Ca®*
mitocondrial decorrente da anormalidade no transiente de Ca®* observada nesses animais, e
contribui para o agravamento da disfuncdo ventricular. De fato, altas concentragdes do ion
desencadeiam uma progressiva redu¢do na fosforilacdo oxidativa, explicada em parte pelas
alteracdes no potencial de membrana mitocondrial e consequente falha na sintese de ATP (DI
LISA; BERNARDI, 1998). Estudos clinicos recentes demonstraram que a ndo captagcdo de
calcio pela mitocOndria, por meio da inibicio da formacdo dos PTPM, pode reduzir o
tamanho da drea infartada e melhorar a recuperacdo da fungdo contritil do coracdo apds a
reperfusao (GOMEZ et al., 2009). Além disso, atualmente sabe-se que o acimulo de Ca**

citosdlico na diastole contribui para a disfuncdo contritil (OLIVEIRA et al., 2009) e
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acreditamos que esse Ca™* tende a translocar-se para a mitocondria com o intuito de evitar
uma falha sustentada na maquinaria contratil cardiaca. Uma das futuras propostas do
laboratério é entender melhor a contribui¢io do elevado transiente de Ca** na disfuncdo
cardiaca para com a dindmica/metabolismo mitocondrial.

A combinagdo de elevadas concentragdo de Ca®* e EROs, com posterior formacao dos
PTPM, pode levar a alteracdes no potencial de membrana mitocondrial interferindo no bom
funcionamento da célula. Em condicdes fisiolégicas, pequenas oscilacdes no potencial de
membrana mitocondrial ocorrem naturalmente e auxiliam na manutencdo da homeostase
celular. Contudo, sob estresse essa variacdo pode extrapolar o limiar fisiologico interferindo
diretamente na funcdo da organela. Além disso, a ineficiéncia celular em manter o potencial
de membrana mitocondrial adequado contribui para a desestabilizacdo do potencial de agao
do cardiomidcito levando as arritmias cardiacas (AKAR et al., 2005). A literatura vem
demonstrando que tanto o desacoplamento (reducdo do potencial de membrana), quanto a
hiperpolarizacdo mitocondrial (aumento no potencial de membrana) interferem na fungdo da
organela (LYON et al.,, 2010; KADENBACH et al., 2011). De fato, Lyon et al. (2010)
demonstraram um aumento exacerbado no potencial de membrana mitocondrial apds a
isquemia cardiaca. Esse mecanismo compensatorio inicial resultou numa reduzida sintese de
ATP e consequente aumento do estresse oxidativo (LYON et al., 2010). Por outro lado, o
desacoplamento mitocondrial tem sido observado em situacdes cronicas de estresse, como na
IC, no qual o déficit energético resultante contribui sobremaneira para a falha na maquinaria
contratil cardiaca (KADENBACH et al., 2011). Além disso, a literatura descreve que o leve
desacoplamento mitocondrial parece otimizar o funcionamento mitocondrial (CALDEIRA
DA SILVA et al., 2008; CERQUEIRA, LAURINDO, KOWALTOWSKI, 2011). Caldeira da
Silva et al. (2008) demonstraram que camundongos tratados com dinitrofenol, um
desacoplador mitocondrial, apresentaram um aumento nas taxas respiratérias associado a
diminui¢do na formacdo de EROs, fatores que contribuiram para um aumento na expectativa
de vida desses animais. Nesse sentido, os autores sugerem que o leve desacoplamento
mitocondrial constitui uma efetiva estratégia antioxidante (CALDEIRA DA SILVA et al.,
2008).

Cabe ressaltar que nenhuma diferenca foi observada no potencial de membrana
mitocondrial no coracdo dos animais infartados. Esse resultado isolado poderia sugerir que a
mitocondria cardiaca mantém sua fun¢do preservada mesmo apds a cirurgia de ligadura da
artéria corondria, visto que essa caracteristica interfere na funcao da organela (KADENBACH

et al., 2011). Entretanto, baseado no exposto acima nosso resultado sugere que em estagios
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iniciais da disfuncdo ventricular, mesmo na presenca de uma disfun¢do mitocondrial, o
potencial de membrana mitocondrial ndo sofre prejuizos.

Todas as alteragdes descritas acima contribuiram para uma redu¢do nos niveis de ATP
cardiaco. Esses dados vao ao encontro da literatura e confirmam que a disfun¢do ventricular
prejudica o aparato energético do cardiomidcito, interferindo na oxidagdo de substratos e na
sintese de ATP, o que acaba por levar o coragdo a um déficit energético (SHAROV et al.,
1998; ROSCA et al., 2008; DOENST et al. 2010).

Em conjunto, nossos resultados confirmam a instalagdo do quadro de disfuncao

mitocondrial em modelo animal de disfuncio cardiaca associada ao infarto do miocérdio.

6.2.2 Efeitos do treinamento fisico aerébico na fun¢do mitocondrial cardiaca em modelo

animal de disfunc¢do cardiaca associada ao infarto do miocardio

Ap6s constatarmos uma disfun¢do mitocondrial no nosso modelo animal de disfuncdo
cardiaca associada ao infarto do miocardio, demonstramos que o TF foi responsavel por
promover uma melhora na fungdo mitocondrial no coragdo dos animais infartados. A prética
regular de exercicios fisicos, especificamente o exercicio aerdbico, tem se mostrado uma
excelente medida no combate a lesdo cardiaca (ROLIM et al.,, 2007; SUN et al., 2008;
KAVAZIS et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2009; ANTUNES-CORREA et al., 2011). Os
mecanismos propostos para explicar os efeitos cardioprotetores do TF sio mediados, em
parte, por alteracdes na fungdo mitocondrial que incluem a melhora na fosforilacao oxidativa
e homeostase redox (ASCENSAO, FERREIRA, MAGALHAES, 2007).

Demonstramos que os animais infartados apresentaram uma restauracao da capacidade
respiratoria apds oito semanas de TF, confirmada pela normaliza¢do da razao entre os estados
respiratérios 3 € 4 quando comparados aos animais controles. Uma série de trabalhos
confirma esse efeito positivo do TF na regulacdo da fun¢do mitocondrial cardiaca e descreve
que a adaptacdo ao exercicio fisico regular envolve a biogénese mitocondrial e a sintese de
componentes da CTE com o intuito de apoiar o aumento da demanda energética celular, fator
que contribui para a melhora da contratilidade do cardiomidcito (STUEWE et al., 2000;
ASCENSAO, FERREIRA, MAGALHAES, 2007; ALBERTO BOVERIS, 2008). De fato,
ambos os grupos submetidos ao programa de exercicios fisicos apresentaram um aumento no
consumo maximo de O, mitocondrial nos estados respiratérios 3 e 4, quadro que foi explicado

pela maior expressdo dos complexos respiratérios identificada no coragdo dos animais
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estudados, fato que pode explicar o aumento na tolerancia aos esforgos fisicos apresentado
pelos grupos treinados. Nesse sentido, Navarro et al. (2004) demonstraram em ratos
exercitados uma correlacdo linear entre a atividade do complexo IV da CTE e o sucesso no
teste fisico na corda bamba (tightrope test) (NAVARRO et al., 2004). Este fato associa a
qualidade da fun¢@o mitocondrial com a tolerancia aos esforcos fisicos e confirma o efeito do
TF na restauracdo do dano celular e disfuncao fisiologica presentes em diversas patologias.
Durante e ap6s o exercicio fisico, vdrios mecanismos estdo ativados em diferentes
orgdos e sistemas na tentativa de promover a manutencao/restauracdo da homeostase celular.
Agudamente, alteracdes na concentracdo intracelular de ATP, reducdes no estoque de
glicogénio, mudancas na temperatura e pH, perda da homeostase do Ca* e um
desacoplamento na respira¢do mitocondrial desencadeiam a formacao de EROs (PHANEUF,
LEEUWENBURGH, 2001; SIU et al., 2004). De fato, o aumento no consumo de O, favorece
momentaneamente o dano oxidativo celular (ASCENSAO, FERREIRA, MAGALHAES,
2007). Contudo, apesar de induzir a producdo de EROs durante sua pratica, o exercicio fisico
também € responsdvel pela ativacdo aguda do sistema de defesa antioxidante do organismo, o
qual € reportado na literatura como sendo um mecanismo de defesa celular em condi¢des de
estresse oxidativo. Além disso, tem sido descrito um aumento na sintese de proteinas
desacopladoras cardiacas ap6s o TF (BO et al., 2008), situacdo que pode levar a redugdo das
EROs por meio de uma ligeira dissipacdo do potencial de membrana mitocondrial, condi¢dao
denominada leve desacoplamento (CALDEIRA DA SILVA et al., 2008; CERQUEIRA,
LAURINDO, KOWALTOWSKI, 2011). Sendo assim, o TF, se sistematizado e praticado
corretamente, pode promover efeitos positivos na restauracdo da homeostase redox
(ATALAY, SEN, 1999; FINAUD, LAC, FILAIRE, 2006). Nossos resultados denotam uma
reducdo no estresse oxidativo, representado pela menor formagao de H,O,, O,’, e produtos
derivados da oxidacdo, e pela restauracdo da atividade antioxidante nos animais com
disfuncdo ventricular submetidos ao TF. Essa restauracdo da homeostase redox confirma as
importantes adaptacdes na fun¢do mitocondrial cardiaca propiciadas pelo TF na IC (JUDGE,
2005), uma vez que a literatura aponta uma correlagdo inversa entre a carbonilagdo de
proteinas e a atividade dos complexos respiratérios mitocondriais (ALBERTO BOVERIS,
2008). Dessa forma, o TF tem se mostrado uma ferramenta eficaz no combate ao estresse
oxidativo em diversas patologias, incluindo as doencas cardiovasculares (BERTAGNOLLI et
al.,, 2008; XU et al., 2010). Além disso, os grupos submetidos ao TF apresentaram um
aumento na formacgao de H,O, provenientes da inibicdo dos complexos respiratérios I e III,

esse resultado € fruto da biogénese mitocondrial promovida pela pratica regular de exercicios
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fisicos (SUN et al., 2011), visto que, como citado acima, houve um aumento na expressao
desses complexos respiratdrios apds o protocolo experimental.

E importante destacar que a influéncia positiva do TF sobre a defesa antioxidante ainda
€ um assunto de intenso debate. Vérios estudos examinaram o efeito da pratica regular de
exercicios fisicos na atividade de enzimas antioxidantes, mas devido as varia¢des no desenho
experimental, modelo utilizado e procedimentos analiticos, uma grande dispersdo nos
resultados pode ser observada. No entanto, a maior parte das evidéncias cientificas aponta
efeitos benéficos do TF em algum componente enzimético do sistema antioxidante
(ATALAY, SEM, 1999; FINAUD, LAC, FILAIRE, 2006; ASCENSAO, FERREIRA,
MAGALHAES, 2007). Como descrito nos resultados, encontramos uma redu¢do nos niveis
de glutationa oxidada e uma consequente melhora na razao GSH/GSSG nos animais controles
submetidos ao TF, fato que contribuiu para uma redu¢do na formacdo de H,O, nos estados
respiratérios mitocondriais quando comparados aos animais sauddveis que permaneceram
sedentdrios. Esse quadro enfatiza a influéncia benéfica do TF na defesa antioxidante cardiaca
e na promocao da saide global do coragao.

Aliado a essas mudancas houve um aumento na taxa de captacdo médxima de Ca®*
mitocondrial. Esse fon pode exercer efeito antagbnico na fungdo respiratéria mitocondrial.
Como detalhado na secdo anterior, o actimulo de Ca”* mitocondrial pode levar a ruptura da
organela, mas por outro lado, a captacdo moderada de Ca®* pela mitocondria estimula a acao
da piruvato desidrogenase e de enzimas relacionadas ao Ciclo de Krebs, resultando em maior
producdo de NADH e uma consequente sintese melhorada de ATP (JOUAVILLE et al., 1999;
BROOKES et al., 2004). Além disso, tem sido sugerido na literatura que a préatica regular de
exercicios fisicos pode reduzir a suscetibilidade a formacdo dos PTPM, bem como minimizar
os efeitos deletérios do Ca®* na respiracio mitocondrial. De fato, Ascensao et al. (2005)
demonstraram que quatorze semanas de TF preveniram a formacao dos PTPM, a redugdo na
fosforilagdo oxidativa e a formagdo de produtos derivados da oxidacdo em animais tratados
com doxorrubicina, um farmaco cardiotéxico utilizado no tratamento contra o cancer. Os
autores sugerem que devido ao fato dos PTPM apresentarem etiologia oxidativa, é provavel
que os efeitos benéficos do TF nessa varidvel sejam mediados, dentre outros fatores, pela
restauracdo da homeostase redox no cardiomidécito dos animais treinados, contribuindo
diretamente para a reducdo da morte celular programada (ASCENSAO et al., 2005). Nossos
resultados demonstram que o aumento do limiar mitocondrial ao Ca®* nos animais submetidos
ao TF reflete positivamente na fun¢do da organela e auxilia na fung¢do contratil cardiaca, visto

que o fon participa efetivamente do processo de contracdo muscular.
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Por fim, todas as alteragdes benéficas na fungdo mitocondrial promovidas pelo TF
contribuiram para a restauracdo dos niveis energéticos no coragdo dos animais infartados para
valores préximos aos do grupo controle. Apesar de nao termos avaliado a curva de sobrevida
dos animais estudados, parametro mais sensivel para descrever os efeitos do envelhecimento e
da sobrevivéncia em condi¢Oes patoldgicas, vale destacar que o exercicio fisico exerce
influéncia direta nesse parametro (CHARANSONNEY, 2011). A literatura demonstra que
animais submetidos a um programa de TF aumentam em aproximadamente 15% o tempo
médio de vida (NAVARRO et al., 2004), e que a pratica didria de pelo menos 15 minutos de
exercicio fisico pode elevar a expectativa de vida em até trés anos em humanos sauddveis ou
portadores de fatores de risco para doengas cardiovasculares (WEN et al., 2011).

Evidéncias experimentais sugerem que a modula¢do positiva do TF ocorre em
diferentes niveis da organizacdo celular, e que a mitocOndria, organela central do
metabolismo energético, representa um importante mediador das perturbagdes bioquimicas e
mecanicas impostas pelo exercicio fisico (ASCENSAO; FERREIRA; MAGALHAES, 2007).
Nesse sentido, nossos resultados confirmam o efeito cardioprotetor do TF nas doencas
cardiovasculares, mediado em parte pela restauracdo da funcdo mitocondrial cardiaca,
reforcando a utilizacdo do mesmo como uma terapia ndo farmacoldgica adjuvante no

tratamento da fisiopatologia cardiovascular.

6.3 CARACTERIZACAO DA DINAMICA MITOCONDRIAL CARDIACA EM MODELO
ANIMAL DE DISFUNCAO CARDIACA ASSOCIADA AO INFARTO DO MIOCARDIO:
EFEITOS DO TREINAMENTO FISICO AEROBICO

6.3.1 Alteracdes na dindmica mitocondrial cardiaca em modelo animal de disfun¢do cardiaca

associada ao infarto do miocardio

Seguindo os objetivos propostos neste projeto, avaliamos a dindmica mitocondrial
cardiaca no coragdo dos animais infartados. O significado fisiol6gico dos continuos processos
de fusdo/fissdo mitocondrial emerge na literatura como um tema atual e relevante.
Conservados durante a evolucdo, esses processos aparecem como um mecanismo de controle

de qualidade mitocondrial, atuando na prote¢do e melhora da saide mitocondrial. A fusdo da
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organela permite a troca de DNA e proteinas mitocondriais, com o intuito de reparar a funcdo
mitocondrial ao promover a dispersd@o das mutacdes € enzimas senescentes por toda a rede. Ja
a fissdo mitocondrial restaura a morfologia da organela e contribui para a manutencdo da
viabilidade celular ao separar e encaminhar as mitocondrias filhas danificadas para
degradacao (LIESA, PALACIN, ZORZANO, 2009). Alteracdes na dindmica mitocondrial
tétm sido demonstradas em diversas patologias, incluindo as doencas cardiovasculares
(WALLACE, 1999; ZUCHNER et al., 2004; KUJOTH et al., 2005; WANG et al., 2008). De
fato, desde os primeiros relatos, a morfologia mitocondrial na IC ja era conhecida por suas
diferencas e desorganizacdes. Em diversas etiologias da sindrome € possivel observar
mitocOndrias desorganizadas e com diferencas em sua drea (JONES et al, 1975;
BAANDRUP et al., 1981; SHAROV et al., 1998; TARDIFF et al., 1999). Nossos dados vém
acrescentar a literatura a informacgao de que nos estdgios iniciais da IC, quando somente a
disfuncdo ventricular se faz presente, mudancas na forma/dindmica da organela ja ocorrem.

Inicialmente, os resultados relacionados a fusdo mitocondrial denotaram um aumento
na expressao das mitofusinas 1 e 2, e da OPA1 no coracdo dos animais que passaram pela
cirurgia de infarto do miocéardio. A literatura sobre o assunto ainda € restrita, o unico trabalho
realizado até o momento demonstrou um aumento na expressao da OPA1 em ratos com IC de
etiologia isquémica. Além disso, também foram observados aumentos nos niveis cardiacos
das proteinas Mfnl e Mfn2 em pacientes com cardiomiopatia isquémica e dilatada (CHEN et
al., 2009). Contudo, baseado somente na expressao proteica torna-se dificil tracar uma relagcdo
causal entre a dinamica/fun¢do mitocondrial e a progressao das doencas cardiovasculares.
Nesse sentido, avaliamos a atividade GTPase especifica das mitofusinas e encontramos uma
reducdo em ambas as enzimas no coracdo dos animais infartados. Recentemente foi
demonstrado que a reducao na fusdo mitocondrial contribui para a piora da fung¢do cardiaca
através de alteragdes na morfologia mitocondrial. De fato, Chen, Liu e Dorn II demonstraram
que a ablacdo das mitofusinas em camundongos promoveu uma fragmentacdo mitocondrial
que levou a dilatacdo cardiaca e consequente IC apds oito semanas (CHEN, LIU, DORN II,
2011). Nossos resultados confirmam o envolvimento da fusdo mitocondrial no processo de
disfungcdo da organela e sugerem que a reducdo desse processo, representada pela menor
atividade das mitofusinas, contribui para a patologia cardiaca por interferir diretamente na
dindmica mitocondrial.

Em contrapartida a fusao, encontramos um aumento na atividade da principal GTPase
envolvida na fissdo mitocondrial (Drpl), mesmo na presenca de uma reducdo de sua

expressdo proteica. Até o presente momento a fissdo mitocondrial ndo foi diretamente
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observada em cardiomidcitos adultos, no entanto, modelos experimentais demonstram que
uma exacerbada fissdo da organela contribui para um prejuizo da funcao celular (ONG et al.,
2010; HOM et al., 2010). De fato, Ong et al. (2010) demonstraram que células HL-1
submetidas a isquemia apresentaram uma fragmentacao mitocondrial seguida de disfuncdo da
organela e morte celular. Quadro que foi revertido na presenca de um inibidor da fissdo
mitocondrial (ONG et al., 2010). Além disso, cultura de cardiomidcitos de ratos neonatos
tratados com tapsigargina ou cloreto de potdssio, responsaveis pelo aumento na concentragao
de Ca’*e formacio exacerbada de EROs, sofrem um répido processo de fissio mitocondrial
(HOM et al., 2010). Essas informacdes corroboram nossos dados e sugerem que a fissao
mitocondrial contribui diretamente para o dano no tecido cardiaco em condi¢des estressoras,
como na disfun¢do cardiaca desencadeada pelo infarto do miocardio.

Conforme descrito nos resultados, encontramos mudangas na morfologia da organela,
representado pelo maior nimero de mitocondrias com tamanho reduzido no coracdo dos
animais com disfun¢do cardiaca. Acreditamos que a sobreposi¢do da fissdo mitocondrial em
detrimento a fusdao da organela pode estar associada a essa resposta. Entretanto, ndo existem
trabalhos na literatura tragando uma relag¢do causal entre as proteinas envolvidas na dinamica
mitocondrial e a forma da organela nas doencas cardiovasculares Apenas o trabalho
desenvolvido por Chen et al. (2009) correlaciona uma redu¢do na expressdo da OPA1 com a
fragmentacdo mitocondrial (aumento na quantidade de mitocondrias com darea reduzida)
observada pela técnica de microscopia eletrdnica em bidpsias cardiacas de humanos que
apresentavam cardiomiopatia dilatada de origem isquémica (CHEN et al., 2009). Além disso,
estd descrito que a dindmica mitocondrial parece exercer importante papel na morfologia da
organela em células altamente compartimentalizadas, como os mioblastos € os neurdnios, no
qual mutagdes nas proteinas relacionadas aos processos de fusdo/fissao resultam em
alteracdes no fenotipo mitocondrial (LI et al., 2004; VERSTREKEN et al., 2005). Nesse
sentido, trabalhos que estudem as diferentes fases da progressio da IC, bem como as
diferentes etiologias, sdo necessarios para estabelecer uma melhor relacdo entre a atividade
das GTPases e os processos de fusdo e fissdo mitocondrial.

Tradicionalmente, e como demonstrado neste projeto, a maior parte do conhecimento
sobre a morfologia mitocondrial deriva de imagens de microscopia eletronica (HOM, SHEU,
2009), entretanto, esse método fornece apenas um instante no tempo e espaco, ndo permitindo
a visualizacdo direta da dinamica mitocondrial. Recentemente, novas técnicas tem sido
desenvolvidas com o intuito de otimizar o monitoramento dos processos de fusdo e fissdao

mitocondrial (TWIG et al., 2006; HUANG, CHOI, FROHMAN, 2010). Contudo, essa
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monitoracdo in vitro foi realizada apenas em cultura de células, e futuras pesquisas sdo
necessdrias com o intuito de permitir um rastreamento fiel da morfologia mitocondrial no
contexto das doencas cardiovasculares.

Associado as mudangas descritas até o momento, uma baixa expressdo dos
componentes da via de biogénese mitocondrial tem sido relatada nas doencgas
cardiovasculares. De fato, uma redu¢do na expressdo cardiaca de fatores de transcri¢do
mitocondriais, bem como uma diminui¢do de enzimas da CTE e do Ciclo de Krebs, foi
encontrada em diversos modelos experimentais (GARNIER et al., 2003; SUN et al., 2007;
WATSON et al., 2007). Em contraste, os prejuizos mitocondriais iniciais t€ém sido associados
a uma proliferacdo da organela nas cardiomiopatias, tanto em humanos, quanto em modelos
experimentais. Por exemplo, Sebastiani et al. (2007) encontraram um aumento na proliferacao
da organela associada a um desarranjo miofibrilar em bidpsias cardiacas de pacientes com
doencas cardiovasculares de diferentes etiologias (SEBASTIANI et al., 2007). Essa resposta
também foi encontrada em diversos modelos experimentais de cardiomiopatia associados a
ablacdo de importantes enzimas e componentes mitocondriais (LI et al., 1995; GRAHAM et
al., 1997), tais como o fator de transcricdo mitocondrial A, responsdvel pela transcricdo de
genes mitocondriais advindos tanto da organela, quanto do nucleo celular (HANSSON et al.,
2004). Nesse modelo, o aumento da massa cardiaca foi acompanhado por uma redug¢do no
DNA mitocondrial, interferindo diretamente no funcionamento da CTE e comprometendo o
metabolismo energético (HANSSON et al., 2004). Por outro lado, a superexpressdo do fator
de transcri¢do mitocondrial PGC1-a (coativador 1 alfa do receptor ativado por proliferador de
peroxissoma) resultou num aumento exacerbado do nimero e tamanho das mitocondrias no
miocardio de camundongos associados a perda da estrutura sarcomérica, fatores que
contribuiram para o desenvolvimento de uma cardiomiopatia dilatada (RUSSEL et al., 2004).
Esses dados corroboram nossos resultados e indicam que prejuizos na fun¢c@o mitocondrial
nao podem ser compensados pelo aumento no nimero de mitocondrias, € que um balango
apropriado na estrutura da organela se faz necessdrio para a manutencdo da homeostase
cardiaca.

A requisi¢do energética cardiaca ndo estd relacionada somente a morfologia
mitocondrial, mas também a organizacao estrutural da organela, representada pela densidade,
e sua localizagdo. Em fung¢do da continua demanda de ATP, cardiomidcitos adultos
apresentam mitocondrias extremamente densas quando comparados a outros tecidos, uma vez
que além de participar efetivamente da sintese de ATP via fosforilagdo oxidativa, a organela

estd envolvida na sinalizagcdo do Ca”™, proliferacdo celular e apoptose (McBRIDE,
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NEUSPIEL, WASIAK, 2006). Nesse sentido, a literatura relata que uma reducdo na
densidade mitocondrial contribui para o prejuizo na funcdo da organela em diferentes
modelos de doencas cardiovasculares (BAANDRUP et al., 1981; SCHOLZ, DIENER,
SCHAPER, 1994; SHAROV et al., 1998; ROSCA et al., 2008). De fato, Lukyanenko (2007)
descreve que uma das alteragdes ultraestruturais que acompanha o tecido cardiaco na IC é
uma reducdo na densidade mitocondrial (LUKYANENKO, 2007). E conforme descrito nos
resultados, os animais que passaram pela cirurgia de infarto do miocardio apresentaram uma
menor densidade mitocondrial quando comparados ao grupo controle, inferindo que o
aumento no nimero de mitocondrias apresentado por esses animais ndo foi acompanhado de
um contetdo proteico apropriado capaz de preservar a fung¢do da organela.

Em conjunto, nossos dados demonstram uma contribui¢do da dindmica mitocondrial
na fisiopatologia das doencgas cardiovasculares. Sendo assim, futuras estratégias terapéuticas
que inibam a fissdo mitocondrial ou ativem a fusdo da organela poderdo exercer grande

impacto na reducdo dos efeitos deletérios mitocondriais na disfungdo cardiaca.

6.3.2 Efeitos do treinamento fisico aerdbico na dindmica mitocondrial cardiaca em modelo

animal de disfuncdo cardiaca associada ao infarto do miocardio

Depois de verificarmos que a disfun¢do cardiaca associada ao infarto do miocardio é
acompanhada de alteracdes na dindmica mitocondrial cardiaca, investigamos o efeito do TF
nessa varidvel. E importante salientar que, como dito anteriormente, a participagio efetiva dos
processos de fusdo e fissdo mitocondriais no desenvolvimento das doencgas cardiovasculares,
bem como apdés o TF, ainda ndo foi descrita na literatura devido a falta de métodos
bioquimicos capazes de quantificar as frequéncias com que esses processos ocorrem in vivo.
Conforme demonstramos nos resultados, constatamos que o TF foi capaz de normalizar a
expressdo proteica das GTPases Mfnl, Mfn2, OPA1 e Drpl nos animais infartados, para
valores préximos aos do grupo controle. Além disso, houve um aumento na atividade da
Mifnl, acompanhada de uma reducdo na fissdo da organela. Acreditamos que essas respostas
estdo diretamente relacionadas a restauracdo do fenétipo da organela, representada por uma
reducdo no nimero de mitocondrias com um aumento em sua drea. De fato, sabemos que
tanto a inibi¢do da fissdo mitocondrial, alcangada por meio da utiliza¢ao de farmacos (ONG et

al., 2010), quanto uma maior atividade da fusdo da organela obtida com animais e/ou células
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geneticamente modificadas (CHEN, LIU, DORN II, 2011), contribui para a restauracdo da
rede mitocondrial e consequente melhora de sua fungdo. Nesse sentido, o TF pode estar
atuando de maneira semelhante a essas situagdes experimentais, cumprindo seu efeito
cardioprotetor através da reorganizacdo do nimero, tamanho e densidade mitocondrial.

Outro fator relacionado aos efeitos desencadeados pelo TF na morfologia e estrutura
mitocondrial envolve o processo de biogénese. A biogé€nese mitocondrial, um processo
complexo que abrange varios mecanismos responsdveis pela sintese e estruturacdo dos
componentes da organela, controla o nimero de mitocondrias e determina a producao celular
de energia (LI et al., 2011). Ja foi confirmado diversas vezes na literatura que o TF promove
um aumento na biogénese mitocondrial na musculatura esquelética (WRIGHT et al., 2007; LI
et al., 2011). Entretanto, devido a pouca atencdo destinada ao musculo cardiaco, ainda ndo
existe um consenso sobre os efeitos do TF na biogénese mitocondrial no coragdo. A
discrepancia nos dados da literatura pode ser atribuida aos variados protocolos de exercicio
fisicos utilizados, bem como as diferentes metodologias empregadas. Eisele et al. (2008) ndo
encontraram alteragdes na biogénese mitocondrial no cora¢do de camundongos submetidos a
quatro semanas de atividade fisica voluntaria (EISELE et al., 2008), mesma resposta
observada em camundongos apds doze semanas de TF em esteira rolante (LI et al., 2011). Por
outro lado, recentes trabalhos demonstraram que o TF exerce significante efeito na sintese
mitocondrial cardiaca (QI et al., 2011; BUDIONO et al., 2012). De fato, Budiono et al. (2012)
observaram que sete dias de corrida voluntiria em camundongos foram suficientes para
desencadear um aumento na biogénese mitocondrial. Os autores inferem que a promocao da
sintese mitocondrial exerce papel fundamental na fisiologia cardiaca, uma vez que além de
suportar incrementos na demanda metabdlica, ainda protege o tecido cardiaco (BUDIONO et
al., 2012). Considerando que a biogénese mitocondrial envolve a coordenacdo de diferentes
eventos celulares, a simples avaliacdo da expressdo génica ou proteica de fatores de
transcri¢do que codificam proteinas mitocondriais, como o PGCl-a, pode superestimar o
processo como um todo. Nesse sentido, uma interpretacdo cautelosa dos resultados se faz
necessaria. Nossos resultados demonstram que oito semanas de TF foram capazes de restaurar
a densidade mitocondrial nos animais com disfuncdo cardiaca e aumentar a drea e nimero de
mitocondrias nos animais controles submetidos ao TF, contribuindo para a melhor capacidade
aerdbica cardiaca.

Por fim, mas ndo menos importante, os animais controles submetidos ao TF
apresentaram uma reduc¢do na atividade da fissdo mitocondrial, associada a um aumento na

densidade da organela e modificacdes em sua forma, representadas por um aumento, tanto no
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numero, quanto no tamanho das mitocondrias SHAM-TF. Sabemos que a forma/estrutura
mitocondrial precisa acompanhar a demanda metabdlica do cardiomidcito na tentativa de
cumprir a exigéncia energética celular para um bom funcionamento da bomba cardiaca. Nesse
sentido, nossos resultados confirmam o papel benéfico do TF na fisiologia cardiaca e sugerem
que a morfologia da organela exerce papel crucial nessas adaptacdes. Contudo, ndo estd claro
na literatura quando alteracdes fisiolégicas cardiacas vém acompanhadas de um aumento na
biogénese ou simples reorganiza¢do mitocondrial.

Nossos achados mostram uma correlacdo positiva entre a pratica regular de exercicios
fisicos e a restauracdo da morfologia mitocondrial, por meio de alteragdes em sua dinamica na
disfuncdo cardiaca associada ao infarto do miocardio. Entretanto, até o presente momento,
nio se havia demonstrado uma relacdo mais estreita entre o TF e os processos de fusdo e
fissdo mitocondriais cardiaca, quadro que contribui para a funcdo da organela e melhora da

contratilidade cardiaca.

6.4 RELACAO FUNCAO-DINAMICA MITOCONDRIAL CARDIACA EM MODELO
ANIMAL DE DISFUNCAO CARDIACA ASSOCIADA AO INFARTO DO MIOCARDIO

Em adicdo a primordial geracio de ATP, a mitocOndria abriga varios processos
metabolicos e participa de uma série de vias regulatérias no contexto celular (MITCHELL,
MOYLE, 1967; COLOMBINI, 1987). Esse amplo papel mitocondrial € facilitado pela
compartimentalizacdo altamente regulada da organela no tecido cardiaco (ROSCA, HOPPEL,
2010). A literatura atual tem destinado merecida atenc@o a dindmica mitocondrial em células
e na fisiologia animal. Em funcdo da constante fusdao e fissdo da organela, uma perda da
homeostase entre esses dois processos altera consideravelmente a morfologia mitocondrial
(BEREITER-HAHN, VOTH, 1994). De fato, foi demonstrado que regulacio da forma e
estrutura mitocondrial desempenha importante a¢do na funcdo da organela, assim como na
morte celular programada (CHEN, CHAN, 2005; WALLACE, 2005).

Trabalhos demonstram que as EROs podem iniciar diretamente a fragmentacio
mitocondrial em diferentes tipos celulares (JENDRACH et al., 2008; JOU, 2008; KNOTT et
al., 2008). Sabe-se que em células endoteliais corondrias a producio exacerbada de O, pode
resultar em fragmentacdo mitocondrial liderada pelo aumento na fissdo (OGATA et al., 2000;

ALI, MUNGAI, SCHUMACKER, 2006), e que uma diminuicdo na concentracdo desse
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radical livre pode restaurar as mudangas morfoldgicas mitocondriais, auxiliando na melhora
de sua funcdo e da viabilidade celular (MAKINO, SCOTT, DILLMANN, 2010). Dorn II et al.
(2011) reportam que a cardiomiopatia causada pelo prejuizo na fusao mitocondrial em moscas
geneticamente modificadas resulta, em parte, da exacerbada producao mitocondrial de EROs,
mas que o estresse oxidativo ndo € a unica causa da fragmentacdo mitocondrial (DORN II et
al., 2011). Contudo, os mecanismos detalhados ainda ndo foram esclarecidos. O aumento na
formacgao de H,O, e O,’, aliado ao aumento no nimero de mitocondrias com drea e densidade
reduzidas, encontrada no grupo disfun¢@o cardiaca sugere que a concentragdo de EROs atua
na regulacdo direta do fenétipo da organela, reforcando a cardiomiopatia presente nesses
animais. Além disso, a restauracdo da morfologia mitocondrial associada a diminuicdo do
estresse oxidativo apds o TF mostra que, de modo inverso, a formag¢ao de EROs mitocondriais
pode ser determinada pela dindmica da organela. De fato, Yu, Robotham e Yoon (2006)
observaram que a inibi¢do da fissdo mitocondrial revoga a produc¢do de EROs e previne a
permeabilizacdo da membrana mitocondrial e a consequente liberacdo do citocromo ¢ em
células expostas a altas concentracdes de glicose (YU et al., 2006). Em conjunto, esses dados
sugerem que a regulacdo da morfologia mitocondrial representa um importante alvo
terapéutico na preven¢do do estresse oxidativo em condi¢des patoldgicas.

O prejuizo na fusdo mitocondrial em cardiomidcitos de camundongos, por meio da
ablacdo das mitofusinas, foi acompanhado de uma reducdo na respiragdo mitocondrial
estimulada por ADP (Estado 3) e no consumo maximo de O, sob desacoplamento da
organela, revelando que a fusao mediada pela Mfnl e Mfn2 é essencial para a manutengdo da
funcdo respiratdria e contratilidade cardiaca (CHEN, LIU, DORN II, 2011). O fato dos nossos
animais infartados terem apresentado uma reducdo na atividade das GTPases de fusdo
mitocondrial, Mfnl e Mfn2 no coracdo, pode estar associado aos prejuizos encontrados na
fosforilagao oxidativa da organela, contribuindo para o agravamento da disfun¢do cardiaca.

A partir do momento que a dinAmica mitocondrial permite a troca/dispersdao de DNA e
proteinas mitocondriais, sua manutencdo pode interferir nas taxas de transporte e entrega
desses componentes em diferentes dreas da célula (LIESA, PALACIN, ZORZANO, 2009).
De fato, a literatura reporta que a oferta de ATP para regides celulares com alta demanda
energética também depende do rearranjo dindmico mitocondrial, além do transporte da
organela através do citoesqueleto celular (VARADI et al., 2004). Benard et al. (2007)
sugerem que a relacdo entre a rede de organizacdo e a bioenergética mitocondrial é
bidirecional, uma vez que tanto a fissdo mitocondrial levou a um déficit energético, como a

reducdo na sintese do ATP, mediada pela inibicio do Complexo I da CTE, promoveu
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perturbacdes na dindmica da organela em células (BENARD et al., 2007). Contudo o exato
mecanismo desta relacdo ainda ndo foi esclarecido. Nesse contexto, nossos dados sugerem
que o conteudo energético celular interfere na dindmica mitocondrial na disfun¢ao cardiaca, e
vice-versa.

A sinalizagio do Ca®* é de vital importincia para o funcionamento celular e
desempenha um papel fundamental nas doencas cardiovasculares. A liberagdo de Ca®* pelo
reticulo sarcoplasmatico € a base para a fisiologia da contragdo cardiaca, contudo, a regulagao
do transiente de Ca”* intracelular também conta com a liberacio do fon através do sarcolema
e/ou seu consumo pela mitocondria (EISNER et al., 2000). Recentemente foi demonstrado
que a conexdo entre o reticulo sarcoplasmatico e a mitocondria é mediada pela proteina de
fusdo mitocondrial Mfn2, e que o vinculo reticulo sarcoplasmatico-mitocondria afeta a
sinalizacdo de Ca** e a amplificacdo dos sinais apoptéticos (DE BRITO, SCORRANO, 2008).
De fato, a auséncia da Mfn2 prejudica diretamente o consumo de Ca®* mitocondrial
fisiologico, ocasionado pela baixa liberacdo do fon pelo reticulo para a organela, com
consequente reducdo nos niveis energéticos da célula (DE BRITO, SCORRANO, 2008). Por
outro lado, a superexpressao da Mfn2 induz apoptose em células do musculo liso vascular,
provavelmente pela ligacdo excessiva entre as duas organelas resultando numa alta
transferéncia de Ca®* (GUO et al., 2007). Conforme demonstramos nos resultados, os animais
infartados apresentaram um aumento no transiente de Ca®* cardfaco associado a uma redugo
na atividade da Mfn2. Sabendo que a producdo cardiaca de ATP e a sinalizacido de Ca®* no
cardiomiocito requerem uma relacdo coordenada entre a mitocondria e o reticulo
sarcoplasmatico, e que esta relacdo é mediada pela Mfn2, podemos sugerir que a dinamica
mitocondrial participa ativamente da funcdo contratil cardiaca, contribuindo para a
fisiopatologia das doengas cardiovasculares. Esses dados sugerem um papel da Mfn2
independente, ou em adi¢ao, a fusdo mitocondrial. No entanto, esse quadro precisa ser melhor
investigado no tecido cardiaco, uma vez que alguns trabalhos experimentais demonstram que
a interagd@o mitocondria-reticulo sarcoplasmatico mediada pela Mfn2 ndo € essencial para o
funcionamento normal do coracdao (CHEN, LIU, DORN II, 2011).

Dessa forma, nossos dados mostram uma relagdo entre a func¢do e a dinamica
mitocondrial cardiaca no cora¢do de animais com disfun¢@o cardiaca associada ao infarto do
miocdrdio, sugerindo que alteracOes nessas caracteristicas possam estar envolvidas na
progressdo das doengas cardiovasculares. Sabendo que nossos resultados sdo associativos,
demonstrar uma relacdo de causa-efeito entre a funcdo/dindmica mitocondrial nas doengas

cardiovasculares passa a ser fundamental para a validacdo das respostas encontradas neste
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estudo. Nesse sentido, a utilizacdo de animais transgé€nicos, que apresentam delecdo
individual ou combinada dos genes das GTPases envolvidas na dindmica mitocondrial,
representa uma importante ferramenta de estudos e poderd contribuir para a elucidagao dos
mecanismos envolvidos na interelacdo fungao/dindmica mitocondrial na progressao da

disfunc¢do cardiaca, bem como na resposta ao TF.
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7. CONCLUSAO

Nossos resultados demonstram que o prejuizo no metabolismo energético oriundo da
disfungdo mitocondrial, acompanhado pela perda da homeostase redox, contribui
sobremaneira para o agravamento da disfuncdo cardiaca associada ao infarto do miocérdio.
Além disso, alteracdes nos processos de fusdo e fissdo mitocondrial, aliadas as modificacdes
na forma e estrutura da organela, parecem afetar a bioenergética celular, comprometendo o
bom funcionamento da bomba cardiaca. E com base nos resultados, podemos afirmar que o
TF, utilizado atualmente como estratégia terapéutica ndao farmacolégica na prevengdo e
tratamento das doencas cardiovasculares, é capaz de reverter o fen6tipo mitocondrial e
aumentar a funcdo cardiaca dos animais infartados. A reversao do fendtipo mitocondrial foi
mediada pelas alteragdes positivas na fung¢do-dindmica mitocondrial cardiaca. Dessa forma,
concluimos que a mitocondriopatia cardiaca exerce importante papel na progressdo da
disfuncdo cardiaca e que o TF desencadeia efeitos benéficos na manutencio da integridade
mitocondrial e melhora da funcdo contratil do miocardio. Sendo assim, encontrar a maneira
mais efetiva de modular a func¢do-dinamica mitocondrial nas doencas cardiovasculares

representa um importante passo para o futuro das pesquisas no tratamento da sindrome.
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