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RESUMO

SANTOS, M.H.H. dos. O processo inflamatério apés a inducéo de infarto agudo
do miocéardio é atenuado por treinamento fisico prévio em ratos: analise dos
mecanismos de cardioprotecdo induzida com o exercicio. 2009. 103p. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo,
Sao Paulo, 2009.

O exercicio €& hoje reconhecidamente um fator de protegcdo para morbidade e
mortalidade cardiovascular. Apesar de extensos dados de estudos epidemiologicos e de
intervencdo, os mecanismos subjacentes cardioprotetores do exercicio ainda nédo estdo bem
elucidados. Alguns autores acreditam que o treinamento fisico induz o desenvolvimento de
células miocardicas mais resistentes a agressbes externas e maior vascularizagdo. Além
disso, o exercicio parece exercer grande influéncia sobre o sistema imunolégico. O
entendimento dos mecanismos através dos quais o exercicio influencia o desfecho clinico do
infarto agudo do miocardio (IM) pode trazer uma melhor compreensdo das diferentes
evolugdes clinicas de individuos aparentemente semelhantes. O estudo de quais moléculas
e sistemas estdo envolvidas nessa cardioprotecdo e de como medeiam e integram a
resposta miocardica ao estresse pode influenciar futuras terapias. O objetivo do presente
trabalho é testar a hipotese de que a ocorréncia de IM em animais previamente treinados é
acompanhada de melhor fungdo ventricular pos-IM, maior vascularizacdo, em associacao
com menor expressao de marcadores inflamatérios e moduladores do metabolismo, e menos
apoptose. Materiais e Métodos: Sessdes de 60 min/dia, 05 dias/semana, por 08 semanas
foram aplicadas no grupo exercicio. Apods este periodo os animais exercitados e sedentarios
foram randomizados para cirurgia de IM através da ligadura da artéria coronaria esquerda
(El e SI, respectivamente), ou cirurgia controle (ES e SS, respectivamente), seguido de um
periodo de sedentarismo de 04 semanas. A fungao ventricular esquerda foi obtida através da
ecocardiografia, bem como o tamanho do infarto. A técnica de imunohistoquimica foi
utilizada para detecgdo de PPAR-a, PPAR-y, TNF-a, NF-kB, e a-actina, e os resultados
foram quantificados através de um sistema de andlise de imagens automatica por deteccéo
de cores. A técnica de TUNEL foi utilizada para marcagao de apoptose. Foram estudadas

trés regides do coracéo: infarto (1), peri-infarto (P), e miocardio sem infarto (M). Resultados:



a mortalidade relacionada ao infarto foi maior no grupo sedentario em relagéo ao exercitado
(25% vs 12%; P<0,05), sem diferenga em relagdo a tamanho de IM. Comparado ao grupo El,
Sl exibiu menor fragdo de encurtamento, maior taxa de apoptose, e aumento dos
marcadores inflamatérios NF-kB e TNF-a em |. O grupo S| mostrou correlagbes negativas
entre quantidades de: a) PPAR-a em M vs TNF-a em | (R:-0,826, P=0,005); b) PPAR-a vs
NF-kB em | (R: -0,576, P=0,02) e em P (R:-0,505, P=0,03); c) TNF-a em | e PPAR-alpha e
PPAR-y em M (R:-0,826, P=0,005 e R:-0,786, P=0,02); d) NF-kB em | e PPAR-a em M (R:-
0,576, P=0,01) e e) NF-kB em P e PPAR-a em M (R:-0,505, P=0,03). Houve correlagao
positiva entre NF-kB e PPAR-y em P (R: 0,596, P=0,02). A densidade arteriolar nao diferiu
entre os dois grupos infartados, porém no grupo El houve correlacdo negativa entre a
densidade arteriolar em | e PPAR-y em P (R: - 0,76, P=0,02). O numero de células
apoptéticas por campo (mediana) em Sl e El foi, respectivamente, 3,97 e 1,90 em [; 3,67 e
1,57 em P; e 1,41 e 1,13 em M. Houve menor niumero de células em apoptose em M em
relacdoale P (P <0,001) no grupo Sl. Em El, o numero de células em apoptose/campo nao
diferiu entre as regides estudadas. O numero de células em apoptose por campo foi maior
em S| comparado a El em | (3,97 = 0,61 vs 1,90 + 1,82; P < 0,05) e em P (3,67 + 0,73 vs
1,57 + 1,07; P < 0,01). Conclusao: Os achados do presente trabalho suportam a hipétese de
que a ocorréncia de IM em animais previamente treinados é acompanhada de menor
inflamagao, menores taxas de apoptose, melhor fungéo ventricular e possivelmente melhor

interrelacédo entre moduladores do metabolismo energético e do sistema imunolégico.

Descritores: exercicio, cardioprotegédo, infarto agudo do miocardio, inflamacgéao,

experimental



ABSTRACT

SANTOS, M.H.H. dos. The inflammatory process after induced myocardial
infarcts in rats is attenuated by previous exercise: analysis of the mechanisms
of cardioprotection induced with the exercise. 2009. 103p. Thesis (Doctoral) —

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2009.

Exercise is a well recognized protective factor for cardiovascular morbidity and
mortality. In spite of extensive data from epidemiologic studies and intervention, the subjacent
cardioprotective mechanisms of exercise are still non clear. Some authors believe that the
physical training induces development of more resistant myocardial fibers against external
injuries and increased vascularization. Also, exercise seems to influence the modulation of
the immune system. The understanding of mechanisms by which the exercise acts in the
acute myocardial infarction (MI) progression may bring a better comprehension of different
clinical outcome in apparently similar individuals. The knowledge of which molecules and
systems are involved in this cardioprotection and how they mediate and integrate the stress
myocardial response may help future therapies. The objective of the present work is to test
the hypothesis that the occurrence of Ml in previously trained animals is associated with a
better post Ml ventricular function, major vascularization, in association with lower expression
of inflammatory markers and of metabolic modulators, and less apoptosis. Material and
Methods: Sessions of 60 min/day, 05 days/week, for 08 weeks were applied in the exercised
group. After this period, the exercised and sedentary animals were randomized to surgery for
myocardial infarction, through the ligature of left coronary artery (El and Sl, respectively), or
control surgery (ES and SS, respectively), followed by a 04 week sedentary period. The left
ventricular function was obtained by the echocardiography as also the infarct size.
Immunohistochemistry was used for detection of PPAR-a, PPAR-y, TNF-a, NF-kB, ad a-
actin, and the results were quantified in an image analysis system by automatic collor
detection. TUNEL technique was used for detection of apoptosis. Three regions of the heart
were studied: infarcted (1), peri-infarcted (P), and non infarcted myocardium (M). Results:
Infarction-related mortality was higher in SI comparing to El group (25% vs 12%; P < 0.05),
without differences in Ml size. Compared to El, S| group exhibited lower shortening fraction,

higher apoptosis rate and higher local levels of inflammatory markers, such as NF-kB and



TNF-a at I. SI group showed negative correlations between the quantities of PPARs and
inflammatory cytokines: a) PPAR-a at M vs TNF-a at | (R:-0.826, P=0.005); b) PPAR-a vs
NF-kB at | (R: -0.576, P=0.02) and P (R:-0.505, P=0.03); c) TNF-a at | vs PPAR-a. and PPAR-
y at M (R:-0.826, P=0.005 e R:-0.786, P=0.02); d) NF-kB at | vs PPAR-a at M (R:-0.576,
P=0.01); and e) NF-kB at P vs PPAR-a at M (R:-0.505, P=0.03). There was a positive
correlation between NF-kB vs PPAR-y at P (R: 0.596, P=0.02). The arteriolar density did not
differ between the two infarcted groups. However, the exercised infarcted group showed a
negative correlation between the arteriolar density at | and PPAR-y at P (R:-0.76, P=0.02).
Conclusion: These findings support the hypothesis that the occurrence of Ml in previously
trained animals is followed by lower local inflammatory markers, better ventricular function,
and possibly a better interrelationship between modulators of the energetic metabolism and

of the immune system.

Descriptors: exercise, cardioprotection, acute myocardial infarction, inflammation,
experimental
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1 INTRODUGAO

A doencga cardiovascular € uma das principais causas de morbidade e
contribui substancialmente para os custos escalonados da saude, sendo uma das
principais causas de morte em todo o mundo (Allender et al., 2008). Fatores de
risco cardiovascular modificaveis incluem fatores baseados no estilo de vida (por
exemplo: tabagismo, exercicio, e dieta) e condigbes patologicas (por exemplo:
hipertensdo, diabetes, obesidade, dislipidemia, sindrome metabdlica). Quando
dois ou mais desses fatores de risco ocorrem simultaneamente, interagem de
forma sinérgica no aumento do risco cardiovascular (Stamler et al., 1986; Meigs et
al., 1987). Com efeito, a presenca de multiplos fatores de risco em individuos
assintomaticos, aparentemente sadios, aumenta o risco cardiovascular tanto
quanto o faz em pacientes com doencga cardiovascular sintomatica. Por exemplo,
em pacientes sem histéria cardiovascular, o risco em oito anos de doenca
cardiovascular aumenta em quatro vezes na presenga de um unico fator de risco
(hipercolesterolemia)(Kannel, 1990; Steg et al., 2007). Por consequéncia, hoje se
considera menos importante a diferenciacdo entre prevengao primaria e
secundaria, sendo mais relevante a avaliagdo do risco cardiovascular global para

a reducao dos eventos clinicos.

O risco cardiovascular global pode ser estimado através de diferentes
escores de risco desenvolvidos pelas sociedades médicas. Entretanto,
independentemente do método utilizado, existe a premissa de que o risco
cardiovascular aumenta de maneira exponencial na presenca de multiplos fatores

de risco.

O INTERHEART, um grande estudo internacional caso-controle designado
para verificar a importancia dos fatores de risco sobre a doencga arterial coronaria
em 52 paises do mundo, mostrou que nove fatores de risco (dislipidemia,

tabagismo, hipertensdo, diabetes, obesidade abdominal, fatores psicossociais,
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ingestao pobre de frutas e verduras, consumo excessivo de alcool e falta de
atividade fisica) eram responsaveis por 90% do risco de infarto do miocardio (IM)
(Yusuf et al., 2004).

11 Fatores de risco relacionados ao estilo de vida

A modificagao do estilo de vida representa 0 meio mais efetivo de reduzir o
risco cardiovascular. O estudo INTERHEART mostrou que medidas como
ingestdo diaria adequada de frutas e vegetais, pratica regular de exercicios e

cessacgao de tabagismo podem reduzir o risco relativo de IM em 80%.

O sedentarismo esta associado a maior morbidade e mortalidade
cardiovascular (Berlin e Colditz, 1990; Shepard e Balady, 1999; Booth et al.,
2002). Estudos epidemiologicos mostram que o exercicio diminui a incidéncia de
IM e que individuos ativos apresentam menores taxas de complicacbes e
mortalidade relacionadas com IM (Sandvik et al., 1993; Manson et al., 2002). Por
outro lado, a pratica de atividade fisica mesmo de leve intensidade parece ter
efeitos cardioprotetores importantes (Sandvik et al., 1993; Wagner et al., 2002).

Sabe-se que individuos fisicamente ativos tém menor risco de desenvolver
doencgas relacionadas com a idade e, em geral, ttém maior longevidade (Blair et
al., 2001). Estudos epidemiologicos evidenciam que o exercicio fisico € um meio
efetivo de prevenir varias doencas crbnicas, tais como doengas cardiacas e
diabetes tipo 2 (Colbert et al., 2004; Stewart, 2004). Além disso, o exercicio
parece melhorar a imunidade do individuo. Alguns estudos mostram que
individuos fisicamente ativos sdo menos susceptiveis a infecgdes virais e
bacterianas do que individuos sedentarios (DiPenta et al.,, 2004; Kohut e
Senchina, 2004).

Estudo sobre a associagdo entre comportamento sedentario e fatores de
risco cardiovasculares em mulheres mostrou que assistir a televisdo aumenta o
risco de obesidade em 23% e o de diabetes tipo 2 em 13%, quando comparado
com outros comportamentos de sedentarismo. (Hu et al., 2003) Nesse estudo, a
relacdo foi “dose-dependente”, com o maior risco correlacionando com o maior

tempo gasto assistindo a televisdo (20 horas por semana). Diferentemente, a
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pratica de caminhadas leves por mais de 30 minutos por dia reduziu o risco de

obesidade em 24% e o de diabetes tipo 2 em 35%.

Atualmente, as recomendacgdes da American College of Sports Medicine
(Pate et al., 1995) e da American Heart Association (Fletcher et al., 2001) incluem
a pratica de exercicio aerobico leve a moderado por 30 minutos por dia na maioria
dos dias da semana no intuito de promover reducao de peso, redugao de pressao
arterial, melhora da sensibilidade a insulina e redug¢ao do colesterol de baixo peso
molecular (LDL) (Hakim et al., 1998; Manson et al., 2002).

1.2 Inflamagao, risco cardiovascular e exercicio

Estudos transversais (cross-seccional) mostram associacdo entre
inatividade fisica e baixo grau de inflamagdo sistémica em individuos
aparentemente sadios. Por outro lado, dois estudos longitudinais mostraram que o
treinamento fisico regular reduziu os niveis de proteina C reativa (PCR),
sugerindo que a atividade fisica pode suprimir essa inflamacéo de baixo grau. A
atividade fisica melhora a funcdo endotelial, reduz a inflamacgao vascular e leva a
aumento da perfusdao miocardica (Stewart et al., 2002; Wannamethee et al.,
2002).

Apesar de extensos dados de estudos epidemiologicos e de intervengéo,
0S mecanismos subjacentes aos beneficios cardioprotetores do exercicio ainda
nao estio totalmente elucidados. Existe a possibilidade de que o treinamento

fisico torne as células miocardicas mais resistentes a agressdes externas.

A capacidade do miocardio em adaptar-se com sucesso ao estresse externo,
seja ele resultante de sobrecarga hemodinamica ou de isquemia e/ou infarto do
miocardio, determina se o coragao ira descompensar, ou ao contrario, se mantera
a fungao preservada (Mann, 2003). A hipertrofia, as respostas citoprotetoras dos
miécitos, e o tipo de reparo sdo trés mecanismos criticos de adaptacdo que
permitem que o coragdo se mantenha junto ao estresse. O conhecimento de que
esses processos sao criticos para a manutencdo da homeostase miocardica vem

de longa data, porém, as moléculas que medeiam e integram a resposta
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miocardica, tanto em relagdo ao midcito intacto quanto em relagéo ao ventriculo
como um todo, permanecem pouco entendidas. Do mesmo modo, as situagdes ou
0s mecanismos capazes de modificar a resposta inicial ao estresse sdo pouco

compreendidos.

1.3 Exercicio e prote¢cao miocardica

Uma medida pratica contra a injuria cardiaca € a pratica de exercicios.
Sabe-se que sessbdes regulares de exercicios aerdbicos fornecem cardioprote¢ao
(Balady, 2002; Ignarro et al., 2007; Powers et al.,, 2008) e acredita-se que o
exercicio induza a um fenétipo cardioprotetor (Kavazis et al., 2009). O exercicio é
capaz de reduzir varios fatores de risco para a doencga arterial coronariana (DAC),
tais como: hiperlipidemia, diabetes, obesidade, e hipertensdo. Alguns ensaios
clinicos bem desenhados demonstram que o exercicio € um fator cardioprotetor
independente, mesmo na presenga de outros fatores de risco (Fletcher et al.,
1992).

Esta bem estabelecido que exercicios aerdbicos de resisténcia (ex. corrida
em esteira) conferem cardioprotegdo contra uma variedade de insultos
isquémicos incluindo injuria oxidativa induzida por isquemia e reperfusao,
disfuncdo contratil, e morte celular por necrose (Lennon et al., 2004; Quindry et
al., 2005). O treinamento aerdbico melhora a fungao cardiaca e leva a adaptagdes
celulares incluindo maior numero de mitocondrias, aumento dos midcitos e da
sensibilidade ao calcio. Mc Elroy et al., 1978, demonstraram que ratos submetidos
a treinamento fisico prévio ao IM tiveram menor area de infarto medida 2 dias
apos o IM e o achado foi atribuido a grande neovascularizagdo nos coragdes
treinados. Freimann et al., 2005, mostraram que ratos submetidos a treinamento
programado antes da inducdo de IM por ligadura da coronaria, tinham menor

tamanho de infarto, junto com melhor vascularizagao e fungdo miocardica.
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1.4 Exercicio e capacidade antioxidativa do coragao

O treinamento aerdbico regular também confere aumento da capacidade
antioxidativa miocardica. Estudos evidenciam que exercicios aerdbicos de
resisténcia ocasionam redugao na produgédo oxidante mitocondrial (Judge et al.,
2005; Starnes et al.,, 2007) e aumento da atividade enzimatica antioxidante
mitocondrial (Judge et al., 2005a; 2005b). Kavazis et al.,, 2008, também
mostraram que o treinamento fisico promove adaptacdes importantes a
mitocondria cardiaca, conferindo um fendtipo resistente a apoptose. O exercicio
produz espécies reativas de oxigénio no coracao (Salo et al., 1991; Kumar et al.,
1992). Grande parte dessas espécies sdo geradas como resultado da reducgéao
univalente do oxigénio molecular a anion superéxido por elétrons que escapam da
cadeia transportadora de elétrons da mitocéndria (Boveris e Chance, 1973). A
maior parte dos anions superéxido € neutralizada pela superoxido dismutase de
manganésio, enzima localizada especificamente na matriz mitocondrial (Chance
et al., 1979). Entretanto, tal reacdo reduz apenas parcialmente o estresse
oxidativo na mitocdndria, pois seu produto (isto €, H,O,) também é oxidante. Para
contrabalancar a H,O. intracelular, as células animais possuem enzimas
antioxidantes adicionais que removem H,0O, [exemplo: catalase, glutationa

peroxidase, e a familia das peroxidases (isto €, PRDX)](Chang et al., 2004).

Kavazis et al., 2009, constataram aumento de uma peroxidase mitocdndria
especifica, a PRDXIII, apds o treinamento aerdbico de resisténcia. Esse pode ser
um dos mecanismos atraveés do qual o exercicio € capaz de atenuar a apoptose
de cardiomiocitos, visto que o acumulo intracelular de H;O, causado pela
deplecédo ou oxidagdo de PRDXIII resulta na aceleragcdo de apoptose (Chang et
al., 2004; Cox et al., 2008). Além disso, a hiperexpressao de PRDXIII foi capaz de
inibir o remodelamento ventricular e a insuficiéncia cardiaca apos IM. Em adicao,
a hiperexpressdo de PRDXIIl reduziu o estresse oxidativo mitocondrial e a
disfungdo mitocondrial apds IM (Matsushima et al., 2006). E importante destacar
que a quantidade de proteina PRDXIIl foi supra-regulada em animais pré-

condicionados.
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1.5 Exercicio e metabolismo energético cardiaco

Apos o treinamento aerdbico regular, ocorre aumento de varias proteinas
da mitocéndria envolvidas na bioenergética celular. As mitocdndrias s&o
organelas altamente dindmicas que ajustam continuamente a regeneracédo de
ATP para atender alteragdes nas demandas bionergéticas das células. Dessa
forma, a regulacao de proteinas/enzimas envolvidas na producéo de energia pode
ajudar a satisfazer o aumento da demanda energética durante o exercicio e/ou

melhorar a fung¢ao cardiaca no repouso.

Nos mamiferos, sob condigbes fisioldgicas normais, o miocardio obtém
grande parte da energia a partir da oxidacdo de acidos graxos. Entretanto,
durante o desenvolvimento de doencas cardiacas, as fontes de energia do
miocardio vao da B-oxidacdo de acidos graxos em direcdo a glicolise. Por outro
lado, defeitos genéticos nas enzimas mitocondriais relacionadas com a B-
oxidacdo de acidos graxos em humanos sugerem que uma capacidade menor de
utilizacdo de acidos graxos pode levar a insuficiéncia cardiaca e disturbios do
ritmo do coragdo. Por exemplo, a acil-CoA desidrogenase esta regulada
negativamente em modelo de insuficiéncia cardiaca em roedores, e amostras
obtidas de coragbes humanos com cardiomiopatia apresentam niveis reduzidos
de acil-CoA-desidrogenase (Barger e Kelly, 1999). Kavazis et al., 2009,
mostraram que ocorre aumento dos niveis protéicos de varias proteinas
envolvidas com a [-oxidagdo de acidos graxos [por exemplo: acil-CoA
desidrogenase, hydroxiacil-coenziam A desidrogenase, delta(3,5)-delta(2,4)-
dienoil-CoA isomerase] apos sessdes repetidas de treinamento aerdbico. Além
disso, os niveis de duas proteinas relacionadas com o metabolismo de
aminoacidos (metilmalonato-semi-aldeido  desidrogenase e aspartato
aminotransferase) aumentaram apés o treinamento  aerdbico. As
aminotransferases podem converter alguns aminoacidos em outros aminoacidos,
e a transaminacdo de aminoacidos pode ser um processo adaptativo importante
no coragao imaturo, melhorando sua resisténcia ao dano isquémico (Julia et al.,
1990).
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1.6 Exercicio e apoptose

Outro mecanismo cardioprotetor obtido através do treinamento fisico é
atenuacdo de apoptose. O aumento de apoptose apos lesdes por isquemia e
reperfusdo em cardiomiocitos tem sido frequentemente reportado (Gottlieb et al.,
1994), entretanto, existem poucos dados para se descrever a influéncia do
treinamento fisico no tecido cardiaco. Siu et al.,, 2004, mostraram que o
treinamento fisico atenua a extensdo da apoptose em musculos cardiacos e
esqueléticos 48 horas apods a ultima sessao de treino. A cardioprotecao induzida
pelo exercicio em relagdo a apoptose parece estar associada com a elevagao de
sistemas antioxidantes (tais como MnSOD) junto com fatores celulares que
regulam os niveis citosoélicos de calcio [Ca2+] (Powers et al., 2004; French et al.,
2008). Na realidade, estda bem estabelecido que os radicais livres e outras
espécies reativas produzidas durante a isquemia e reperfusao pode oxidar tanto
lipides quanto proteinas nas células e sdo contribuintes importantes para a injuria
miocardica induzida por isquemia e reperfusdo (Powers et al.,, 2002). Dessa
forma, uma maior capacidade antioxidativa miocardica forneceria maior protecao
contra a injuria oxidativa induzida pela isquemia e em teoria, poderia proteger

contra a apoptose.

1.7 Exercicio e citocinas

As espécies reativas de oxigénio produzidas durante o exercicio aumentam
os niveis de fator de necrose tumoral (TNF)-a e interleucina (IL)-1 B no miocardio.
Entretanto, esse aumento de citocinas induzido pelo exercicio € acompanhado de
aumento em enzimas antioxidativas como a Mn-SOD durante a fase tardia de
cardioprotecdo. Um importante elemento regulador das vias de sinalizagdo de
citocinas é o fator nuclear kappa B (NF-kB) e sua ativacao é influenciada pelo
estado de oxido-reducao da célula (Abate et al., 1990; Staal et al., 1990; Menon et
al., 1993; Hayashi et al., 1993; Schenk et al.,, 1994; Pinkus et al., 1996). A
ativagcdo do NF-kB estimula citocinas como TNF-a (Greene, 1990; Baeuerle e

Henkel, 1995; Verma et al., 1995) que, por sua vez, aumenta a producado de
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espécies reativas de oxigénio nas células (Meier et al., 1989; Radeke et al., 1990;
Tao et al., 1993; Feng et al., 1995; Nelson et al., 1995).

Nesta tese, abordaremos como o exercicio atuaria na prevencédo de
doencgas cardiovasculares, mais especificamente sobre as fases aguda e cronica
do IM, através da analise de reguladores do metabolismo cardiaco, citocinas
inflamatodrias, fatores reguladores da inflamacao, apoptose e angiogénese. A
sequir, revisaremos topicos do metabolismo cardiaco nas doengas cardiacas, da
inflamacé&o pds-injuria miocardica, da apoptose nas doengas cardiacas, e da

angiogénese pos-IM.

1.8 Metabolismo cardiaco

Sob condi¢des ndo isquémicas, quase toda a formacao de ATP no coracao
(>95%) é proveniente da fosforilagdo oxidativa na mitocondria e o remanescente é
proveniente de glicélise e formacdo de GTP no ciclo de acido citrico. O coragao
possui um conteudo relativamente baixo de ATP (5 umol/g peso molhado) e altas
taxas de hidrolise de ATP (~0,5 umol.g peso-1.s-1 no repouso). Dessa forma, em
condicdes usuais, existe renovagao praticamente completa do conteudo de ATP
no miocardio a cada dez segundos (Opie, 1991; Ingwall, 2001). Cerca de 60-70%
da hidrolise de ATP fornece energia para o encurtamento contratil, e o
remanescente, de 30-40% é primariamente usado pela Ca2+-ATPase do reticulo
sarcoplasmatico e outras bombas i6nicas (Gibbs, 1978; Suga, 1990). No coragéo
sadio, a taxa de hidrolise de ATP é regulada de modo que o conteudo de ATP
permanecga constante mesmo com grandes aumentos na poténcia do coragao
(Balaban, 1986; Balaban et al., 1986) tal como ocorre durante exercicio intenso ou

estresse catecolaminérgico agudo.

A fosforilagao oxidativa mitocondrial € abastecida com energia proveniente
dos elétrons transferidos a partir de combustiveis de carbono por reacgdes de
desidrogenacgao que geram NADH e FADH2, produzidos primariamente na via de
oxidagado B de acidos graxos, o ciclo de acido citrico, e, em menor extensao, a
partir da reagao de piruvato desidrogenase. Existe uma ligagdo estoicométrica

entre a taxa de oxidagdo dos combustiveis de carbono, a redu¢cdo de NADH e
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FADH2, o fluxo através da cadeia de transporte de elétrons, o consumo de
oxigénio, a fosforilacdo oxidativa, a hidrolise de ATP, a interagao actina-miosina e
a poténcia cardiaca de contracdo produzida pelo coragdo. Dessa maneira, um
aumento na poténcia de contragdo resulta em aumento concomitante de todos os

componentes do sistema.

As taxas de fluxo de substratos energéticos através das varias vias
metabdlicas sdo controladas tanto pelo grau de expressao das proteinas-chave
do metabolismo (enzimas e transportadores) como pela regulagcdo complexa da
via que é exercida por regulagao alostérica de enzimas e relagdo substrato/

produto.

1.9 Regulagao do fenétipo metabdlico miocardico

O fenodtipo metabdlico miocardico pode ser definido como a preferéncia de
substrato pelo coracdo frente a determinado milieu metabdlico (por exemplo:
concentragdes arteriais de glicose, lactato, acidos graxos, insulina, catecolaminas,
oxigénio), frente a condigdes hemodinamicas (frequéncia cardiaca, pré e pos-
carga, fluxo sanguineo coronario), e frente ao estado inotrépico. Esse fendétipo é
primariamente dependente do conteudo de proteinas (enzimas e transportadores)
que facilitam o fluxo através de vias metabdlicas e a estrutura e integridade de
organelas celulares, tais como mitocondrias, que sao responsaveis pelo
metabolismo energético. Varias enzimas do metabolismo sdo redundantes ou
expressas em excesso e, dessa forma, € possivel que alteragbes no fenodtipo
metabdlico possam nao ser inferidas a partir de alteragdes na expressado e
atividade de determinada enzima. Assim, para a avaliagdo do metabolismo de
substratos no miocardio em situagdes de estresse, € importante avaliar varios
aspectos da via metabdlica. Aléem disso, € bastante complexa a analise de
alteragdes na expressao, atividade e taxa de renovagao de proteinas envolvidas
no metabolismo energético. Parte do controle da transcrigdo génica nuclear sobre
a capacidade miocardica de oxidagdao mitocondrial de acidos graxos é realizada
pelos fatores de transcricdo ativados por ligantes denominados receptores

ativados por proliferadores de peroxisomos, ou PPARs.
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110 Controle da expressao de enzimas do metabolismo no coragao.
Atuacao dos PPARs

Os PPARs sao receptores nucleares envolvidos no controle celular do
metabolismo de varios tecidos, incluindo o miocardio. Esses fatores de transcricéo
controlam a expressao génica através da formacao inicial de heterodimeros com
os receptores X retindides e ligagao posterior a elementos especificos de resposta
(PPREs), localizados nas regides promotoras de varios genes que codificam

enzimas do metabolismo, como mostra a figura abaixo.
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Figura 1 - PPARs e a transcri¢cao génica.

Mecanismos através dos quais os receptores ativados por proliferadores de
peroxisomos (PPARs) afetam a transcricédo génica. Uma vez ativados por ligantes, os
PPARs levam a ativagdo ou repressdo da transcricdo génica. A transativagao,
responsavel primariamente pelos efeitos do PPARs sobre a homeostase de lipidios e
de glicose, envolve a heterodimerizacdo de PPARs ligados e esse heterodimero
altera a transcricdo génica através da ligacdo a elementos respondedores de PPAR
especificos nas regides promotoras dos genes-alvo. O recrutamento ligante-
dependente de co-ativadores e proteinas co-fatoras fornece mais um mecanismo de
controle da transcricdo génica. A transrepressdo, que € primariamente responsavel
pelos efeitos anti-inflamatorios dos PPARSs, envolve a interferéncia de outras vias de
transdugéo de sinais, incluindo a via do fator nuclear kB (NF-kB). ISGF-RE=elemento
responsivo ao fator génico estimulado por interferon; NF-kB-RE= elemento de
resposta do NF-kB; STAT= tradutor de sinal e ativador de transcricdo; TRE= elemento
responsivo ao O-tetradecanoilforfol 13-acetato; PPRE= elemento responsivo ao
PPAR (Modificado de Libby e Plutzky, 2007)
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O complexo PPAR/RXR, por sua vez, & supra-regulado pelo co-fator
PPAR-y coativador-1 (PGC-1). A hiperexpressdao de PGC-1 aumenta o RNAm de
varios genes mitocondriais e desencadeia biogénese mitocondrial. Uma vez
ligado ao PPRE, o complexo PPAR/RXR/PGC-1 aumenta a taxa de transcri¢cao de
genes da oxidagao de acidos graxos e PDK4. A atividade dos heterodimeros de
PPAR/RXR esta aumentada por acidos graxos e eicosanoides; desse modo, os
heterodimeros de PPAR/RXR agem como sensores de lipides na célula,
resultando em maior capacidade para o catabolismo de acidos graxos em

resposta a maior exposi¢cao da célula a lipides.

O coragao sadio, perfundido aerobicamente, utiliza acidos graxos livres
como fonte primaria de energia, embora o metabolismo de substratos no corag&o
possa ser profundamente alterado em algumas condigdes patologicas (Lopaschuk
et al.,, 1994). Durante situagdes de hipdxia no miocardio, ocorre um desvio no
metabolismo energético. Ha desvio da oxidac&do de acidos graxos em diregao ao
aumento da utilizagdo de glicose (Tripp, 1989). Os mecanismos moleculares
exatos responsaveis pelas alteragdes no fendtipo metabdlico do miocardio séo
pouco compreendidos e podem estar relacionados com alteragbes na ativacao e
expressdo dos PPARs. Neste trabalho, avaliaremos as isoformas PPAR-a e

PPAR-y, que est&o relacionados com o metabolismo de lipidios.

1.10.1 PPAR-a

O PPAR-a é um membro da superfamilia de receptores nucleares que
promove a expressdo de enzimas-chave da via oxidativa de acidos graxos
(Bishop-Bailey, 2000; Watanabe et al., 2000). O PPAR-a ativado heterodimeriza-
se no nucleo com o receptor RXR (Kliewer et al., 1992) e, depois, esse dimero se
liga a sequéncias especificas de DNA e ativa a expressao de enzimas do

metabolismo de lipides (Keller et al., 1993; Huss et al., 2001).

A expressao de PPAR-a é elevada em tecidos com altas taxas de oxidagao
de acidos graxos (coragdo, figado, gordura marrom, rim) e estad associada a
regulacdo da expressao de componentes-chave da captagao, esterificacdo e

oxidagao de acidos graxos por ativadores transcripcionais de genes codificadores
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de proteinas-chave na via de B-oxidacdo. A ativacdao de PPAR-a por ligantes
farmacolégicos, como os fibratos, aumenta a expressao de enzimas relacionadas
com a oxidagdo de acidos graxos (Young et al., 2001) e a taxa de oxidagao de
acidos graxos nos cardiomiécitos (Gilde et al., 2003). Em conformidade com
esses achados, demonstrou-se que camundongos PPAR-a knockout t€ém menor
expressao de enzimas de oxidagao de acidos graxos e menor oxidagao desses
substratos (Campbell et al., 2002).

1.10.2 PPAR-y

O RNAm de PPAR-y ¢é expresso em niveis muito baixos nos
cardiomiocitos. Acredita-se que o PPAR-y ndo exerca papel direto sobre a
regulagdo da oxidacdo de acidos graxos no coragao. No entanto, esse receptor
pode atuar indiretamente, através da redugédo da concentracéo de acidos graxos a
qual o coragcao é exposto. Os agentes sensibilizadores da insulina, as
tiazolidinedionas, sdo ligantes do PPAR-y e podem sequestrar acidos graxos nos
adipdcitos, diminuir os acidos graxos circulantes, e triglicérides e, dessa forma,
reduzir a exposigao do miocardio aos acidos graxos (Berger e Moller, 2002). Além
disso, a acédo dos agonistas de PPAR-y sobre os adipdcitos provavelmente reduz
a estimulagdo por ligantes do complexo PPAR-a/RXR nos cardiomidcitos,

reduzindo assim, a captacéo e a oxidacao de acidos graxos no coragao.

Evidéncias a partir de pequenos estudos clinicos e estudos em animais
sustentam o conceito de que variagdes na oxidagado de carboidratos no miocardio
afetam a funcdo VE e a eficiéncia mecanica do coragdo. Os mecanismos
celulares responsaveis por esses efeitos ndo estao claros. Por exemplo, Lygate et
al., 2003, mostraram que a fracdo de ejecdo do VE melhora com o uso de
rosiglitazona, um agonista de PPAR-y, em modelo de IM experimental. Por outro
lado, o PPAR-y parece ter papel chave na regulagdo da inflamagdo como sera

discutido adiante.

Os PPARs sao expressos em células endoteliais, células de musculo liso
vasculares, linfocitos T e mondcitos/macréfagos, onde regulam genes-alvo

envolvidos com a biologia vascular, como mostra a figura abaixo (Plutzky, 2001; Li
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e Glass, 2002). Esses achados sugerem que a ativacao de PPAR pode regular a
inflamacado. Os PPARs podem reprimir genes-alvo da inflamacao alterando a
expressdo do importante NF-kB (Plutzky, 2003), e ligantes de PPAR-y sé&o
capazes de diminuir os niveis de proteina C reativa (Haffner et al., 2002).
Também se demonstrou que os agonistas de PPAR podem atuar em vias

independentes de PPAR (Chawla et al., 2001), como se vé na figura abaixo.
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Figura 2 - Efeitos diretos e indiretos dos receptores nucleares PPAR.
A ativacdo de PPAR por ligantes sintéticos induz alteracées metabdlicas que podem
limitar a inflamacgéo e aterosclerose indiretamente. Alternativamente, a expressao de
PPARs na maioria das células vasculares e a regulacdo de genes relevantes pelo
PPAR nessas células aumenta a possibilidade de que os PPARs tenham efeito direto
sobre a inflamacéo e aterosclerose (Fonte: Plutzky, 2003)

Interessantemente, os PPARs podem ter efeitos tanto anti como pré-
inflamatorios. Lee et al, 2003, estudando a outra isoforma de PPAR, o PPAR-
delta, mostram como a ativagao desses receptores pode ser bastante complexa.
Foi demonstrado que, embora a hiperexpressao ou delegdo de PPAR-delta em
macréfagos sugerisse um efeito pré-inflamatério desse receptor, o tratamento
com um ligante sintético de PPAR-delta apontou o efeito oposto, diminuindo a
producao de moléculas inflamatérias tais como proteina-1 de quimiatracdo de
monocitos (MCP-1). Na analise desses achados, os autores postularam que o

efeito do PPAR-delta depende da ligagdo ou ndo do receptor a um ligante, como
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apresenta a figura abaixo. Na auséncia de um ligante, o PPAR-delta sequestraria
um repressor transcripcional das respostas inflamatodrias, levando a inflamagao.
Na presenca do ligante, o PPAR-delta liberaria o repressor, que estaria livre para

exercer seus efeitos antiinflamatorios, como mostra a figura 3.

| Pro-inflamatorio? | | Antiinflamatério? |
t Ligante t \

L
. PPAR® %

Ligante: fora
BCL-6: Ligado

t

Ligante: ligado
BCL-6: Liberado

| NFkB
PPAR independente? Independente do PPRE

| Antiinflamatorio | | Antiinflamatorio |

Figura 3 - PPARs: Ponto-chave na transcrigao génica.

A ligacao de ligante ao receptor nuclear delta pode levar a liberagdo de BCL-6, um
repressor transcricional da inflamagéao. Isso pode resultar em expressao reduzida de
genes de citocinas inflamatdrias, menor inflamagéo, e reducdo na aterosclerose.
Alternativamente, na auséncia do ligante, o BCL-6 permanece ligado ao PPAR-delta,
resultando em resposta pré-inflamatéria. Em resposta a um ligante, PPARs ativados
podem se ligar a elementos de resposta de PPAR nas regides promotoras de genes-
alvo especificos, controlando a sua expressdo génica. Os PPARs podem limitar a
expressdo de alguns genes-alvo da inflamagéo independentemente da associagéo
com elementos de resposta de PPAR como, por exemplo, através da alteragdo da
expressdo de fatores de transcricio NF-kB e AP-1. Ligantes sintéticos de PPAR
também podem ter efeitos PPAR-independentes (Fonte: Plutzky, 2003)

Esses achados sdo importantes também no estudo das outras isoformas
de PPARs, visto que grande parte do conhecimento sobre esses receptores foi
adquirida através de estudos com ligantes sintéticos. Soma-se a isso o grande
desconhecimento em relagdo aos ligantes endégenos dos PPARs. Chawla et al.
reportaram que a lipase de lipoproteinas, uma enzima-chave do metabolismo de

triglicérides, gera ligantes de PPAR-delta in vivo. De fato, em células endoteliais,
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mostrou-se que a lipoproteina lipase limita a resposta inflamatéria de maneira
PPAR-a-dependente. Trata-se de um efeito que requer atividade intacta da lipase
e € independente da fungao nao catalitica da enzima de promover a captacéo de
lipoproteinas nos macrofagos (Plutzky, 2003). Dessa maneira, um melhor
entendimento sobre a ativacdo in natura de PPARs é necessario e pode ter
amplas implicagdes, revelando como o corpo produziria os proprios agonistas de

PPAR que protegeriam contra o diabetes, a dislipidemia ou a aterosclerose.

1.11 Remodelamento ventricular pés-infarto do miocardio

A indugao de isquemia subita por oclusdo coronaria desencadeia uma série
de eventos que culminam na morte de cardiomiocitos isquémicos (Jennings et al.,
1990). A necrose de cardiomidcitos provoca uma cascata inflamatoéria que serve
para clarear o infarto de células mortas e debris celulares, resultando também em
cicatrizacdo e substituicdo do tecido danificado com cicatriz. Assim, o reparo
cardiaco apos IM esta intimamente ligado a resposta inflamatéria. A cicatrizag&o
do infarto pode ser subdivida em trés fases superponiveis: a fase inflamatdria, a
fase proliferativa e a fase de maturagao. Durante a fase inflamatéria, a ativagao
de quimiocinas e cascatas de citocinas resulta no recrutamento de leucécitos para
a regido infartada. Os neutrofilos e macréfagos limpam a ferida de células mortas
e debris celulares. Os macrofagos ativados liberam citocinas e fatores de
crescimento, levando a formagédo de um tecido de granulagédo. Nesse estagio, a
expressdo de mediadores inflamatérios € suprimida, enquanto fibroblastos e
células endoteliais proliferam. Durante a fase proliferativa da cicatrizacao,
miofibroblastos ativados produzem proteinas de matriz extracelular, e forma-se
uma extensa rede microvascular. A maturagao da cicatriz evolui da seguinte
maneira: fibroblastos e células vasculares sofrem apoptose, e forma-se uma
matriz baseada em colageno. A cicatrizagdo do infarto resulta em alteragbes
profundas na arquitetura e geometria ventricular, também conhecidas como
remodelamento ventricular. As alteragcdes moleculares e celulares afetam tanto os
cardiomidécitos quanto as células intersticiais, manifestando-se clinicamente com
aumento e alteragdo da forma do ventriculo, seguido de deterioragado da fungéo

cardiaca. O remodelamento esta ligado a progressao para insuficiéncia cardiaca e
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pior prognostico apés o IM. Embora as vias envolvidas no remodelamento
cardiaco permanegam em grande parte pouco compreendidas, sabe-se que as
alteragdes patoldgicas e estruturais associadas a cicatrizagdo do infarto
influenciam diretamente o remodelamento e afetam o progndstico de pacientes
com IM. Apds a morte dos cardiomidcitos, as células do tecido de granulagédo e a
rede da matriz extracelular fornecem a estabilidade mecanica ao tecido

danificado.

A resposta inflamatéria e a elaboracdo de citocinas sdo componentes
integrais da resposta do hospedeiro a injuria e tém papel central ativo apos o IM.
O grau de resposta inflamatéria € determinante nos desfechos clinicos. As
citocinas inflamatérias sao liberadas pelo miocardio para modular o reparo
tecidual e as adaptagdes pos-injuria. Citocinas pro-inflamatoérias, como o TNF-q,
nao sao constitutivamente expressas no coragao normal (Kapadia et al., 1995;
Kapadia et al., 1997;) e sao elaboradas logo apés o IM. Acredita-se que essas
citocinas possam regular agudamente a sobrevivéncia ou apoptose do midcito e
desencadear respostas inflamatérias celulares adicionais. Cronicamente, elas
podem mediar o reparo e remodelamento ventricular através da ativacdo de
metaloproteinases, da formagao de colageno, da regulagado das integrinas e da
angiogénese, bem como da mobilizacdo de células progenitoras. As
consequéncias dos efeitos das citocinas inflamatérias podem ser favoraveis,
levando a cicatrizagcdo e restauragcao de fung¢ao, ou desfavoraveis, levando a
ruptura cardiaca aguda ou dilatagdo crénica do ventriculo, pavimentando um

caminho para a insuficiéncia cardiaca.

A producdo e a supra-regulacdo dessas citocinas representam uma
resposta intrinseca ou inata a injuria miocardica que, cronicamente, pode levar a
insuficiéncia miocardica. A estimulacdo cronica da secregcao de citocinas em
resposta a isquemia miocardica ou a infarto promove apoptose progressiva de
miocitos (Krown et al., 1996; Palojoki et al., 2001), hipertrofia de midcitos
(Yokoyama et al., 1997), defeitos na contratilidade (Kubota et al., 1997), e
degeneracao da matriz extracelular. Assim, o reparo cardiaco apos o IM esta

intimamente ligado a resposta inflamatoria.
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Varios estudos demonstraram ativacdo de cascatas de citocinas no
miocardio infartado. A indugcado e liberacdo de citocinas pro-inflamatérias, como
TNF-a, IL-1 B, e IL-6, sdo -consistentemente encontradas em modelos
experimentais de infarto agudo do miocardio (Frangogiannis et al., 1998a; 1998b;
Dewald et al., 2004). A ativacdo de complemento, geragcdo de radicais livres e
ativacédo de NF-kB s&o capazes de estimular a sintese de RNAm de citocinas
tanto em células residentes como em células derivadas da corrente sanguinea,
resultando em intensa regulagédo positiva de citocinas na regidao de infarto. Um
padrao caracteristico das citocinas sdo a pleiotropia e a redundancia: uma
citocina exibe grande variedade de efeitos bioldgicos sobre varios tipos celulares,
e citocinas similares exercem acdes similares e superponiveis sobre o mesmo
tipo celular. Os efeitos multifuncionais, superponiveis e muitas vezes
contraditorios das citocinas dificultam o entendimento de seu papel funcional na
cicatrizacdo do infarto. Além disso, o complexo processo de remodelamento
ventricular ndo esta limitado as areas de infarto (McKay et al., 1986; Abernethy et
al., 1991). A causa dessa regulagao génica positiva de citocinas néo esta clara,
embora varios fatores que provocam dilatagdo do ventriculo esquerdo (VE)

possam contribuir para tal.

Algumas citocinas e moduladores da inflamacgao parecem ter papel central
na regulacéo do remodelamento ventricular; dentre eles, destacam-se o TNF-a, o
NF-kB, o PPAR-a, e o PPAR-y (Hanemaaijer et al., 1993).

112 TNF-a

A liberagao de TNF-a ocorre precocemente no miocardio infartado e pode
estimular a expressado de outros mediadores inflamatorios através dos leucdcitos

e células endoteliais.

O TNF-a € uma molécula de 17-kDa, secretada como homotrimero estavel.
Sob tal forma, o TNF-a tem meia-vida de cerca de 30 minutos e pode ser medido

tanto no soro, como no plasma, através de ensaios citotdoxicos ou imunorreativos.
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Maekawa et al., 2002, demonstraram que camundongos TNF-a-deficientes
submetidos a protocolos de IM experimental, tinham menor expressado de
quimiocinas e de moléculas de adesao, sugerindo papel importante do TNF-a na

mediacao da resposta inflamatoria pos-IM.

O efeito hipertrofico do TNF-a foi demonstrado em varios estudos.
Concentragdes fisiologicamente relevantes de TNF-a promovem hipertrofia
através do aumento da sintese de proteinas contrateis e estruturais, em modelos
experimentais. Mostrou-se que camundongos transgénicos com hiperexpresséo

cardiaca de TNF desenvolvem hipertrofia (Kubota et al., 1997).

O estimulo de TNF a cardiomidcitos altera o remodelamento ventricular por
promover hipertrofia de cardiomiécitos (Yokoyama et al., 1997), morte celular
progressiva de cardiomidcitos através de apoptose (Krown et al., 1996) e defeitos
contrateis, bem como alteragdes na expressao génica fetal (Kubota et al., 1997;
Kubota et al., 2000). O TNF desencadeia apoptose em cardiomidcitos isolados

através da via da esfingomielinase neutra.

O TNF também tem efeitos sobre o inotropismo cardiaco. Os efeitos
inotropicos negativos do TNF foram demonstrados em cardiomidcitos isolados e
em modelos experimentais de IM, e parecem envolver diversos mecanismos. Por
exemplo, expressao sustentada de TNF pode levar a regulagdo negativa de
SERCA 2A, que é responsavel pela homeostase do calcio nos cardiomidcitos.
Além de atuar sobre a inflamacgdo, a apoptose, a hipertrofia e o inotropismo
cardiaco, o TNF tem efeitos sobre o metabolismo cardiaco. Demonstrou-se que o
TNF aumenta a atividade de lipoproteina lipase em coragbes de camundongos, e

de porcos in vivo (Semb et al., 1987).

O remodelamento ventricular também é afetado pelos efeitos do TNF sobre
a matriz extracelular do miocardio. A administragdo de endotoxina em humanos
sadios, um potente estimulador para produgdo de TNF, provocou aumento de
cerca de 20% do volume diastélico final de VE (Suffredini et al., 1989). Estudo
experimental mostrou que ratos submetidos a injecbes de TNF tiveram

degradacao progressiva da matriz extracelular e dilatacdo do VE (Bozkurt et al.,
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1998). Achados similares foram reportados em experimentos em caes (Pagani et
al., 1992).

As acdes do TNF sdo mediadas pela ligacdo a um de seus receptores
especificos, os receptores de TNF 1 e 2 (TNFR-1 e -2), que s&o expressos na
superficie da maioria das células. Quando liberados, os fragmentos de dominio
extracelulares de ambos os receptores podem ser detectados como formas
soluveis (sTNFR-1 e -2), (Figura 4). Embora exista uma forte correlacdo entre
niveis elevados de sTNFRs e aumento de mortalidade em 30 dias, em pacientes

com insuficiéncia cardiaca, a fungao exata dos sTNFRs permanece obscura.

Homotrimero TNF | m

l Liberagao do receptor de TNF

&

=P 0

Aglomeragao do receptor Internalizagdo do
de TNF receptor de TNF

SINALIZACAO W
Figura 4 - Ativacido de TNF.

Apds a ligagdo dos homotrimeros de TNF com os receptores de TNF na membrana
celular, o agrupamento é necessario para induzir a transdugao do sinal. A regulagao
da expressédo de receptor TNF na membrana envolve tanto a liberagdo como a
internalizagao do receptor de TNF (Modificado de Conraads et al., 2002)

Citocinas como TNF-a parecem ter efeito pleiotropico significativo sobre as
células hospedeiras, com potencial para apoptose versus preservagao e
hipertrofia celular. O balango liquido entre esses dois processos em oposi¢cao
define o balango do remodelamento. O ligante de TNF atinge todos os seus

diferentes efeitos fisioldgicos e patologicos através da sua ligagdo com dois
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receptores distintos de superficie: o receptor de TNF 1 (TNF-R1) e o receptor de
TNF 2 (TNFR-2). O TNF-R1 pertence a familia de receptores de morte de
superficie celular, uma subclasse crescente da superfamilia de TNF-R que
também inclui Fas/CD95 e outros receptores de morte. Em resposta ao TNF, o
TNF-R1 é trimerizado, e a proteina do dominio de morte associada ao receptor de
TNF (TRADD) é recrutada para as regides do citoplasma dos receptores através
de interagdes homotipicas com os dominios de morte, como mostra a figura 5. A
proteina do dominio de morte associada ao receptor de TNF, recruta o dominio de
morte associado ao Fas que, por sua vez, interage com a pro-caspase 8,
estimulando, dessa forma, a ativagcao autoproteolitica da caspase-8, e, com isso,
inicia-se a morte celular através da destruicdo dos mecanismos de auto-reparo
celular. Entretanto, a ativacdo de proteinas da familia Bcl-2, como o Bcl-2, Bcl-x,
pode alterar a liberagcdo do citocromo c e o balanco final liquido desses sinais
determinara se a apoptose ira prosseguir por completo. Além da via apoptdtica
dependente das caspases, o TNF também pode induzir morte celular através do
recrutamento de wuma proteina denominada FAN (fator associado a
esfingomielinase neutra). O FAN interage diretamente com a esfingomielinase
ligada a membrana com degeneragao resultante de ceramida. A ceramida
desencadeia a apoptose através de um mecanismo que parece envolver espécies

reativas de oxigénio.

Por outro lado, fatores associados aos TNFR, como o TRAF2, interagem e
ativam moléculas de sinalizagdo, como a quinase indutora de NFkB, que fosforila
a IKK (inibidora da NF-kB quinase) que leva a translocacdo de NF-kB para o
nucleo e a ativagdo de genes envolvidos com a inflamagédo, crescimento e
sobrevida das células (Liu et al., 1996; Natoli et al., 1997).
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Figura 5 - Sinalizacao induzida via TNF no coragéao.
Esquema proposto para a sinalizagdo TNF-induzida no coragdo. Como mostrado, o
TNF secretado é capaz de se ligar a receptores de TNF em varios tipos celulares,
enquanto que o TNF ligado a membrana é confinado a ligagao a receptores de TNF
nas células adjacentes. (Modificado de Mann, 2002)

1.13 Sistema NF-kB

O NF-kB é um fator de transcricdo bem caracterizado e que desencadeia
uma resposta hipertréfica em midcitos cardiacos (Gupta et al., 2002). E um fator
de transcrigdo ubiquo e multifuncional que modula a expressédo de uma variedade
de genes que codificam a transcricdo de genes da inflamagdo, tais como
citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento (Baeuerle e Henkel, 1994). Nas
células em repouso, as proteinas de NF-kB estdo presentes no citoplasma sob a
forma de heterodimeros inativos compostos de duas subunidades, p50 e p65, e
estdo ligados a proteina inibitéria IkB-a, que previne a translocagao para dentro
do nucleo da célula (Baldwin Jr., 1996). Sob estimulo, a kB é fosforilada e
degradada por protedlise, através de uma via mediada por 26S proteosomo e que
facilita a translocagdo do NF-kB para dentro do nucleo e regula a transcrigdo

génica (Thurberg e Collins, 1998). Um passo critico na ativagdo de NF-kB é a
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fosforilagao de IkBs por um complexo multimérico chamado complexo IkB quinase
(IKK) e que consiste de em duas subunidades cataliticas (IKK-alfa e IKK-beta)
(Zandi et al., 1998), o modulador essencial de NF-kB, IKK-y e a proteina
associada ao IKK (Mercurio et al., 1999). Um paradigma geral da ativagdo de NF-
kB pelo complexo IKK suporta que a ativagcdo sinal-induzida das |IkB quinases
fosforilam a IkB-a, que desencadeia a subsequente degradacédo de lkB-a e a

ativacao/translocacédo de NF-kB.

No miocardio isquémico, o complexo NF-kB e IkB tem papel chave na
regulacdo da expressdao de citocinas, quimiocinas e moléculas de adesao
(Lenardo e Baltimore, 1989). O NF-kB é ativado por um grande numero de
agentes, incluindo citocinas, como TNF-alfa, e radicais livres. Os genes regulados
pela familia de fatores de transcricdo do NF-kB s&o diversos e compreendem
aqueles envolvidos com a resposta inflamatéria, a adesao celular e o controle de

crescimento (Stancovski e Baltimore, 1997).

ApOs a ativagédo, o NF-kB transloca-se para o nucleo e liga-se as regides
promotoras ou amplificadoras de genes-alvo, iniciando a transcricdo desses
genes. A ativacdo de NF-kB ja foi demonstrada em varios modelos de isquemia e
reperfusdo miocardica experimental (Chandrasekar e Freeman, 1997; Kupatt et
al., 1999). A transferéncia in vivo de oligodeoxinucleotideos de NF-kB para a
ligacdo com o fator transcricional, bloqueou a ativagdo de genes inflamatérios,
reduziu a extensao do IM apds reperfuséo, sugerindo papel crucial do NF-kB na

regulacao da resposta inflamatéria pés-IM (Morishita et al., 1997).

A ativacdo de NF-kB durante o processo de hipertrofia cardiaca em
miocitos cardiacos neonatal ja foi previamente demonstrada (Purcell et al., 2001).
Embora a atrofia muscular envolva a ativacido diferencial de multiplas vias de
sinalizagao celular, sugere-se que o NF-kB € um dos mais importantes sistemas
de sinalizagéo e sua ativagao leva a perda de musculo esquelético (Hong et al.,
2008). Citocinas proé-inflamatérias, como o TNF-a, funcionam através da ativagéo
de NF-kB. Estudos em modelos animais mostraram que a modulacéo especifica
da atividade de NF-kB pode prevenir a perda muscular na distrofia muscular de

Duchenne, em varios tipos de cancer, em injurias nervosas, e em
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descondicionamento muscular, etc (Cai et al., 2004; Hunter e Kandarian, 2004;
Mourkioti et al., 2006; Acharyya et al., 2007).

A familia do NF-kB é constituida por cinco membros que podem ser
divididos em dois grupos. Um grupo inclui RelA (p65), RelB e c-Rel, que séo
sintetizadas como proteinas maduras e sdo caracterizadas pela presenga de um
dominio homdlogo Rel N-terminal (RHD), essencial para a dimerizagao e ligagcao
de DNA e um dominio de ativagao transcricional C terminal. O segundo grupo
engloba as proteinas NF-kB1 (p50) e NF-kB2 (p52), que sdo sintetizadas como
grandes precursoras p105 e p100, respectivamente, e contém um RHD N terminal
e um dominio de repeticao anquirina C terminal. O processamento proteolitico de
p105 e p100 no terminal C da origem as proteinas p50 e p52, respectivamente.
Ambas as proteinas p50 e p52 contém um RHD N terminal, mas ndo tém
dominios de ativagao transcricional na terminagdao C (Hayden e Ghosh, 2004).
Membros diferentes da familia NF-kB dimerizam-se para facilitar a ligacdo ao
DNA. Entre eles, p50 e p65 sédo os heterodimeros mais prototipicos presentes em
quase todos os tipos celulares e sao responsaveis pela expressdo aumentada de
grande numero de genes pro-inflamatorios e de sobrevivéncia celular. A interagéo
com os |kBs mascara a sequéncia de localizagdo nuclear no complexo NF-kB,
prevenindo a translocacdo para o nucleo e mantendo o NF-kB em um estado

inativo no compartimento citoplasmatico.

O complexo NF-kB é ativado em resposta a uma variedade de estimulos
que incluem infeccbes virais e bacterianas, exposigdo a citocinas pro-
inflamatorias, mitdogenos, fatores de crescimento e estresses oxidativos e
biomecanicos (Kumar et al., 2004). Diferentes estimulos iniciam a transducédo de
sinais de vias. A maioria dessas vias convergem para o complexo kB quinase
(IKK) que é composto de duas subunidades cataliticas (IKK-a e IKK-B) e uma
subunidade reguladora (IKK-y/NEMO). Dependendo de qual das subunidades do
complexo IKK s&o envolvidas, a ativacdo de NF-kB pode ocorrer tanto através da

via classica como da via alternativa. (Figura 6)
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Figura 6 - Vias de sinalizagdao do NF-kB.

Representacdo esquematica das duas vias de sinalizagdo do NF-kB. A ativacédo do
NF-kB pode ocorrer pela via classica ou pela via alternativa. A via classica envolve a
ativacdo de IKK-B levando a fosforilagdo e degradagao de IkBs. A via alternativa
envolve a IKK-a e leva a fosforilagdo do processamento de p100, gerando
heterodimeros p52:relB. NIK: NF-kB quinase indutora, Ub: ubiquitina, MEKKS3:
proteinoquinase mitdégeno-ativada de quinase 3 (Modificado de van Empel, de Windt,
2004).

A via classica é dependente de IKK-B e IKK-y, e a ativacdo de NF-kB
ocorre através da degradacao de proteinas IkB. A via alternativa depende de IKK-
a e NIK e envolve o processamento regulado da proteina precursora de p100 (Li e
Verma, 2002; Aggarwal, 2003). Estudos mostram que, dependendo do tipo de
estimulo, tanto a via classica como a alternativa sdo ativadas no musculo
esquelético, e a ativagcado dessas duas vias de NF-kB podem causar atrofia de

musculo esquelético (Hunter et al., 2002; Cai et al., 2004).

A IKK ativada fosforila as proteinas kB NF-kB-ligadas e direciona as
mesmas para a poliubiquitinacdo e rapida degradacéo através da criagdo de um
sitio de ligagcao para o complexo ubiquitina ligase SCFB-TrCP (Li e Verma, 2002).
O estimulo classico tal como de citocinas pro-inflamatérias ativam o NF-kB
através da fosforilacdo sitio especifica |IKK-B-mediada e subsequentes

ubiquitinagdo e degradacédo da proteina inibitéria IkB-a pela via de proteosomo
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26S. Os complexos de NF-kB liberados a partir das proteinas de inibicado kB
deslocam-se para o nucleo, levando a ativagao transcricional de varios genes-

alvo, como descrito anteriormente.

O NF-kB controla a expressdo de grande numero de genes, incluindo
aqueles que codificam citocinas, quimiocinas, moléculas de adesdo celular,
fatores de crescimento, moléculas imunorreguladoras, proteinas de fase aguda e
de resposta ao estresse, receptores de superficie celular, fatores de transcrigao e
varias enzimas, inclusive aquelas envolvidas na degradagédo de proteinas pelo

sistema de ubiquitina-proteosomos (Kumar et al., 2004).

Outro fato importante a ser destacado € o de que varias moléculas
reguladas pelo NF-kB, especialmente as citocinas pro-inflamatorias, sdo potentes
ativadores de NF-kB, estabelecendo uma al¢ca de feedback positivo que resulta
em hiperestimulacdo de NF-kB (Kumar et al., 2004). Mourkioti et al., 20086,
demonstraram que a inibicdo da atividade de NF-kB, por delecao especifica de
IKK-B, aumenta a regeneracdo muscular por limitar a resposta inflamatéria e a

fibrose.

1.14 Angiogénese no Infarto

A angiogénese é parte integral do processo de cicatrizagcdo da ferida. Os
novos vasos sao componentes importantes do tecido de granulacédo e sao
necessarios para prover oxigénio e nutrientes para as células altamente ativas
dinamica e metabolicamente (Li et al., 1996; Lopez et al., 1998; Laham et al.,
2003). Fatores de crescimento angiogénico, tais como o fator de crescimento de
endotélio vascular (VEGF), sédo induzidos e liberados durante as primeiras horas
apos a isquemia miocardica (Toyota et al., 2005; Wu et al., 2006), resultando em
crescimento neovascular. Durante a fase proliferativa da cicatrizacdo, uma rica
rede de capilares é formada junto com vasos-mae largos, pobres em pericitos.
Uma vez que a vasculatura amadurece, alguns vasos neoformados s&o cobertos
com pericitos, enquanto que os vasos descobertos regridem. Embora esteja bem
descrito o tempo de surgimento de formagcdo de novos vasos, 0s mecanismos

responsaveis pela angiogénese do infarto permanecem pouco compreendidos.
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Durante a fase de maturacao da cicatrizacdo do infarto, o tecido de granulacéo é
substituido por uma cicatriz rica em colageno e que exibe uma densidade capilar
relativamente baixa, mas grande numero de vasos cobertos com células murais.
Os vasos maduros cobertos exibem menor potencial angiogénico e sao
protegidos de regressao, ao passo que as ceélulas endoteliais descobertas podem

sofrer apoptose.

1.15 Apoptose

Outro ponto que vem sendo muito estudado no processo de
remodelamento ventricular é a apoptose (Anversa et al., 1996; Saraste et al.,
1997). Demonstrou-se a presenca de apoptose em cardiomiocitos durante as
fases aguda e crbnica do IM, tanto em modelos animais quanto em humanos
(Gottlieb et al., 1994; Itoh et al., 1995; Kajstura et al., 1996; Fliss e Gattinger,
1996; Bialik et al., 1997; Saraste et al., 1997). Acredita-se que a apoptose nas
células do tecido de granulacdo apdés o IM tenha papel importante no
remodelamento ventricular, durante a fase crénica do IM (Hayakawa et al., 2003;
Takemura e Fujiwara, 2004). Em pacientes com IM, as citocinas pro-inflamatdrias,
como o TNF-a, tém papel importante no desencadeamento de respostas
inflamatorias celulares adicionais e injuria citotoxica subsequente. Alguns
pesquisadores acreditam que o TNF-a possa induzir apoptose em cardiomiécitos
durante o IM agudo, pelos altos niveis séricos de TNF-a em pacientes com
insuficiéncia cardiaca e a intima relagado entre o nivel de expressao de TNF-a e
apoptose in vitro (Krown et al., 1996). Entretanto, existem poucos estudos sobre o
padrao de expressao de TNF-a associado a apoptose de cardiomiécitos no IM em

humanos.

Akasaka et al., 2006, mostraram que apoptose e necrose sdo responsaveis
pela perda celular aguda na fase precoce do IM, e ocorrem também na zona ao
redor do IM, indicando que a apoptose possa mediar morte celular fora da area de
IM. A inducdo de apoptose na zona periinfarto parece estar relacionada com a
dilatacdo ventricular. Dessa forma, a apoptose de cardiomiécitos ao redor do
infarto pode ter papel importante no remodelamento ventricular que ocorre pos-

IM. Demonstrou-se que a inibicdo da apoptose nas células do tecido de
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granulagdo através de um inibidor da pancaspase pode melhorar o

remodelamento ventricular.

Em resposta a diversas condigbes de sobrecarga (pressédo, volume etc.),
as células do musculo cardiaco tipicamente hipertrofiam ou cometem “suicidio” no
processo conhecido como remodelamento ventricular. Devido ao provavel carater
mal-adaptativo da hipertrofia de midcitos (Esposito et al., 2002) e a limitada
capacidade de auto-renovagao (Beltrami et al., 2001; Beltramini et al., 2003), os
processos bioldgicos que levam a hipertrofia de midcitos ou a apoptose
permanecem como O centro de atencdo de varias terapias que focam alvos

bioldgicos.

A identificagdo de vias adicionais de sinalizacdo que sao intrinsecamente
envolvidas com o aumento do miécito tem fornecido uma via alternativa em que a
maioria das cascatas de sinalizacdo descobertas parecer preencher um papel
dicotdmico facilitando a hipertrofia de midcitos e sinalizando pontos fortes de
sobrevivéncia da célula. Dessa forma, no processo de descompensagao VE, a
sinalizagcdo das vias celulares de hipertrofia e apoptose estariam inicialmente
direcionadas para um remodelamento hipertréfico na fase inicial do
remodelamento pdés-IM, periodo em que existe fungcdo cardiaca estavel, e
progrediriam para a faléncia dessas vias de hipertrofia/sobrevivéncia em inibir a
apoptose de midcitos que, por fim, sinalizariam passos criticos em relacdo a
descompensacgao cardiaca por perda intensa de unidades contrateis, dilatacao
dos ventriculos e, por fim, perda da forga contratil, como mostra a figura abaixo.
Os modelos dualisticos de sinalizagao celular que facilitam simultaneamente a
hipertrofia e a sobrevivéncia da populacdo de cardiomidcitos, incluem os
paradigmas de sinalizagao que (1) utilizam o receptor gp130, (2) a via IDF-1-PI3K-
Akt, (3) a sinalizagado calcio-dependente através da calcineurina e NFAT, e (4)

sinais que ativam NF-kB.

As citocinas estdo intimamente envolvidas no processo inflamatério como,
por exemplo, a cicatrizacdo da ferida apds o infarto e existe acumulo miocardico
de TNF-a apés o IM. O TNF-a, por sua vez, pode induzir tanto hipertrofia de
miocitos como apoptose em cultura, enquanto que camundongos transgénicos

gerados para hiperexpressar uma forma secretada de TNF-a desenvolvem
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hipertrofia concéntrica que evolui para cardiomiopatia dilatada com o passar do
tempo (Kubota et al., 1997; Sivasubramanian et al., 2001). A partir de varios
estudos em células n&o cardiacas, sabe-se que a ligacao direta do TNF-a a seu
receptor cognato (TNFR) provoca a ativagado de caspase e de NF-kB, com cada
uma dessas vias levando a efeitos fenotipicos opostos em relagdo a
sobrevivéncia celular (Micheau e Tschopp, 2003). A sinalizagado de TNF-a envolve
a ligagao do trimero de TNF ao dominio extracelular do receptor-1 de TNF (TNFR-
1), recrutamento de varias proteinas de adaptacado intracelulares e, por fim, a
caspase-8, cujos pré-dominios podem se ligar a proteinas de adaptacdo que
interagem com esses receptores (Suda e Nagata, 1994), como mostra a figura

abaixo.

| Ligante Fas/ TNF-alfa |

e =

FADD

—— cFLIP

— ® ‘_________' n [ Caspase-8

- Caspase-3
Sobrevivéncia Celular |
Figura 7 - Apoptose.

Duas principais vias apoptéticas ativas nas células de mamiferos, incluindo a célula
do musculo cardiaco. A via de morte mitocondrial € usada extensamente em resposta
a sinais extracelulares e insultos externos tais como dano ao DNA. Essas diversas
vias de resposta convergem na mitocdndria, geralmente através da ativacdo de
membros pro-apoptéticos da familia Bcl-2. Sinais pro-apoptéticos redirecionam as
proteinas para a mitocéndria, onde elas “brigardo” para determinar o destino da
célula. A ativagdo de membros pro-apoptoticos pode ocorrer através de protedlise,
desfosforilagdo e transcricdo génica de novo. Os membros da familia Bcl-2 pro- e
anti-apoptose encontram-se na superficie da mitocéndria, onde eles competem para a
regulacdo da saida do citocromo c¢ através de mecanismos ainda ndo esclarecidos
totalmente. Se ha predominio do campo pro-apoptotico, um ensaio de moléculas é
liberado do compartimento mitocondrial. Outra via de morte celular inclui os
receptores de morte que sdo desencadeados através da ligacdo de membros da
superfamilia de receptores de morte, tais como Fas ou CD 95 e TNF-a, a seus
receptores cognatos, que induzem agregacéao de receptor, formagao de um complexo
sinalizador indutor de morte e, finalmente, ativagcdo das caspases 8 e 3. (Modificado
de Empel, 2004).
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Camundongos transgénicos com hiperexpressao de TNF-a restrita aos
cardiomiécitos desenvolvem inflamacgao, pronunciada hipertrofia de midcitos e
varios sinais de insuficiéncia cardiaca (Janczewski et al., 2003). Esses
camundongos tém ativagao de vias pré-apoptéticas nos midcitos cardiacos, como
evidenciado pela supra-regulacdo da expressao de varias proteinas relacionadas
com o dominio de morte, incluindo TNFR1, Fas, FADD, TRADD, RIP e caspase-8
(Kubota et al., 2001).

Outro bragco maior da sinalizacdo de TNF-a envolve o recrutamento do
complexo de multiproteinas IKK ao TNFR1 de forma a mediar a fosforilacdo e
degradacédo das proteinas de IkB que, normalmente, retém o NF-kB dentro do

citoplasma de células ndo estimuladas.

O NF-kB tem papel na regulagéo do crescimento celular. A ruptura genética
de membros da familia NF-kB, como o p65, p50, ou c-Rel, prejudica a proliferagéo
de linfocitos (Sha et al., 1995; Kongten et al., 1995; Doi et al., 1997). O papel do
NF-kB no crescimento hipertrofico de células completamente diferenciadas ainda
€ pouco claro. O NF-kB possui um carater mais ambivalente na sobrevivéncia da
célula uma vez que esta envolvido na regulacdo de genes tanto pré- como anti-
apoptéticos, incluindo os fatores anti-apoptoticos clAPs, familia Bcl-2 (Bcl xL),
proteina inibitoria FLICE (FLIP), e fatores pro-apoptoticos, como Fas, FasL,
caspase-8, caspase-11 e TNF-a (Karin e Lin, 2002). De fato, a transfeccdo de um
chamariz (decoy) de nucleotideo de NF-kB dentro do coragéo de ratos reduziu a
atividade de NF-kB e resultou na redugcdo do dano da isquemia e reperfuséao,
sugerindo uma fungéo pro-apoptotica para o NF-kB (Sawa et al., 1997; Kupatt et
al., 2002). Por outro lado, camundongos transgénicos que abrigam a expressao
cardiaco-especifica de uma proteina mutante supressora de IkB-a, que nega a re-
localizacdo nuclear do NF-kB, mostraram um aumento significativo na apoptose
de midcitos apos isquemia e reperfusdo e aumento do tamanho do infarto (Dawn
et al., 2001). Esses dados correlacionam-se com o0s niveis reduzidos de
expressao de c-IAP1 e Bcl-2, sugerindo que o NF-kB tem efeitos citoprotetores no
coracao e que esses sinais pro-sobrevida sejam mediados, ao menos em parte,

por sua atividade transcricional.
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A analise dos mecanismos supostamente envolvidos com a cardioprotegao
induzida pelo exercicio compreende complexas vias de sinalizagcdo celular que
estdo envolvidas tanto com as adaptagdes fisiologicas as mudangas ambientais
as quais o organismo € exposto, quanto no agravamento de processos
patolégicos. Nesta tese, abordaremos os efeitos do treinamento fisico sobre as
fases de remodelamento cardiaco inicial pds-IM, avaliando pontos-chaves
discutidos anteriormente, dentre os quais se destacam o PPAR-a, o PPAR-y, o

TNF-a, o NF-kB e a apoptose.



48

2 OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho é testar a hipétese de que a ocorréncia de
IM em animais previamente treinados é acompanhada de melhor fungao
ventricular pds-IM, maior vascularizagdo, bem como menor expressao de

marcadores inflamatérios e moduladores do metabolismo e menos apoptose.

Para isso, serdo quantificados os niveis locais de a-actina de musculo liso,

PPAR-a, PPAR-y, TNF-a, NF-kB, e apoptose.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Os animais utilizados sao ratas Wistar de peso inicial entre 180 a 220g,
provenientes do Biotério da Escola Paulista de Medicina da Universidade Federal
de Sao Paulo (EPM-UNIFESP). Foi optado pela utilizacdo de fémeas, pelo fato
deste género apresentar menor mortalidade ao infarto do miocardio experimental.

O protocolo experimental foi aprovado pelo comité de ética da EPM-UNIFESP.

3.2 Treinamento de resisténcia

O treinamento de resisténcia consistiu em natacdo durante 1 hora por dia,
durante 05 dias na semana, por 08 semanas, excluindo-se a semana de
adaptacdo na qual os ratos foram acostumados a natacdo com sessbes de 10
minutos acrescidas de mais 10 minutos a cada dia até completarem 60 minutos
de treino. O treino foi realizado em tanque de agua a 35°C com uma area de

superficie de 2830 cm? e profundidade de 60 cm.

3.3 Inducgao de Infarto do Miocardio

A inducdo do IM sera feita de acordo com Johns e Olson (1954) com
pequenas adaptacdes. Os animais serao anestesiados com mistura de cetamina
(50 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), entubados e ventilados com presséo positiva em
ventilador para roedores (modelo Harvard 683). Apds tricotomia do hemitérax
esquerdo, sera realizada toracotomia lateral no local onde o coragcdo causa
impacto a palpagdo. Com o animal na posigao supina, sera feita incisdo de pele e

divulsdo dos musculos peitorais e intercostais, com auxilio de pinga Kelly curva.
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Apos divulsdo da musculatura intercostal, as costelas serdao afastadas com auxilio
da pinga de Kelly e de afastador para roedores. A pericardiotomia sera produzida
com pinga anatébmica e a artéria coronaria descendente anterior esquerda sera
visualizada e ligada, a 3 mm da origem da aorta, com fio e sutura prolene 6,0. A
sequir, o térax sera fechado através de sutura em bolsa previamente preparada
em torno das bordas da incisdo. O animal sera mantido, entdo, em ventilagdo
artificial enriquecida com oxigénio até que ocorra ventilagdo espontanea. A
ventilacao artificial sera retirada e, quando o animal se mostrar estavel,
realizaremos a extubagao. Os animais serdo colocados em caixas sob o calor de

ldmpada de tungsténio até recuperagado completa da anestesia.

Nos animais controles serdo realizados os mesmos procedimentos

cirargicos do grupo |IAM, porém sem oclusdo da coronaria.

3.4 Ecodopplercardiograma

O ecodopplercardiograma foi realizado em todos os ratos uma semana
apoés producao do infarto e ao final de quatro semanas ap6s o infarto. Para isso,
os ratos foram pesados, submetidos a tricotomia do térax e sedagcdo com o
mesmo anestésico e dose utilizados na cirurgia de oclusdo coronaria. Os animais
foram posicionados em decubito lateral esquerdo para obtengdo das imagens
ecocardiograficas, trés eletrodos aderidos as patas para registro simultdneo do
tracado eletrocardiografico, para identificagdo dos acidentes do ciclo cardiaco e
determinacao da frequéncia cardiaca. O aparelho utilizado foi o Sonos 5500
(Philips), com capacidade de produzir imagens nos modos unidimensional e
bidimensional e analisar a velocidade do fluxo sanguineo pela técnica de Doppler
espectral e mapeamento de fluxo a cores. Foi utilizado transdutor de fusao (5 a 12
MHz) com profundidade de 2 a 3 cm. Os registros dos tracados do modo M e do
Doppler terdo velocidade de 100 mm/s. As imagens foram gravadas em fitas de
video VHS para analise posterior, sendo o resultado final proveniente da média
das obtidas de trés ciclos cardiacos diferentes. Em todo o exame foram seguidas
as normas preconizadas pela American Society of Echocardiography (Goettdiener
et al., 2004).



51

Por meio do modo M foram obtidos os tamanhos de atrio esquerdo, raiz de
aorta, espessura diastolica e sistolica das paredes anterior e posterior do VE, os
diametros diastdlico e sistdlico do ventriculo esquerdo e a velocidade de

encurtamento de parede posterior.

A funcao contratil foi analisada pela fragdo de encurtamento da area
transversal (FEAT), representada pela média das medidas obtidas nos planos
basal, médio e apical do ventriculo esquerdo, no corte transversal e paraesternal

segundo a formula:

FEAT= [(AD-AS/AD)] x 100%

AD: area diastolica e AS: area sistolica

Doppler pulsatil ao nivel da face ventricular da valva mitral forneceu a curva
de velocidade de fluxo para analise dos parametros de funcao diastélica. Foram
realizadas medidas da velocidade das ondas E e A, tempo de desaceleracdo da
onda E, taxa de desaceleragcédo da onda E, integral de velocidade das ondas E e A

e arelagao E/A.

3.4.1 Avaliagao do tamanho do infarto

Foi obtido pela ecocardiografia, por método quantitativo que utilizara
imagens bidimensionais dos planos transversais: basal, médio e apical do
ventriculo esquerdo. Em cada um destes trés planos foram medidos o perimetro
endocardico da cavidade ventricular na diastole (PC) e o comprimento do arco
correspondente ao segmento com infarto (S1). Em cada plano foram obtidas trés
medidas e a média aritmética das medidas nos trés planos foi considerada o

tamanho do infarto (Tl), expresso em percentagem, pela equacgao.
Tl (%) = SI/PC x 100

Foi considerado infarto do miocardio a ecocardiografia as imagens do
miocardio com aumento da ecogenicidade e/ou alteragdo do espessamento e

movimento sistolico do miocardio (acinesia ou discinesia). Foi considerado IM
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pequeno quando o Tl for menor que 20%, moderado entre 20 e 40% e grande

quando maior que 40%.

3.5 Histologia

3.5.1 Coloragao de Tricromo de Masson

Para deteccao do infarto, sera utilizada a coloracédo de Tricromo de Masson

que detecta colageno, como mostra a figura a seguir.

Figura 8 - Foto de Miocardio com Infarto do Grupo Sedentario corado pelo Tricromo de
Masson. Aumento original 0,8x

3.5.2 Técnica de imunohistoquimica

Os cortes transversais do musculo esquelético e do coragao fixados em
formol serdo processados rotineiramente para emblocamento em parafina.
Seccdes histolégicas de 5 um dos blocos de parafina das biopsias serdo
submetidas a reagdo de imunoperoxidase utilizando-se os seguintes anticorpos
primarios anti-humano: anti-alfa-actina de musculo liso, PPAR-a (C-20) policlonal

IgG produzido em cabra e PPAR-y (E-8) monoclonal produzido em camundongo
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(Santa Cruz Biotechnology) e anticorpo policlonal anti-TNF-a e anticorpo

policlonal anti-NF-kB p65 ambos produzido em coelhos (Abcam).

As laminas contendo os cortes serdo submetidas a recuperacdo de
antigenos por calor (banho-maria) e tampé&o citrato, recobertas com peréxido de
hidrogénio a 3% em PBS para bloqueio da peroxidase enddgena. A seguir serao
incubadas com bloqueador de proteina livre de soro (serum-free protein block,
Carpinteria, CA, EUA) com o objetivo de inibir as ligagbes nao especificas que
podem estar presentes no tecido conjuntivo e entdo incubadas com os

respectivos anticorpos primarios.

Nos espécimes que receberam o anticorpo primario especifico monoclonal,
0 anticorpo secundario sera a anti-imunoglobulina de camundongo produzido em
coelho conjugado com a biotina (Dako). Como composto de ligagédo para a biotina
sera usada a estreptavidina conjugada com a peroxidase (Amersham

Internacional). Nos policlonais primarios, o anticorpo secundario sera anti-cabra.

Todas as laminas submetidas as reacdes de imunoperoxidase serao
colocadas em uma solugdo cromogénica contendo 40 mg de 3,3-
diaminobenzidina (DAB - Sigma Chemical Corporation, St Louis, Mo) e 600 ul de
peroxido de hidrogénio a 6% em 100 ml de PBS, pH 7,4, por 10 minutos a 37°. C
e depois contra-coradas com Hematoxilina de Harris. Como controle negativo,
omitiremos o anticorpo primario nas mesmas secg¢des dos casos estudados, para

detectar possiveis ligagdes néo especificas.

A quantificagdo da positividade sera realizada no sistema de analise de
imagem Quantimet 500 Leica, através da detecgdo da cor marrom que reflete

positividade, sendo o resultado expresso em fracdo de area positiva.

3.5.3 Técnica de TUNEL para detecg¢ao de apoptose

Para detecgdo das células apoptoticas, um ensaio de TUNEL (terminal
dUTP nick-end labeling, técnica que marca nucleos com degragdo de DNA)
fluorescente foi realizado em laminas de tecido miocardico fixado em formalina,

embebido em parafina, de 5 um de espessura. De forma breve, as secgdes foram
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lavadas em xilol e rehidratadas. As sec¢des foram pré-tratadas com proteinase K
em diluicdo de 20 ug mL™" em 10 mM Tris/HCL, pH 7,5 por 15 min a 32-35 °C.
As secgbes foram enxaguadas em tampao salino fosfato 0,1 M (PBS), pH 7,3, e
incubadas em uma atmosfera umida a 37 °C por 60 min na mistura de reacao de
TUNEL acoplada com fluoresceina (Boehringer, Mannheim, Germany). Para
controle negativo, o componente terminal transferase foi omitido da mistura de
reacdo de TUNEL. As secgdes coradas pelo TUNEL foram analisadas sob
microscopio de o6tica fluorescente por investigador independente (RI). O numero
de células TUNEL-positivas foram contadas em todos os campos microscopicos
em 200X de cada caso. Trés sub-regides do coragcdo foram estudadas: zona de

infarto, zona peri-infarto, e zona sem infarto.

3.6 Analise estatistica

Os resultados foram analisados através do software Graph Pad Prism
(Graph Pad Software Inc., San Diego, USA) versao 4.0. Para analise das
diferencas entre os grupos sedentario-sham, exercicio-sham, sedentario-infarto e
exercicio-infarto, foi utilizado o one-way ANOVA seguido por teste de
comparagdes multiplas. Para comparacdo de regides equivalentes entre os
grupos infartados, foi utilizado o teste T de Student ndo paramétrico. Para
avaliacdo de correlagdo entre as variaveis estudadas, foi utilizado o teste de

correlagao de Spearman. O nivel de significancia estabelecido foi de P < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Resultados Ecocardiograficos

4.1.1 Tamanho do infarto, dimensao e funcao do ventriculo esquerdo

Como mostra a tabela 1,

o tamanho de

infarto estimado pela

ecocardiografia foi de 35% do perimetro interno de VE no grupo sedentario-infarto

e 42% no grupo exercicio-infarto, sem diferenca estatistica entre os grupos

(P=0.28). Nao houve diferenga estatistica entre o diametro sistdlico final de VE

(DSFVE) e o diametro diastélico final de VE (DDFVE) entre os grupos com infarto

do miocardio (P>0,05). Entretanto, a fracdo de encurtamento do grupo sedentario-

infarto foi menor do que a do grupo exercicio-infarto (24,1% + 11,2% vs 35,8% *

7,8%; P<0,01), como mostra a figura 9. Esse fato indica uma fungdo contratil

diminuida de VE no grupo sedentario-infarto.

Tabela 1 - Dados Ecocardiograficos
Infarto do Miocardio Cirurgia Controle
Grupo P P
Sedentario (12) Exercitado (12) Sedentario (10) Exercitado (10)
Tamanho do
Infarto (%) 3491 +17,47 38,93+13,77 NS
DSFVE 0,67 +0,18 0,77 £ 0,09 NS 0,47 + 0,06 0,50 + 0,04 NS
DDFVE 0,90 + 0,14 0,94 + 0,08 NS 0,76 +0,09 0,78 + 0,04 NS
Fragdgode = .4 13,1116 35804780 <001 67.95+190 6914+326 NS
Encurtamento (%)
Onda E/A 4,47 +1,33 5,50 £1,02 NS 2,62 + 0,91 2,85 1,36 NS
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Figura 9 - Medida da funcdo ventricular esquerda.
Fragéo de encurtamento (%) nos grupos sedentario infarto (FE-SI), exercicio-infarto
(FE-EI), sedentario-sham (FE-SS), exercicio-sham (FE-ES). Medidas obtidas apdés o
procedimento cirargico.a<b,P <0,01.a<c,d;P<0,001.b<c,d;P<0,01.a<b,P
<0,01.a<c,d;P<0,001.b<c,d; P<0,001

4.2 Quantificagdo das Reagoes de Imunohistoquimica

4.2.1 Area de Infarto

A area de infarto, determinada pela coloragéo de Tricromo de Masson, do
grupo sedentario-infarto e do grupo exercicio-infarto foi de 7,12 mm? e 7,26 mm?,

respectivamente, sem diferenga estatistica entre os grupos. (P=0,90)
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4.2.2 Densidade arteriolar

No grupo sedentario-infarto, a porcentagem de area positiva para
antigenos de a-actina de musculo liso, que reflete a densidade arteriolar, foi de
5,67 + 1,60 no infarto; 0,41 + 0,42 no peri-infarto; e 0,41 + 0,41 no miocardio sem
infarto. No grupo exercicio-infarto obtivemos 5,57 + 1,34 no infarto; 0,77 + 0,60 no
peri-infarto; e 0,74 + 0,68 no miocardio sem infarto. No miocardio dos grupos
controles sedentario e exercitado obtivemos 0,02 + 0,02 e 0,02 + 0,02,

respectivamente como mostra a tabela 2.

Nos grupos com infarto, houve maior densidade arteriolar na regido de
infarto em relagéo a regido peri-infarto e de miocardio nao infartado (ambos, P <
0,01).

Tabela 2 - Porcentagem de area positiva para antigenos de a-actina de musculo liso
nas regides de infarto do miocardio (1), peri-infarto (P), e de miocardio sem
infarto (M)

Densidade Arteriolar

Grupo Infarto do Miocardio o Controle o
Regiao Sedentario (12)  Exercitado (12) Sedentario (10) Exercitado (10)

| 5,67 £ 1,60 5,57+ 1,34 NS

P 0,41 +£0,42 0,77 £ 0,60 NS

M 0,41 £ 0,41 0,74 £ 0,68 NS 0,02 + 0,02 0,02 £ 0,03 NS




58

4.2.3 TNF-a

No grupo sedentario-infarto, a porcentagem de area positiva para
antigenos de TNF-a foi de 1,72 + 0,53 em |; 0,12 + 0,10 em P; e 0,05 + 0,05 em
M, como mostra a tabela 3. No grupo exercicio-infarto, obtivemos: 0,62 + 0,37 em
I; 0,06 + 0,07 em P; e 0,01 £ 0,01 em M. No miocardio dos grupos-controle os
valores foram de 0,02 + 0,02 para o grupo sedentario e 0,02 + 0,03 para o grupo

exercitado. A figura 10 mostra regidao de IM com positividade para TNF- a.

Nos grupos de infarto, houve maior porcentagem de TNF-a em | em
relacdo a P e M (ambos, P<0,01). O grupo sedentario-infarto apresentou maior
porcentagem de TNF-a em | em relagdo ao grupo exercitado-infarto (1,72 + 0,24
vs 0,62 + 0,18, P=0,01), como mostra a figura 11. Nao houve diferenca estatistica

entre as demais regides estudadas.

Tabela 3 - Porcentagem de area positiva para antigenos de TNF-a nas regides:
infarto do miocardio (1), peri-infarto, € miocardio sem infarto (M)

TNF-a

Grupo Infarto do Miocardio* Controle

Regiao Sedentario (5) Exercitado (5) Sedentario (6) Exercitado (6)

I 1,72+ 0,53 0,62+0,37 <0,001
P 0,12+0,10 0,06 + 0,07 NS

M 0,05+ 0,05 0,01 £ 0,01 NS 0,02 £ 0,02 0,02+0,03 NS

* Nos grupos com infarto, houve maior porcentagem de TNF-a na regiao de infarto em relagao as
regides peri-infarto e miocardio sem infarto, ambos P<0,01.
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Figura10 - Foto de regido de infarto agudo do miocardio com a reacao de
imunohistoquimica para detecgdo de TNF-a em marrom. Aumento original
40x

P=0,01
2.5+
2.0
1.5
1.0 —
0.5
0o . —

Si El

Figura11 - Comparagao de porcentagem de area positiva para antigenos de TNF-a na
regido de infarto entre os grupos sedentario-infarto (Sl) e exercicio-infarto
(ED
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4.2.4 NF-kB

No grupo sedentario-infarto, a porcentagem de &rea positiva para
antigenos nucleares de NF-kB foi de 0,80 + 0,94 em |; 0,18 £ 0,16 em P; e 0,05 +
0,06 em M, como mostra a tabela 4. No grupo exercicio-infarto, a porcentagem de
area positiva para NF-kB foi de 0,35 + 0,26 em |, 0,12 + 0,09 em P; e 0,06 + 0,05

em M. A figura 12 mostra regido de IM com positividade para NF-kB.

No miocardio dos grupos controle obtivemos 0,15 + 0,08 no grupo

sedentario e 0,08 + 0,06 no grupo exercitado.

No grupo sedentario infarto, houve maior porcentagem de NF-kB em | em
relacédo as regides P e M (ambos, P < 0,01). Essa diferenga entre as regides nao
foi encontrada o grupo exercicio-infarto. Na regido de infarto, houve maior
porcentagem de NF-kB no grupo sedentario em relagao ao grupo exercitado (0,80
+ 0,94 vs 0,35 + 0,26; P < 0,05), como mostra a figura 13. Nao houve diferenca

entre as demais regides estudadas.

Figura12 - Foto de regido de infarto agudo do miocardio com a reagéo de
imunohistoquimica para detecgdo de NF-kB em marrom. Aumento original
40x
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Tabela 4 - Porcentagem de area positiva para antigenos de NF-kB nas regibes:
infarto do miocardio (1), peri-infarto, € miocardio sem infarto (M)

NF-kB

Grupo Infarto do Miocardio Controle

Regido Sedentario* (9) Exercitado (9) Sedentario (6) Exercitado (6)

I 0,80 + 0,94 0,35+0,26 <0,05
P 0,18 +0,16 0,12+0,09 NS

M 0,05 + 0,06 0,060,056 NS 0,15+0,08 0,08 + 0,06 NS

* No grupo sedentério-infarto, houve maior porcentagem de NF-kB na regido de infarto em
relagéo as regides peri-infarto e miocardio sem infarto, P<0,01.

1.25- ’7 P <0,05

1.00+

0.75+

0.50+

0.254

0.00-

NF-kB SI-I NF-kB EI-I

Figura 13 - Porcentagem de area positiva para antigenos nucleares de NF-kB no infarto
nos grupos sedentario-infarto (Sl) e exercicio-infarto (El)
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4.2.5 PPAR-a

No grupo sedentario-infarto, a porcentagem de area positiva para
antigenos de PPAR-a foi de 2,17 + 1,16 em |; 0,92 + 0,46 em P; € 0,15 + 0,24 em
M, como mostra a tabela 5. No grupo exercicio-infarto, a porcentagem de area
positiva para antigenos de PPAR-a foi de 2,35 £+ 2,37 em |; 1,42 + 1,62 em P; e
0,15 £ 0,12 em M. No grupo controle obtivemos 0,11 = 0,09 no grupo sedentario e
0,05 + 0,03 no grupo exercicio. A figura 14 mostra regido de IM com positividade
para PPAR-a.

No grupo sedentario-infarto, houve maior porcentagem de PPAR-a em | em
relacdo as regides P e M (ambos, P < 0,01). No grupo exercicio-infarto, houve
maior porcentagem de PPAR-a em | em relagdo a M (P < 0,05).

Comparando as regides |, P, e M entre os grupos com infarto, ndo houve

diferenca entre os grupos.

g P, it I‘{' ‘
I Lt ” e N
- T ‘.}f.'-‘d .4-"(‘.', A

Figura14 - Foto de regido de infarto agudo do miocardio com a reagdo de
immunohistoquimica para deteccdo de PPAR-a em marrom. Aumento

original 40x
Tabela 5 - Porcentagem de area positiva para antigenos de PPAR-a no infarto (l),
peri-infarto (P), e miocardio sem infarto (M)
PPAR-a
Grupo Infarto do Miocardio* p Controle
Regido Sedentario (9) Exercitado (14) Sedentario (9) Exercitado (15)
| 217 £1,16 2,35+2,37 NS
P 0,92 £ 0,46 1,42 £ 1,52 NS
M 0,15+ 0,27 0,15+0,12 NS 0,11 £ 0,09 0,05+0,03 NS

*No grupo sedentario-infarto, houve maior porcentagem de PPAR-a em | em relagdo a P e M, P <0,01.
No grupo exercicio-infarto, houve maior porcentagem de PPAR-a em | em relagdo a M, P < 0,05.
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4.2.6 PPAR-y

No grupo sedentario-infarto, a porcentagem de area positiva para
antigenos de PPAR-y foi de 0,85 + 0,74 em |; 0,48 + 0,31 em P; € 0,08 + 0,07 em
M, como mostra a tabela 06. No grupo exercicio-infarto, os valores obtidos foram:
1,39 £ 1,83 em [; 1,37 £ 1,83 em P; e 0,16 + 0,18 em M. Nos grupos-controle
obtivemos 0,01 + 0.00 no grupo sedentario e 0,03 + 0,02 no grupo exercitado. No
grupo sedentario-infarto, houve maior porcentagem de PPAR-y em | em relacdo a
M (P < 0,01). No grupo exercicio-infarto ndo houve diferenca entre as regides
estudadas (P = 0,61). A figura 15 mostra regido de IM com positividade para
PPAR-y.

Figura15- Foto de Regido de Infarto do Miocardio com deteccao de PPAR-y em
marrom. Aumento original 10x

Tabela 6 - Porcentagem de area positiva para antigenos de PPAR-y no infarto (), no
peri-infarto (P), e no miocardio sem infarto (M)

PPAR-y
Grupo Infarto do Miocardio 5 Controle o
Regiao Sedentario* (9) Exercitado (14) Sedentario (9) Exercitado (15)

I 0,85+ 0,74 1,39+£1,83 NS
P 0,48 + 0,31 1,37£1,83 NS

M 0,08 + 0,07 0,16+0,18 NS| 0,01+0,00 0,03 + 0,02 NS

*No grupo sedentario-infarto, houve maior porcentagem de PPAR-y em | em relagédo a M, P < 0,01.
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4.2.7 Apoptose

O numero de células apoptoticas por campo nos grupos sedentari-infarto e
exercicio infarto foi, respectivamente, 3,97 +0,61e 1,90+ 1,82 em |; 3,67 £ 0,73 e
1,57 + 1,07 em P; e 1,41 £ 0,57 e 1,13 + 0,64 em M. Nos grupos-controle,
obtivemos 0,73 = 0,61 no grupo sedentario e 0,34 + 0,19 no grupo exercitado,
como mostra a tabela 7. No grupo sedentario-infarto, obtivemos menor numero de
células em apoptose por campo em M em relagdo a |l e P (P < 0,001). No grupo
exercicio-infarto, o numero de células em apoptose por campo nao diferiu entre as
regides estudadas. Analisando os animais infartados, houve o numero de células
em apoptose por campo foi maior no grupo sedentario em relagdo ao grupo
exercitado em | (3,97 + 0,61 vs 1,90 + 1,82; P < 0,05), em P (3,67 £ 0,73 vs 1,57 +

1,07; P <0,01), como mostra a figura 16.

Tabela 7 Numero de células em apoptose por campo no infarto (1), peri-infarto (P) e
miocardio sem infarto (M)

Apoptose
Grupo Infarto do Miocardio o Controle o
Regiao Sedentario (5) Exercitado (5) Sedentario (6) Exercitado (7)

I 3,97 + 0,61 1,90+ 1,82 <0,05
P 3,67 +0,73 1,57 £1,07 <0,01

M 1,41 +£0,57 1,13+ 0,64 NS 0,73+0,61 0,34 £ 0,20 NS

*No grupo sedentario-infarto, houve maior taxa de apoptose nas regides | e P em relagdoa M, P <
0,01. Essa diferenca entre as regides nao ocorreu no grupo exercicio-infarto.
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Numero de células em apoptose por campo nos grupos sedentario-infarto
(Sl) e exercicio-infarto (El) nas regides de infarto e peri-infarto
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4.2.8 Correlagoes
No grupo sedentario-infarto foram encontradas as seguintes correlagoes:

Correlagdo negativa entre quantidade de PPAR-a na regido sem infarto e
quantidade de PPAR-y na regido peri-infarto. (R: - 0,69; P=0,03).

Correlagao negativa entre quantidade de NF-kB na regidao de infarto e peri-
infarto e quantidade de PPAR-a na regido sem infarto. (R: - 0,80 e R:- 0,78;
respectivamente, ambos com P < 0,01).

Correlagdo negativa entre quantidade NF-kB na regido de infarto de quantidade
de PPAR-y na regido sem infarto (R: - 0,73; P=0,02)

Correlacao positiva entre quantidade de PPAR-y e NF-kB na regido peri-infarto
(R: 0,72; P=0,03).

Correlagao positiva entre quantidade de PPAR-y e densidade arteriolar na
regidao sem infarto. (R: 0,68; P=0,04).

No grupo exercicio-infarto foram encontradas as seguintes correlagdes:

Correlagdo negativa entre densidade arteriolar e quantidade de PPAR-y na
regido peri-infarto (R: - 0,76; P=0,02).
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5 DISCUSSAO

Uma das principais causas de morbidade e mortalidade no mundo é o
infarto agudo do miocardio. Apesar de grandes avangos no tratamento das
sindromes coronarianas agudas nas ultimas décadas, o IM continua responsavel
pela morte de milhares de pessoas. Portanto, estratégias que resultem em um
fendtipo cardioprotetor sdo importantes. Estudos demonstram consistentemente
que a pratica de exercicios regulares fornece cardioprotecdo (Balady, 2002;
Ignarro et al., 2007; Powers et al., 2008) e acredita-se que o exercicio induza a

um fendétipo cardioprotetor (Kavazis et al., 2009).

Sabe-se que individuos fisicamente ativos tém menor risco de desenvolver
doencgas relacionadas com a idade e, em geral, ttém maior longevidade (Blair et
al., 2001). Estudos epidemioldgicos mostram que o exercicio fisico € um meio
efetivo de prevenir varias doengas cronicas, como doencgas cardiacas e diabetes
tipo 2 (Colbert et al., 2004; Stewart, 2004). Além disso, alguns estudos mostram
que individuos fisicamente ativos sdo menos susceptiveis do que individuos
sedentarios a infec¢des virais e bacterianas, sugerindo que o exercicio pode
melhorar a fungdo imunolégica em geral (DiPenta et al., 2004, Kohut e Senchina,
2004).

A determinacao dos mecanismos através dos quais o exercicio propicia essa
ampla gama de beneficios para a saude permanece um desafio. Existem
evidéncias que suportam uma variedade de mecanismos, incluindo um aumento
da funcdo imune inata (Kohut e Senshima, 2004), um decréscimo da inflamagéao
cronica (Bruunsgaard, 2005), e um aumento da resisténcia ao estresse (Fleshner,
2005).

Nesta tese, analisou-se como o exercicio afetaria a progressdo do M,
baseando-se, para tal, no estudo de marcadores inflamatérios, reguladores do

metabolismo e da inflamacéao, apoptose e vascularizagao.
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5.1 Risco cardiovascular — mortalidade relacionada com o IM

Neste trabalho, observou-se que a ocorréncia de IM em ratos previamente
treinados foi associada a menor mortalidade pds-operatéria em comparagao com
0s animais sedentarios. Isso demonstra um efeito cardioprotetor do exercicio e
poderia explicar a ndo diminuicdo do tamanho do infarto no grupo treinado, como
observado anteriormente por Freimann, uma vez que infartos maiores estado
associados a maior mortalidade. No trabalho de Dayan et al., 2005, encontrou-se
mortalidade relacionada com o IM cinco vezes maior no grupo sedentario em

comparagao com O grupo exercitado.

O treinamento fisico tem mostrado melhora da capacidade funcional e da
qualidade de vida em pacientes com insuficiéncia cardiaca (Belardinelli et al.,
1999; Cohen-Solal et al., 1999) e reduz a morbidade e mortalidade dessa doenga
(Coats, 2000; Piepoli et al., 2004; Pina e Daoud, 2004).

5.2 Exercicio e fungao ventricular pés-IM

A forma fisioldégica de hipertrofia cardiaca € uma resposta adaptativa a
treinamento fisico de longa duragdo, enquanto que a forma patolégica é
geralmente uma resposta mal-adaptativa a estimulos provocadores, como
hipertensdo ou estenose adrtica (DeBosch et al., 2006). A hipertrofia fisiologica
aparente no coracdo de atletas manifesta-se como hipertrofia excéntrica. Por
outro lado, a progressao para insuficiéncia cardiaca esta tipicamente associada
com fibrose aumentada e ruptura da organizagao celular normal no miocardio VE
(Nagata et al., 2006; Schultz et al., 2007). Nagata et al., 2006, mostraram que o
treinamento fisico reduz a extensdo de fibrose intersticial no VE de ratos
hipertensos, em conformidade com o conceito de que a hipertrofia fisiolégica ndo
esta associada a fibrose intersticial (Shiojima e Walsh, 2006; DeBosch et al.,
2006). A atenuacédo da concentricidade VE observada no grupo treinado, mostra
uma resposta compensatoria morfolégica para manter a fungdo cardiaca. Miyachi
et al.,, 2009, mostraram que o treinamento fisico altera a geometria ventricular
esquerda, restaura o crescimento capilar coronariano e atenua o desenvolvimento

de insuficiéncia cardiaca em ratos hipertensos.
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Em nosso estudo, apds o IM, nao houve diferenga entre DSFVE e DDFVE
entre os grupos infartados até o momento de interrupgao do estudo, isto €, quatro
semanas pos-infarto. Entretanto, a ocorréncia de IM em ratos previamente
treinados mostrou menor depressao da fungdo cardiaca quando comparada com
a depressao cardiaca encontrada no grupo sedentério-infarto demonstrada por
uma maior fragdo de encurtamento no primeiro grupo, mesmo frente a um mesmo

tamanho de infarto.

5.3 Exercicio e angiogénese

Ap06s a ocorréncia de IM, fatores de crescimento angiogénico sao induzidos
e liberados nas primeiras horas apds o inicio da isquemia miocardica, resultando
em crescimento neovascular. Posteriormente, ocorre a formacgao de uma rica rede
de capilares que amadurece de modo progressivo. A angiogénese € 0 processo
através do qual ocorre formacgao de novos vasos sanguineos, medida, em parte,
por fatores angiogénicos tipo o fator de crescimento de endotélio vascular
(VEGF).

O exercicio, por sua vez, também é um importante indutor angiogénico.
Sessbes agudas de exercicio estdo associadas a aumento da expressao de
citocinas angiogénicas (Egginton, 2009). O treinamento fisico mostrou efeitos
benéficos sobre a circulagdo coronariana, incluindo a demanda por oxigénio do
miocardico, a fungao endotelial, o tdnus autondmico, os marcadores inflamatérios
e o desenvolvimento de vasos colaterais coronarianos (Clausen e Trap-Jensen,
1976; Vona et al.,, 2004). Entretanto, os efeitos diretos do exercicio sobre a

angiogénese na doenga cardiaca isquémica permanecem pouco definidos.

Grandes estudos demonstram que a angiogénese ocorre no musculo
esquelético como resposta adaptativa ao exercicio que pode satisfazer os
requerimentos teciduais para entrega de oxigénio e os processos metabolicos
(Gustafsson e Kraus, 2001). O VEGF é um fator crucial para a angiogénese
miocardica e salvamento do miocardio apos IM (Li et al., 1996; Lopez et al., 1998;
Sato et al., 2001; Laham et al., 2003; Wu et al., 2006). Em modelos animais, o

treinamento fisico aumenta o numero de células endoteliais progenitoras (EPCs) e
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aumenta a angiogénese (Laufs et al., 2004). Em humanos, demonstrou-se que
uma unica sessao de exercicio € capaz de aumentar agudamente o numero de
EPCs e as células angiogénicas circulantes em cultura (Rehman et al., 2004).
Além disso, o treinamento fisico aumenta os niveis de VEGF no plasma, tanto em
atletas de resisténcia treinados como em individuos sedentarios (Kraus et al.,
2004). As respostas angiogénicas aumentadas ao exercicio no musculo
esquelético e no miocardio sadio foram exploradas previamente (Brown, 2003;
Brown et al., 2003).

Wu et al., 2009, demonstraram que a expressao de VEGF esta supra-
regulada de maneira tempo-dependente pelo treinamento fisico em camundongos
pos-IM. Receptores VEGF foram induzidos de forma maxima em camundongos
que sofreram IM expostos ao treinamento fisico. Em adigéo, exercicio pés-IM
resultou em decréscimo do tamanho do infarto e significativo aumento da
densidade capilar nos camundongos com IM. Finalmente, o pré-condicionamento
com exercicio antes do IM promoveu a expressao de VEGF em todos os estagios,
em ambos os niveis de mRNA e proteina. Esse estudo confirmou estudos
anteriores e sugere que programas de exercicio, antes e depois de eventos
isquémicos, podem ter efeitos benéficos, como ja se nota na pratica clinica. Isso
pode estar relacionado com a expressdo de citocinas angiogénicas e seus
receptores. McElroy et al.,, 1978, também propuseram que o aumento da
vascularidade miocardica através do exercicio seria a base para a restricdo da

injuria miocardica pés-IM.

O balango entre o crescimento cardiaco e a angiogénese coronaria € um
determinante-chave da funcéo cardiaca, com disturbios nesse equilibrio estando
associados a transicao de hipertrofia adaptativa para insuficiéncia cardiaca
(Shiojima et al., 2005). A hipertrofia cardiaca fisiolégica esta associada a um
numero normal ou aumentado de capilares, ao passo que a hipertrofia patologica
estd associada a reducéo na densidade capilar (Hudlicka et al., 1992). De fato, a
densidade capilar miocardica esta reduzida em pacientes com disturbios
cardiacos, como, por exemplo, estenose aodrtica, cardiomiopatia dilatada, ou

cardiomiopatia isquémica (Rakusan et al., 1992; Karch et al., 2005).
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Nagata et. al, 2006, mostraram que o exercicio reduziu a extensao da
fibrose intersticial e da densidade capilar, bem como atenuou a concentricidade
VE nos ratos hipertensos. Em adi¢&o, o treinamento induziu posterior aumento da
razao entre o numero de capilares coronarianos e o de cardiomidcitos. Esses
dados sao coerentes com estudos anteriores que mostraram que a densidade
capilar € aumentada na hipertrofia VE induzida por exercicio (Crisman et al.,
1985; Ziada et al., 2005).

Em nosso estudo, ndo houve diferenca em relagao a densidade capilar entre
0s grupos com infarto. Porém, no grupo com treinamento fisico prévio ao infarto,
houve maior densidade capilar na regido de infarto em relagcao a regiao periinfarto
e regido sem infarto, demonstrando um efeito aditivo sobre a angiogénese

desencadeada apés o IM.

5.4 Efeito do exercicio sobre os PPARs

Como mencionado anteriormente, o coragcdo adulto sadio utiliza dois
substratos energéticos principais, os acidos graxos e a glicose, para gerar ATP
para o trabalho cardiaco (Stanley e Chandler, 2002; Taegtmeyer, 1994). As
principais fungcbes de trabalho do midcito cardiaco sdo a contracdo (funcao de
bomba), a captacdo de Ca2+ para dentro do reticulo sarcoplasmatico e a
manutengdo dos gradientes ibnicos no sarcolema (Huss e Kelly, 2004). Sob
condigdes fisioldgicas, quase todo o ATP é gerado a partir da oxidagéo
mitocondrial de acidos graxos e glicose; 2% ou menos séo derivados a partir da
glicdlise anaerdbia. A oxidagao de acidos graxos fornece de 60% a 90% do ATP
miocardico no coragdo adulto sadio de mamiferos, enquanto que o balango (de
10% a 40%) é proveniente de glicose e lactato (Bing et al., 1954; Shipp et al.,
1961; Wisnecki et al., 1987).

Embora a oxidagdo de acidos graxos sirva primeiramente como uma via
primaria geradora de ATP para o miocardio, o coragao tem uma capacidade de
estoque de lipidios limitada. Assim, as vias de captacdo e oxidacdo celular de
acidos graxos devem estar intimamente acopladas. O metabolismo cardiaco

muda em relacdo ao substrato utilizado como resposta a diversas condi¢cdes
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fisioldgicas ou dietéticas e como um componente de processos fisiopatoldgicos,
0s quais sao acompanhados por hipertrofia cardiaca, insuficiéncia cardiaca e

isquemia miocardica.

As células musculares cardiacas e esqueléticas cujo metabolismo € alto,
flutuante, e adaptativo as necessidades do corpo, exibem vias sofisticadas para
sintese, transferéncia e utilizacdo da energia de acordo com a necessidade do
corpo (Ventura-Clapier, 1998; Hood et al., 2006; Hood et al., 2006). O treinamento
fisico melhora a fungdo endotelial e a perfusdo coronariana, diminui a resisténcia
periférica e induz o remodelamento das células musculares cardiacas e
esqueléticas, levando a maior captagao de oxigénio, oxidagao de substratos e
resisténcia a fadiga (Booth e Thomason, 1991; Hambrecht et al., 1998; Pette e
Staron, 2000; Gielen et al., 2001).

A adaptacao ao treinamento aerdbico de resisténcia envolve aspectos
energéticos da fungdo muscular. O musculo cardiaco deve manter a circulagéao
sanguinea tanto em situagées de repouso como em situagdes de alta demanda
periférica, como aquelas desencadeadas por exercicio fisico. Um atleta treinado é
capaz de aumentar rapidamente o debito cardiaco em cerca de seis vezes do
repouso até altos niveis de atividade (Pina et al., 2003). O trabalho realizado pelo
coragao e, dessa forma, o fornecimento de energia devem ser permanentes,

adaptaveis, rapidamente regulados e altamente eficientes.

Uma questao importante do metabolismo energético refere-se a regulagao
transcricional e as vias de sinalizagdo envolvidas na manutencdo da homeostase
energética e na biogénese mitocondrial (Kelly e Scarpulla, 2004). A biogénese
mitocondrial depende da fungdo coordenada de genomas nucleares. O fator de
transcricdo mitocondrial (mtTFA) é codificado pelo genoma nuclear e ativa a
transcricdo e replicagdo de DNA mitocondrial. A expressdo € controlada por
fatores nucleares de respiracdo (NRFs) que, adicionalmente, estimulam a
expressao de varias proteinas mitocondriais codificadas no nucleo. A expressao e
a atividade transcricional das NRFs estdo sob o controle do co-ativador PGC-1-a
(co-ativador transcricional do PPAR-y) (Puigserver e Spiegelman, 2003; Kelly e
Scarpulla, 2004). O PGC-1-a coordena a expressao protéica mitocondrial com a

utilizagcado de substrato através da co-ativacdo de PPAR-a, que regula a oxidagao
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de acidos graxos, e dos NRFs, que ativam a transcricao de proteinas codificadas

no nucleo e na mitocébndria.

Em modelos animais, alguns estudos mostram que o exercicio aerobico de
resisténcia aumenta a glicolise e o metabolismo oxidativo (Coleman et al., 1988;
Stuewe et al., 2000), enquanto outros demonstram que as respostas adaptativas
resultam de aumento da massa muscular ao invés da expressao génica
mitocondrial (Kayar et al., 1986; Murakami et al., 1995). Os dados em relacdo a
capacidade mitocondrial cardiaca sdo controversos. Foram reportados tanto o
aumento como nenhuma alteragdo na capacidade de utilizagdo de acidos graxos
com o treinamento (Terblanche et al., 2001; lemitsu et al., 2003). Sugere-se entao
que a hipertrofia induzida pelo exercicio resulta, na maioria das vezes, em

producao de energia normal a partir do metabolismo de acidos graxos.

Estudos mostram que a presenca de hipdxia no miocardio induz a redugao
da expressao e funcdo de PPAR-a e y (Narravula e Colgan, 2001; Yun et al.,
2002).

Neste trabalho, ndo houve diferengca em relagcao a expressdo de PPAR-a
nos grupos com infarto. Em relagdo a expressdo de PPAR-y nas regides de
infarto, periinfarto e miocardio sem infarto, a ocorréncia de infarto em animais
previamente treinados ao infarto esteve associada com maior quantidade de
PPAR-y na regido periinfarto do que os animais previamente sedentarios; porém,

este dado nao atingiu significancia estatistica (P=0,09).

Entretanto, no grupo Sl houve correlagdo negativa entre quantidade de
PPAR-a na regido sem infarto e quantidade de PPAR-y na regido peri-infarto,
mostrando uma inter-relacdo entre aumento da inflamagdo e diminuicdo do
metabolismo energético de acidos graxos neste grupo. Refor¢a essa tendéncia a
correlagao negativa entre quantidade de NF-kB na regido de infarto e peri-infarto
e quantidade de PPAR-a na regido sem infarto. Por outro lado, essas mesmas

correlagdées ndo ocorreram no grupo El.
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5.5 Modulacao da resposta inflamatéria pelo exercicio

A resposta inflamatodria e a elaboragao de citocinas estao particularmente
ativas apos o IM e influenciam diretamente o remodelamento cardiaco e eventuais
desfechos clinicos. Como mencionado anteriormente, citocinas pro-inflamatdrias,
como o TNF-a, ndo sao expressas constitutivamente no coracdo sadio. A
liberacdo de TNF-a ocorre precocemente no miocardio infartado e pode estimular
a expressao de outros mediadores inflamatérios por leucdcitos e células
endoteliais. Maekawa et al., 2002, demonstraram que camundongos TNF-o—
deficientes submetidos a protocolos de IM tinham menor expressdo de
quimiocinas e moléculas de adesdo, mostrando a relevancia do TNF-a na
mediacao da resposta inflamatéria pos-IM. Sabe-se, contudo, que o papel do
TNF-a no IM é muito mais complexo do que o de simples desencadeante de uma
cascata de citocinas. Sugano et al., 2000, mostrou que o tratamento com um DNA
plasmidial da expressao de sTNFR1 reduziu a atividade biolégica do TNF-a no
miocardio e, assim, inibiu a apoptose de cardiomidcitos. Estudos que destacam os
efeitos pleiotropicos das citocinas nos processos bioldégicos podem explicar os
efeitos imprevisiveis de estratégias terapéuticas direcionadas as citocinas na
pratica clinica. O TNF-a regula a deposi¢ao de tecido fibroso (Peng et al., 2002) e

o remodelamento ventricular pés-IM em modelos animais (Gurantz et al., 2005).

A cascata inflamatéria € baseada em uma rede complexa de passos
moleculares com efeitos pleiotropicos, ditados por variaveis criticas celulares,
espaciais e temporais. Além disso, o tempo e a localizagédo da intervencao é tao
importante quanto a escolha do alvo terapéutico. A cicatrizacdo efetiva depende
de uma resposta celular bem orquestrada no tempo e espacgo, com inducéo e
supressao precisa de mediadores especificos. Assim, intervengdes direcionadas
para mediadores inflamatérios devem levar em conta parametros topograficos e
temporais. Uma intervencdo que pode ter efeitos favoraveis, se aplicada
localmente no centro do infarto, resulta em alteracbes deletérias na zona
periinfarto ou no miocardio sem infarto e em remodelamento. Por exemplo, uma
estratégia que diminua a deposicdo de colageno no coragao infartado pode
atenuar a fibrose intersticial nas areas nao infartadas, mas também pode acentuar
o remodelamento ventricular por suprimir a deposigdo de colageno no centro do

infarto, levando a menor forgca de tensdo e dilatagdo ventricular subsequente.
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Nesse sentido, nosso estudo mostra que o exercicio consegue modular a
resposta inflamatéria de forma a nao prejudicar a cicatrizacdo e a fungao
ventricular, como se viu pela atenuacdo da expressao de TNF-a e NF-kB na
regido de infarto associada a maior forga de contragdo encontrada no grupo de

animais previamente treinados.

Em nosso estudo, no grupo de animais infartados, houve maior expressao
de TNF-a na regido de infarto em comparacgao as regides periinfarto e sem infarto.
Além disso, a zona de infarto dos animais previamente sedentarios exibiu ao IM
maior quantidade de TNF-a em comparagdo com o grupo previamente treinado,

mostrando um efeito imunomodulador do exercicio.

As investigacbes em modelos animais e estudos in vitro estédo
continuamente aumentando nosso entendimento da base fisiopatolégica da
cicatrizacdo do infarto. O reparo 6timo requer mecanismos que suprimam a
sintese de mediadores inflamatérios dentro da area infartada, prevenindo a
extensdo da formacédo de tecido de granulagdo na regido de miocardio viavel.
Entretanto, a resolugdo em tempo 6timo da inflamacao e a contencao do infiltrado
na area infartada sio cruciais para a formagdao de uma cicatriz efetiva. As
intervengdes que suplementam esses mecanismos protetores inerentes devem

resultar em atenuacgao significativa do remodelamento VE.

5.6 Modulagao da expressao do receptor NF-kB pelo exercicio

O NF-kB tem papel chave na regulagdo das citocinas no miocardio
isquémico (Lenardo e Baltimore, 1989), bem como sobre os genes envolvidos
com a adesao e crescimento celular (Stancovski e Baltimore, 1997). Como se
mencionou anteriormente, nas células em repouso, os dimeros de NF-kB residem
no citoplasma sob a forma inativa, ligados a subunidade IkB. Sob estimulo, o IkB
€ fosforilado, ubiquitinilado e degradado por clivagem proteolitica pelo sistema de
proteosomos. Tal processo resulta em ativacao do NF-kB que se transloca para o
nucleo e se liga a regides promotoras ou amplificadoras dos genes-alvo, iniciando

a transcricdo dos mesmos.
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Em nosso estudo, a quantidade de NF-kB na regido de infarto foi maior no
grupo sedentario-infarto em relacdo a mesma regido do grupo exercicio-infarto,
sugerindo uma melhor imunomodulagdo no ultimo grupo. Além disso, no grupo
sedentario-infarto, houve maior porcentagem de NF-kB na regido com infarto em
relacéo as regides periinfarto e miocardio sem infarto. No grupo exercicio-infarto,

essa diferenga entre as regides nao foi encontrada.

5.7 Modulagao da apoptose através do exercicio

Como se observou anteriormente, a apoptose de cardiomiécitos foi
detectada nas diferentes fases do IM, tanto em modelos animais como em
humanos, e parece ter papel importante no processo de remodelamento
ventricular. Por outro lado, ja se demonstrou que o exercicio modula a apoptose
em diferentes tipos musculares, inclusive nos musculos cardiacos (Siu et al.,
2004). Nao esta claro, entretanto, se o exercicio é capaz de atenuar o aumento da
apoptose que ocorre apds o IM. Em nosso estudo, o treinamento prévio ao infarto

atenuou a taxa de apoptose nas regides de infarto e periinfarto do miocardio.

5.8 Interrelagées entre os fatores estudados - PPARs, TNF, NFkB e

vascularizagao - e a influéncia do exercicio prévio ao IM

O remodelamento ventricular pés-IM é um processo complexo que ocorre
apos infartos grandes (Pfeffer e Braunwald, 1990) e nao esta limitado apenas as
areas de infarto (McKay et al., 1986; Abernethy et al., 1991). No remodelamento
ventricular, observa-se uma integracdo entre sinais mecanicos e quimicos em
respostas coordenadas que envolvem o endotélio, os vasos sanguineos, as
células inflamatérias e as células musculares. O entendimento de quais
mecanismos sincronizam esses sistemas para regular o tébnus vascular, a
homeostase e as respostas adaptativas do corpo permanece um desafio; também
continua sendo um desafio o entendimento de como os fatores de risco
cardiovascular alteram esse balanco e perpetuam um estado cronico de

inflamacao.



77

Sabe-se que o exercicio atua sobre todos os componentes citados,
possivelmente ajudando na integragao e melhor modulacao das diferentes vias de
sinalizagao relacionadas com mecanismos de adaptagao e de desadaptacdo do
organismo. A insuficiéncia cardiaca que se segue ao IM é um reflexo da ma
adaptacao do miocardio apds o infarto quando ha grande liberagéo de citocinas
que alteram as vias de sinalizagdo responsaveis pela cicatrizagéo celular. Tal
processo envolve recrutamento de mais células inflamatodrias, fatores de
angiogénese, deposicdo de colageno, hipertrofia dos cardiomidcitos
sobreviventes, apoptose celular e alteracdes no metabolismo celular. O TNF-alfa,
uma das principais citocinas liberadas no pos-IM, pode promover a apoptose junto
aos receptores de morte e ativar a quinase indutora de NF-kB, levando a ativacao
do NF-kB. O NF-kB ativado, por sua vez, inicia a regulagéo da transcrigdo génica
de citocinas, de fatores de crescimento e apoptose. Os PPARs, reguladores do
metabolismo e da inflamacgao, podem, por sua vez, atuar sobre TNF-alfa, NF-kB,
metaloproteinases, e oxidagao de acidos graxos. Dessa forma, como ja se exp6s
anteriormente, a influéncia benéfica do exercicio prévio ao IM pode estar ligada

ao efeito modulador sobre as moléculas-chave das vias sinalizadoras.

No presente trabalho, verificamos ainda uma melhor interagcdo entre as
diferentes moléculas estudadas. Verificamos que o exercicio interfere na relacéo
entre dois importantes moduladores da inflamacédo, os PPARs e o NF-kB. No
grupo sedentario-infarto, foi encontrada correlagéo negativa entre a quantidade de
NF-kB na regido de infarto e de periinfarto e a quantidade de PPAR-a no
miocardio sem infarto. Isso sugere que a intensa resposta inflamatdria que ocorre
apos o IM, sobretudo nas regides de infarto e periinfarto, interfere negativamente
sobre moduladores do metabolismo de acidos graxos na regido nao infartada,
mais especificamente, o PPAR-alfa. Nos animais exercitados, ndo se observou
essa correlagdo negativa, o que sugere que o exercicio inibe a produgdo de
fatores que interferem negativamente sobre os moduladores do metabolismo de
acidos graxos. Isso pode ser um dos mecanismos que explica a razdo pela qual o
grupo exercicio-infarto manteve melhor fungdo contratii em relagdo ao grupo

sedentario-infarto, mesmo tendo um infarto de igual tamanho.

Como mencionado anteriormente, no grupo sedentario-infarto, houve uma

correlagcdo negativa entre a quantidade do modulador inflamatério PPAR-gama e
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o modulador do metabolismo cardiaco PPAR-alfa na regidao sem infarto.
Novamente, essa correlagcdo nao existiu no grupo exercicio-infarto e também
pode sugerir um mecanismo de cardioprote¢do. Provavelmente, o aumento da
resposta inflamatéria evidenciada por altos niveis de PPAR-gama na regido
periinfarto afete negativamente a oxidagdo de acidos graxos no coragdo. Por
outro lado, no animal previamente exercitado, isso n&o ocorreu e esteve

associado a melhor funcao contratil cardiaca.

Outra correlagdo negativa observada no grupo sedentario-infarto foi a
quantidade de NF-kB no infarto e a quantidade de PPAR-gama na regidao sem
infarto. Tal fato sugere que a inflamagdo em uma regidao do miocardio pode afetar
a expressao de moduladores da inflamagdo em outras de suas regides,
modulando, com isso, a resposta inflamatéria e o remodelamento do ventriculo

como um todo.

Na regiao periinfarto do grupo sedentario-infarto, houve correlagao positiva
entre a quantidade de PPAR-gama e a quantidade de NF-kB, sugerindo que parte
da resposta inflamatoria que se segue pos-IM € modulada pela agédo de PPAR-
gama sobre o NF-kB e que essa modulagéao é alterada pelo exercicio. Além disso,
no animal sem treino prévio para o infarto, o PPAR-gama parece modular a
angiogénese na regido sem infarto, visto que nela houve correlagao positiva entre

essas duas variaveis.

No entanto, a angiogénese parece ser modulada de forma diferente no
animal previamente treinado para o infarto. No grupo formado por animais
treinados para o infarto, entre o modulador inflamatério PPAR-gama e a

densidade capilar na regido periinfarto.

A interseccdo metabdlica entre disturbios metabdlicos e inflamagao
permanece pouco entendida, mas pode refletir a necessidade evolucionaria
crucial de ligar a utilizagdo de combustiveis e os estoques de combustivel com a

cicatrizacéo de feridas e o reparo tecidual.

Dessa maneira, o exercicio atuaria no sentido oposto do desarranjo

metabdlico e inflamatdrio associado as doengas cardiovasculares, modulando a
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inflamacao e melhorando a inter-relacdo entre os marcadores e moduladores

inflamatorios e os reguladores metabdlicos.
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6 CONCLUSOES

Os achados do presente trabalho suportam a hipétese de que a ocorréncia
de IM em animais previamente treinados € acompanhada de menor inflamacéo,
menores taxas de apoptose, melhor fungdo ventricular e possivelmente melhor
interrelacdo entre moduladores do metabolismo energético e do sistema

imunoldgico.
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Anexo 1 — Coépia do documento Informagdes para os Membros de Bancas
Julgadoras de Mestrado/Doutorado

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de Pos-Graduacgao

Informacoes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fara uma apresentacao oral do seu trabalho, com duracdo
maxima de trinta minutos.

2. Os membros da banca fardo a argiiigdo oral. Cada examinador
dispora, no maximo, de trinta minutos para argiiir o candidato, exclusivamente sobre
o tema do trabalho apresentado, e o candidato dispora de trinta minutos para sua
resposta.

2.1 Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), é
facultada a argiiicdo na forma de dialogo em até sessenta minutos por examinador.

3. A sessdo de defesa sera aberta ao publico.

4, Terminada a argliicdo por todos os membros da banca, a mesma se
reunira reservadamente e expressara na ata (relatorio de defesa) a aprovacdo ou
reprovacao do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na argiiigao.

4.1 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissdo
Julgadora devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado
na ata.

4.2 Sera considerado aprovado o aluno que obtiver aprovacao por
unanimidade ou pela maioria da banca.

5. Duvidas poderdo ser esclarecidas junto a Secretaria de Pos-

Graduacdo: pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

Sao Paulo, 18 de margo de 2005.

Profa. Dra. Bernadette D. G. M. Franco
Presidente da CPG/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-900 - S&o Paulo - SP
Fone: (11) 3081 3621 - Fax (11) 3091 3141 — e-mail: pgfarma@usp.br
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Anexo 2 — Parecer do Comité de Etica Institucional

Universidade Federal de S50 Paulo Comilé de Etica em Pesquisa
Haspital S50 Paulo

Sao Paulo, 3 de outubro de 2008.
CEP 0341/08

limo(a). Sr(a).

Pesquisador(a) EDUARDO CARVALHO DE ARRUDA VEIGA

Co-Investigadores: Ednei Luiz Antonio, Paulo Ferreira Tucci (orientador)

Disciplina/Departamento: Fisiologia Cardiovascular e Respiratdria/Fisiologia da Universidade Federal de Sao
Paulo/Hospital Sao Paulo

Patrocinador: Recursos Proprios.

PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

Ref: Projeto de pesquisa intitulado: “Repercussdes estruturais e funcionais da isquemia miocardica transitéria e

definitiva em ratos que se sul pre a treinamento fisico

por natagao".

CARACTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDO: Experimental, categoria C - estudo crénico.

RISCOS ADICIONAIS PARA O PACIENTE: Nao se aplica.

OBJETIVOS: Analisar as repercussdes da oclusio coronaria definitiva e temporaria - tardiamente aliviada- na
estrutura e funglo do miocardio de ratos que se submetem previamente a exercicio fisico por natago..

RESUMO: Esudo com 200 ratos Wistar. Anestésico- cetamina. Analgésico: xilazina. Eutanasia: overdose de
anestésico. Serdo constituidos 6 grupos: 1- sedentdrio controle - animais que permanecerac sedentarios por 8
semanas e serdo submetidos aos mesmos procedimentos da cirurgia do infarto, mas sem a ligagdo da artéria
corondria. 2- Sedentario infartado - animais sedentarios por 8 semanas e submetidos & cirurgia do infarto.3-
sedentario infartado reperfundido - animais sedentarios por 8 semanas e submetidos a oclusio coronaria seguida de
reperfusdo duas horas apos. 4- exercicio controle - animais que irdo praticar 8 semanas de treinamento e submetidos
a falsa cirurgia. 5- exercicio infartado - animais que irdo praticar 8 semanas de treinamento e que serao submetidos a
cirurgia do infarto. 6- exercicio infartado reperfundido - animais que irdo praticar semanas de treinamento e que serdo
submetidos a oclusao coronaria seguida de reperfusao duas horas apos. Os ratos serdo treinados em natagdo e apos
8 semanas de treinamento, sequido de cirurgia experimental de infarto do miocardio, os animais permanecerao 4
semanas sem freinamento para entdo serem submetidos as avaliagbes por ecocardiografia, estudo hemodinamico,
agio mecanica de musculo papilar, histometria e andlises de biologia moelcular, sendo sacrificados apés 13
semanas do comego do protocolo..

FUNDAMENTOS E RACIONAL: A literatura relata os efeitos do exercicio fisico na evolugdo posterior da cardiopatia
resultante da oclus@o da artéria coronana. No entanto, ha trabalhos indicativos de que o exercicio fisico praticado
antes de isquemias seguidas precocemente de reperfus3o € benéfico para preservagdo da fungdo miocardica. Este
trabalho visa analisar a influéncia do exercicio fisico praticado previamente & oclus3o corondria na evolugioposterior
da estrutura e da func3o miocardica..

Rua Botucatu, 572 - 1% andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - Sao Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162
341
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MATERIAL E METODO: Estio descritos os procedimentos a serem realizados, estando o projeto inserido na linha de
pesquisa do orientador.

DETALHAMENTO FINANCEIRO: Sem financiamento externo. - R$ 3011,35.

CRONOGRAMA: 50 meses.

OBJETIVO ACADEMICO: Doutorado.

ENTREGA DE RELATORIOS PARCIAIS AQ CEP PREVISTOS PARA: 28/9/2009 e 28/9/2010.

O Comité de Efica em Pesquisa da Universidade Federal de S3o Paulo/Hospital Sao Paulo ANALISOU e APROVOU
o projeto de pesquisa referenciado.

1. Comunicar toda e qualquer alteragio do projeto.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para
possivel auditoria dos drgdos competentes.

Atenciosamente,

’f'/ 7 %7/2 Zj

g

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de S3o Paulo/ Hospital 530 Paulo

Rua Botucatu, 572 - 1° andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - S&o Paulo / Brasil
Tel: (011) 5571-1062 - 5539.7162
341
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Marilia Harumi Higuchi dos Santos

possui graduagdo em MEDICINA pela Faculdade de Medicina da USP (2004)
(Texto gerad i pela aplicagao CVlattes)

Ultima atualizagdo do curriculo em 30/06/2009 Certificado
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Links para
Outras Bases:

completog,

Dados pessoais
Nome Marilia Harumi Higuchi dos Santos

Nome em citagdes SANTOS, M. H. H.
bibliograficas

Sexo Feminino

Formagdo académicalTitulagdo

2005 Doutorado em andamento em Farmécia (Analises Clinicas) (Conceito CAPES 6) .
Universidade de S&o Paulo, USP, Brasil.
Titulo: Sarcopenia, Orientador: Raul Cavalcante Maranho.

1999 - 2004 Graduagio em MEDICINA .
Faculdade de Medicina da USP, FMUSP, Brasil.

Formagdo complementar

2005 -2005 Extensdo universitaria em Clinical Observership Program.
Spaulding Rehabilitation Hospital - Harvard Medical School.

2005 - 2005 Extensdo universitaria em Estagio de Observagdo em Fisiatria.
Associagdo de Assisténcia a8 Crianga Defici de Sdo Paulo.

2005 - 2005 Da Macroscopia & Biologia Molecular.
Instituto do Coragdo do Hospital das Clinicas da FMUSP.

2005 - 2005 An Integrated Approach to CV Risk Factors.
The Academy for Healthcare Education.

2004 - 2004 CLERKSHIP - INPATIENT INTERNAL MEDICINE
Mayo Clinic - Rochester, MN,

2004 - 2004 Estagio Pratico em Unidade de Terapia Intensiva.
Centro de Estudos e Pesquisas do Hospital Sirio Libanes.

2003 - 2003 Curso: Educagdo Continuada em Medicina Intensiva.
Centro de Estudos e Pesquisas do Hospital Sirio Libanes.

2002 - 2002 Extensdo universitaria em Liga do GAMIA.
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

2001 - 2001 Extensdo universitaria em Liga da Insuficiéncia Cardiaca,
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

2001 - 2001 Dislipidemias.
Congresso Médico Universitario da Faculdade de Medicina da Universidade de.

2001 - 2001 | Curso de Obstetricia e Fisiologia.
Centro de Estudos da Maternidade Escola de Vila Nova Cachoeirinha..

| Atuagio profissional

l Areas de atuagio
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Inglés Compreende Bem, Fala Bem, L& Bem, Escreve Bem.

Prémios e titulos

2005 Prémio ABC de publicacdo cientifica - Area: aterotrombose/aterosclerose, Sociedade Brasileira de Cardiologia -
Revista Arquivos Brasileiros de Cardiologia.

2004 Prémio Decourt de Inidacdo Cientifica em Cardiclogia 2004 Mengio Honrosa., Institute do Coragéo (InCor -
HCFMUSP).

2003 ACC-YOUNG INVESTIGATORS AWARDS COMPETITION - Honorable Mention, American College of Cardiology.
2002 MELHORES TEMAS-LIVRES DD CONGRESSO - 2° colocado, Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC).

2000 PREMIO DIRCEU PFUHLL NEVES JOVEM ACADEMICO - Mencao Henrosa, VIl Encontro Intemacional de
Gastroenterclogia e Endoscopia Digestiva.

Producioem CT&A
Produgio bibliografica

Artigos completos publicados em periédicos

1.

2.

10.

Higuchi, M. L. ; SANTOS, M. H. H. ; ROGERIO, A.; KAWAKAMI, J. T.; BEZERRA, H. G. ; CANZIAN, M . A role for archaeal organisms in
development of atherosclerotic vulnerable plagues and myxoid matrices.. Clinics (S&o Paulo), v. 61, p. 473-478, 2006.

Higuchi, M. L. ; GOIS, J. M. ; Reis, M. M. ; SANTOS, M. H. H. ; DIAMENT, J. ; Ramires, J. A F. ; Oliveira, S.A. . Co-infection ratios versus
inflammation, growth factors and progression of early atheromas.. APMIS. Acta Pathologica, Microbiologica et Immunologica
Scandinavica, v. 114, p. 338-344, 2006.

Pierri, H ; SANTOS, M. H. H. ; Higuchi, M. L. ; Paloming, S. ; Sambiase, N. V. ; Demarchi, L ; Rodrigues, G. H. ; Nussbacher, A . Density
of Chlamydia pneumoniae is increased in fibrotic and calcified areas of degenerative aortic stencsis. International Joumal of Cardiclogy, v.
108, p. 43-47, 2006.

W SANTOS, M. H. H. ; Piemi, H ; Higuchi, M. L. ; Palomine, 5. ; Nussbacher, A. ; Ramires, J A.F. ; Wajngarten, M. . Chlamydia
pneumoniae e Mycoplasma pneumoniae nos Nédulos de Calcificagio de Valva Adrtica. Arq Bras Cardiol, v. 84, n. 6, p. 443-448, 2005

Pierri, H ; SANTOS, M. H. H. ; Higuchi, M. L. ; Palomino, S. ; Sambiase, M. V. ; Demarchi, L ; Nussbacher, A. ; Ramires, JAF. ;
Wajngarten, M. . Density of Chlamydia pneumoniae is increased in fibrotic and calcified areas of degenerative aortic stenosis.. IntJ
Cardiol. v. May, n. 27, 2005,

W Higuchi, M. L. ; Pierri, H; SANTOS, M. H. H. ; Sesso, A ; Timenetski, J ; Strunz, C.M.C ; Fukasawa, S ; Sambiase, N. V. ; Reis, M. M. ;
Ramires, J.AF. . Complexes of Mycoplasma pneumoniae and C Reactive Protein in Elderly Atherosclerotic Sera. Immunology, [taly, v.
887587, p. 85-932, 2004,

Fierr, H; SANTOS, M. H. H. ; Wajngarten, M. . Capitulo: Estenose Adrlica no Idoso. Estenose Aortica.. Rev Soc Cardiol Estado de Sao
Paulo, Sac Paulo, v. 13, n. 3, p. 352-357, 2003.

Higuchi, M. L. ; SANTOS, M. H. H. ; Demarchi, L . Capitulo: Etiopatogenia: Aspectos Relevantes. Estenose Adriica.. Rev Soc Cardicl
Estado de Sao Paulo, Sao Paulo, v. 13, n. 3, p. 305-311, 2003.

SANTOS, M. H. H. ; Prado, |. B. ; Lopasso, F. F. ; Iriya, K. ; Laudanna, A. A. . Cholestasis in a murine experimental model: lesions include
hepatocyte ischemic necrosis.. Rev Hosp Clin Fac Med Sao Paulo, v. 58, n. 1, p. 27-32, 2003,

Higuehi, M. L. : SANTOS, M. H. H. ; Pierr, H ; Palomino, S. ; Sambiase, N. V. ; Ramires, J.AF. ; Wajngarten, M. . Mycoplasma
pneumeniae and Chlamydia pneumoniae in calcified nodules of acric stenotic valves.. Rev Inst Med Trop Sao Faulo, v. 44, n. 4, p. 209-
212, 2002,

Capitulos de livros publicados

i 3

2,

SANTOS, M. H. H. ; FRONTERA, W. R_; LARSON, G. . Skeletal Muscle in Older People. In: Timothy L. Kauffman; John Q. Barr; Michael
L. Moran. {Crg.). Geriatric Rehabilitation Manual. 2nd edition. 2nd ed. : Elselvier, 2007, v. , p. -.

Pierri, H ; Rossi, E. J. ; SANTOS, M. H. H. . CAPITULO 35 WVALVOPATIAS. In: Freitas EV; Py L; Néri AL; Cangado FAX; Gorzoni ML;
Rocha EM.. (Org.). TRATADO DE GERIATRIA E GERONTOLOGIA. Rio de Janeiro: Guanabara Keogan, 2002, v. , p. -

Resumos publicados em anais de congressos

1.

SANTOS, M. H. H. . Previous exercise training is associated with lower local levels of apoptosis and inflammatory markers after
myocardial infarction in rats. In: EuroPRevent Congress 2008, 2008, Paris. European Journal of Cardiovascular Prevention &
Rehabilitation, 2008. v. S.



Eventos

SANTOS, M. H. H.; IKEGAMI, R. ; Reis, M. M. ; FAGUNDES, R. ; Higuchi, M. L. . A New Therapeutic Proposal For Lipid Lowering
Treatment: Association of Transialidase and Anti-Oxidant Elements. An Experimental Study in Rabbits. In: DALM - Drugs Affecting Lipid
Metabolism, 2007, New York. Journal of Clinical Lipidology. Mew York : Elselvier, 2007. v. 1. p. 474-474.

¥ Higuchi, M. L. ; Pieri, H; SANTOS, M. H. H. ; Timenetski, J ; Strunz, C.M.C ; Ramires, J.A.F. ; Wajngarten, M. . Particulas de
Mycoplasma pneumoniae e proteina C reativa detectadas & microscopia eletrénica podem ser novos marcadores de risco de
aterosclerose em idosos.. In: 59° Congresso da Sociedade Brasileira de Cardiclogia, 2004, Rio de Janeiro. Arq Bras Cardiol, 2004. v. 83.

#r SANTOS, M. H. H. ; Higuchi, M. L. ; Piemi, H ; Palomino, S. ; Sambiase, N. V. ; Demarchi, L ; Ramires, JAF. ; Wajngarten, M. .
Mycoplasma pneumoniae and Chlamydia pneumoniae in Aortic Stenosis of the Elderly: A Comparison With Noncalcified Valves. In:
American College of Cardiclogy 2003 - 52nd Annual Scientific Session. Young Investigators Awards Competition - Category: Physiology,
Phamacology and Pathology, 2003, Chicage. JACC, 2003,

SANTOS, M. H. H. ; Higuchi, M. L. ; Piemi, H ; Palomineg, S. ; Sambiase, N. V. ; Demarchi, L ; Ramires, J.AF. ; Wajngarten, M. .
Mycoplasma pneumoniae and Chlamydia pneumoniae in Aortic Stenosis of the Elderty: A Comparison With Noncalcified Valves.. In: VII
Simposio Internacional SOCESP/SBC., 2003, Chicago. Arg Bras Cardiol, 2003,

SANTOS, M. H. H. ; Piemi, H ; Higuchi, M. L. ; Palomino, £, ; Sambiase, N. V. ; Demarchi, L ; Ramires, J.AF. ; Wajngarten, M. .
Chlamydia Pneumoniae and Aortic Valve Stenosis. A Comparative Study with non-Calcified Valves. In: XIVth World Congress of
Cardiology, 2002, Sydney. JACC, 2002, v. 39. p. 294-294,

SANTOS, M. H. H. ; Pierri, H ; Higuchi, M. L. ; Palomino, 5. ; Sambiase, N. V. ; Demarchi, L ; Ramires, J.A.F. ; Wajngarten, M. . Calcified
Valves, Atherosclerosis and Mycoplasma. In: XIVth World Congress of Cardiclogy, 2002, Sydney. J Am Coll Cardicl, 2002. v. 39. p. 294
294,

¥ Pierr, H; SANTOS, M. H. H. ; Higuchi, M. L. ; Palomino, S. ; Sambiase, N. V. ; Demarchi, L ; Ramires, J.AF. ; Wajngarten, M. .
Mycoplasma Pneumoniae in Calcified Aortic Valves. In: American College of Caan;hology.r 515t Annual Scientific Session, 2002, Atlanta. J
Am Coll Cardiol, 2002. v. 39. p. 146-146.

SANTOSE, M. H. H. ; Piemri, H ; Higuchi, M. L. ; Palomino, S. ; Sambiase, N. V. ; Ramires, JA.F. ; Wajngarten, M. . Mycoplasma
pneumeniae e Chlamyma pneumonias nos Nodulos de Calmﬁcar;éo da Estenose da Valva Aortica. In: 57° Congresso da Sociedade
Braalema de Cardiclogia, 2002, Sao Paulo. Arg Bras Cardicl, 2002

Participagao em eventos

-

10.

1.

12

13.

EuroPRevent Congress 2008 Previous exercise training is associated with lower local levels of apoptesis and inflammatory markers after
myocardial infarction in rats. 2008. {Congresso).

European Congress of Cardiology. Exercise attenuates Beta-adrenergic-induced TNF-alfa expression and induces FPAR gama
proliferation. 2007. {Congresso).

Eurcpean Congress of Cardiclogy.Cardioprotector effect of the exercise training against myocardial dysfunction induced by isoproterenal.
2007. (Congresso).

Eurcpean Congress of Cardiclogy.Physical exercise prevents left ventricular hypertrephy and myocardial injury caused by isoproterenol.
2007, (Congresso).

DALM - Drugs Affecting Lipid Metabolism A NEW LIPID LOWERING DRUG FOR ATHEROSCLEROSIS TREATMENT: ASSQCIATION
BETWEEN TRANSIALIDASE AND PLANT EXTRACTS. 2007, {Congresso).

ISPRM 2005 - 3rd World Congress of the ISPRM. 2005. { Congressa).

59° Congresso da Sociedade Brasileira de Cardiologia.Particulas de Mycoplasma pneumoniae e proteina C reativa detectadas a
microscopia eletrénica podem ser novos marcadores de risco de aterosclerose em idosos.. 2004, (Congresso).

American College of Cardiology 2003 - 52nd Annual Scientific Session. Young Investigators Awards Competition - Category: Physiology,
Phamacology and Pathology Mycoplasma pneumoniae and Chlamydia pneumoniae in Aortic Stencsis of the Elderly: A Companson With
MNoncaldfied Valves.. 2003. (Congresso).

VIl Simpésio Internacional SOCESP/SBC.. Mycoplasma pneumoniae and Chlamydia pneumoniae in Aortic Stenosis of the Elderly: A
Comparison With Nencalcified Valves. 2002, (Simpésio).

57° Congresso da Sociedade Brasileira de Cardiclogia.Mycoplasma pneumoniae e Chlamydia pneumoniae nos Nédulos de Calcificagéo
da Estenose da Valva Adrtica. 2002, (Congresso).

XIWth World Congress of Cardiology.Chlamydia Pneumoniae and Aortic Valve Stenosis. A Comparative Study with non-Calcified Valves.
2002, {Congresso).

XIVth World Congress of Cardiclogy.Calcified Valves, Atheroscerosis and Mycoplasma. 2002, (Congresso).

51st Annual Scientific Sessicn of the American College of Cardiclogy. Mycoplasma Pneumeniae in Calcified Aortic Valves. 2002.
{Congresso).
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