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Resumo

Diferentes autores analisaram o efeito do treinamento fisico (TFa) no coracao patoldgico
de roedores com estenose adrtica (EAo). Enquanto alguns autores ndao detectaram
alteracdo no desempenho, outros mostraram que o TF promoveu atenuacdo da
disfungdo diastdlica e/ou sistdlica. Entretanto, estes trabalhos ndo analisaram os
mecanismos envolvidos nos efeitos benéficos desta terapéutica. Desta forma, o objetivo
deste estudo é investigar por meio do proteoma miocdrdico os mecanismos envolvidos
na atenuacdo da disfuncdo ventricular pelo TFa em ratos com EAo. Ratos Wistar foram
divididos em quatro grupos: Sham, Sham exercitado (ShamTF), EAo e EAo exercitado
(EAOTF). O TFa consistiu em cinco sessdes de corrida, em esteira por semana, por 16
semanas. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA ou teste de Kruskal-Wallis e teste
de Goodman. Todos os resultados foram discutidos ao nivel de significancia de 5%. Ratos
EAOTF apresentaram maior capacidade funcional, menor concentracdo de lactato
sanguineo, atenuacgdo estrutural e funcional cardiaca quando comparados com o grupo
EAo. A analise do proteoma miocardico evidenciou aumento de proteinas relacionadas
a via glicolitca, estresse oxidativo, inflamac¢ao e diminuicao da beta-oxida¢ao no grupo
EAo vs Sham. O grupo EAoTF aumentou a expressao de uma proteina relacionada a
biogénese mitocondrial e diminuiu proteinas intrincadas com o estresse oxidativo e
inflamacdo. A avaliacdo das vias fisiolégicas e patoldgicas hipertréficas por Western Blot,
ndao mostrou diferencga estatistica entre os grupos avaliados, exceto para a p-p38, que
aumentou no grupo EAo. Os dados protedémicos foram validados para proteinas
relacionadas ao metabolismo lipidico e glicolitico. A andlise do proteoma nos permitiu
mostrar que o exercicio fisico atenua o estresse oxidativo, inflamacdo e acarreta
melhoria no processo de biogénese mitocondrial. Os resultados encontrados nos fazem
inferir que estes sdo os possiveis mecanismos relacionados com a cardioprotecdo gerada
pelo treinamento fisico aerdbio neste modelo de sobrecarga pressodrica.

Palavras-chave: Proteoma, miocardio, disfuncdo ventricular, treinamento fisico

aerdbio, estenose adrtica supravalvar, ratos.
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Abstract

Different authors have analyzed the effect of physical training (ET) on the pathological
heart of rodents with aortic stenosis (AS). While some authors did not detect changes in
performance, others showed that ET promoted attenuation of diastolic and/or systolic
dysfunction. However, these studies did not analyze the mechanisms involved in the
beneficial effects of this therapy. Thus, the aim of this study is to investigate through
myocardial proteome the mechanisms involved in the attenuation of ventricular
dysfunction by ET in rats with AS. Wistar rats were divided into four groups: C-Sed,
Control exercised (C-Ex), AS and AS exercised (AS-Ex). The ET consisted of five treadmill
running sessions per week for 16 weeks. Statistical analysis was performed by ANOVA
or Kruskal-Wallis test and Goodman test. All results were discussed at a significance level
of 5%. AS-Ex rats had higher functional capacity, lower blood lactate concentration,
structural and functional cardiac attenuation when compared to AS group. The
myocardial proteome analysis showed an increase in proteins related to the glycolytic
pathway, oxidative stress, inflammation and a decrease in beta-oxidation in AS vs C-Sed
group. The AS-Ex group increased the expression of a protein related to mitochondrial
biogenesis and decreased proteins intricate with oxidative stress and inflammation. The
evaluation of physiological and pathological hypertrophic pathways by Western Blot did
not show any statistical difference between the groups evaluated, except for p-p38,
which increased in the AS group. Proteomic data were validated for proteins related to
lipid and glycolytic metabolism. Proteome analysis allowed us to show that physical
exercise attenuates oxidative stress, inflammation and improves the mitochondrial
biogenesis process. The results found make us infer that these are the possible
mechanisms related to the cardioprotection generated by physical training in this
pressure overload model.

Keywords: Proteome, myocardium, ventricular dysfunction, aerobic exercise training,

supravalvular aortic stenosis, rat.
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1. INTRODUCAO

Embora tenha ocorrido nos ultimos anos significante avango na biomedicina
cardiovascular, as doencas cardiacas ainda representam marcante problema de saude
publica, com alta prevaléncia, elevados custos financeiros e relevante taxa de
mortalidade (1). Estes indicadores, apontam para a importancia do entendimento dos
mecanismos moleculares envolvidos na génese dessas patologias, o que poderd resultar
no desenvolvimento de possiveis novas terapias.

O coragdo, em resposta a um determinado estimulo, passa por um processo
denominado remodelacdo cardiaca (RC), definido como alteracdo na expressao do
genoma, resultando em modificacées moleculares, celulares e intersticiais e
manifestado clinicamente como altera¢ées no tamanho, forma e fungao do coragado (2).
Embora, presente do nascimento a vida adulta, o termo RC é predominantemente
empregado para descrever as respostas patolégicas como, isquemia miocardica,
sobrecarga de volume e pressdo. E um processo adaptativo que visa manter o
funcionamento hemodinamico adequado do cora¢do com intuito de preservar a
homeostasia corpérea. Entretanto, na dependéncia das caracteristicas do agente
agressor e do receptor, a RC pode, a curto ou longo prazo, acarretar disturbio funcional,
sistdlico e/ou diastdlico e, posteriormente, insuficiéncia cardiaca (IC).

Trabalhos abrangendo seres humanos com RC seriam Uteis na elucidacdo dos
diferentes mecanismos envolvidos na disfungdao cardiovascular; entretanto, por
limitacOes éticas, varios modelos experimentais vém sendo utilizados para o estudo da
remodelacdo, por exemplo, a sobrecarga pressérica como, estenose de artéria renal (3),
aorta abdominal (4,5), toracica (6—8), e ratos espontaneamente hipertenso (SHR) (9).
Em nossa instituicdo vem sendo utilizado o modelo de estenose adrtica supravalvar
(EAo) em ratos, que tem como caracteristica promover o desenvolvimento gradual de
hipertrofia ventricular esquerda (10-12). Inicialmente, a sobrecarga pressorica é leve e
acentua-se progressivamente a medida que os roedores crescem, assemelhando-se,
parcialmente, a estenose adrtica no ser humano. Investigadores do nosso grupo tem
utilizado este modelo experimental visando compreender aspectos moleculares,
metabdlicos, estruturais e funcionais durante o seu processo evolutivo, da agressdo a IC

(8,10,13-16). Os achados funcionais desses estudos mostraram que os animais com EAo
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apresentam na fase inicial disfun¢do diastélica e melhoria do desempenho sistélico do
ventriculo esquerdo (VE) e, posteriormente, deterioragao da fungao sistdlica e IC.

Diferentes mecanismos fisiopatoldgicos podem contribuir para a transicao da
disfungao para a IC em animais com hipertrofia patoldgica, cujo panorama tem sido
caracterizado por alteracbes, 1) na biologia do midcito: acoplamento excitacdo-
contragao-relaxamento; expressao de genes fetais; sistema beta adrenérgico;
hipertrofia; miocitdlise; citoesqueleto e metabolismo energético; 2) no miocardio:
perda de midcitos (necrose, apoptose ou autofagia) e modificagdo na matriz extracelular
(fibrose e degradacdo); 3) na geometria da camara: hipertrofia concéntrica ou
excéntrica; aumento da esfericidade e incompeténcia valvar (17-19). A diminuicdo da
densidade capilar, aumento da estimulacdo dos sistemas adrenérgico, renina-
angiotensina-aldosterona, liberacdo de mediadores inflamatdrios, estresse oxidativo e
desbalanco da expressdao génica miocardica por micro RNAs sdo considerados os
geradores determinantes da hipertrofia patoldgica (18,20).

Tratamentos farmacolégicos (21-25) e nao farmacolégicos (26-32) sao
utilizados com o objetivo de atenuar a faléncia ventricular em individuos com
remodelacdo cardiaca patoldgica. No ambito das terapias ndo medicamentosas para as
doencas cardiovasculares, destaca-se o treinamento fisico que consiste em uma
atividade programada, sistematizada e repetitiva com objetivo pré-estabelecido de
aprimorar as valéncias fisicas (26—28,30—33). A importancia do TF nos dias atuais é
relacionada a sua atribuicdo, a qual resulta na melhoria do condicionamento fisico (34),
na prevencdao de doencas (35), na diminuicdo de disturbios vinculados com a
senescéncia (36) e por abrandar sintomas de doencas cronicas (36—39).

De acordo com estas evidéncias, o TF é de fundamental importancia para
melhorar a qualidade de vida, a longevidade e diminuir as taxas de morbimortalidade
populacional (33,38—40). A pratica do TF tem sido relacionada com a diminui¢do da
ocorréncia de eventos cardiacos fatais e atenuacdo dos fatores de risco cardiovascular
(34,41-44); neste sentido, diretrizes internacionais e nacionais passaram a recomendar
o TF para pacientes com IC classes |, Il, lll, de acordo com a New York Heart Association
(45,46). E importante ressaltar que o tipo e a magnitude da resposta cardiovascular
dependem das caracteristicas do exercicio executado, ou seja; tipo, duracado,

intensidade, e a massa muscular envolvida (37,40,47). Com relagcdo aos tipos de
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treinamento, destacam-se o resistido e o aerdbio, amplamente estudados por
pesquisadores (48). O TF resistido tem como exemplo a musculagdo, que visa o aumento
de forca e resisténcia muscular (40). O segundo, representado pela corrida, visa a
melhoria da aptiddo cardiovascular (captagdo, transporte e utilizagdo do oxigénio),
consistindo em um exercicio dinamico, repetitivo e de longa duragao, o qual utiliza
varios grupos musculares simultaneamente (37).

Para atender o aumento da demanda energética muscular em resposta ao TF,
uma série de adaptagdes nos drgaos periféricos ocorrem no sentido de ajustar o
comportamento do organismo as necessidades dos grupos musculares envolvidos no
treinamento (47,48). Neste sentido, o corpo apresenta uma série de ajustes ao efeito
agudo do TF, como ativacao do sistema nervoso simpatico e inibicdo do sistema nervoso
parassimpatico (49). As alteracdes do sistema nervoso autondmico promove mudancas
nos fatores envolvidos na regulacdo da funcdo cardiaca (frequéncia de batimentos,
contratilidade, pré-carga e pds-carga) e do ténus vascular (venoso e arterial) com o
intuito de promover o aumento da oferta de sangue para os 6rgaos periféricos,
principalmente para a musculatura esquelética (49,50). Em resposta ao efeito cronico
do TF, o aumento da atividade simpatica, liberacdo de hormonios e fatores de
crescimento decorrente de cada sessdo de TF agudo, resulta em hipertrofia cardiaca
fisioldgica, caracterizada por um estado funcional normal e alteragao harmoniosa entre
os diferentes componentes da estrutura do miocardio, isto é, midcito, matriz
extracelular e sistema vascular (51). O processo de hipertrofia cardiaca normaliza o
estresse/forca parietal e consequentemente a deformacdo miocardica, acarretando
funcionamento adequado do coracdo (51,52). Em razdo do treinamento fisico promover
alteracdo harmoniosa dos componentes do miocardio estimulando a Vvia
PI3K/AKT/MTOR, o mesmo pode ser utilizado como estratégia para se contrapor a via
patoldgica JNK/P38/ERK, responsavel pela remodelacdo mal adaptativa do coragdo
(48,53).

Em nossa instituicao, diferentes investigadores analisaram o efeito do exercicio
fisico na RC, utilizando roedores com cardiopatia por sobrecarga pressorica induzida por
EAo e disfuncdo ventricular (11,15,16,26—-28,54,55). Enquanto alguns investigadores
nado detectaram alteracdo no desempenho do coracdo (11,54), outros mostraram que o

TF promove atenuacdo da disfuncdo diastdlica (16,26—28,55) ou sistolica (15,55);
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entretanto, os trabalhos que mostraram os efeitos benéficos ndo avaliaram os
mecanismos moleculares e celulares envolvidos na performance cardiaca (26—28) ou
estudaram os mesmos de forma isolada (15,16,55). Os pesquisadores que investigaram
as maquinarias, analisaram a participacdao do sistema B-adrenérgico (16), transito de
calcio (55), proliferacdo de cardiomidcitos e sistema renina angiotensina (15). Somente
Silva, VL (55) constatou que a melhoria da fungdo estava relacionada com o fluxo de
calcio intracelular; os outros autores verificaram que o beneficio funcional ndo foi
consequente dos elementos acima reportados. A participagao do metabolismo dos
lipidios na atenuacao da disfuncao cardiaca estd sendo investigada como outro possivel
fator de protecao cardiaca pelo TF (56). Os trabalhos realizados (15,16,55) e o em
andamento (56) sdo investigacOes especificas, ou seja, analisaram ou analisam, como
referido acima, os possiveis mecanismos de forma pontual, por exemplo, proliferacdo
de cardiomiodcitos (15).

Atualmente a comunidade cientifica vem realizando grandes esfor¢cos na
elucidagao das maquinarias envolvidos nas diversas doengas, com a finalidade de
melhor entendimento, desenvolvimento de novas terapias e biomarcadores para as
patologias. O avancgo tecnoldgico em instrumentacgdes analiticas esta contribuindo para
uma melhor compreensdo dos elementos participantes nos processos fisiopatolégicos.
Neste sentindo, uma das abordagens de pesquisa que tem se destacado nos ultimos
anos é a abordagem protedmica (57). Esta estratégia tem sido utilizada nos ultimos anos
no ambito da saude, resultando em numero crescente de publicaces cientificas (58).
InvestigacGes nesta area buscam identificar as mudancas globais nas proteinas de
coragOes patoldgicos, visando fornecer informacdes necessarias para a elucidacao dos
mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento e progressao das doencas
cardiovasculares (59-64). Embora estas buscas sejam emergentes (64), trabalhos com
esta abordagem vem sendo conduzidos em pesquisas clinicas cardiolégicas (65—67) e
em modelos experimentais de cardiopatias como, infarto do miocardio (68,69),
hipertensdo arterial sistémica (70,71), diabetes mellitus (72,73), obesidade (74,75) e
constricdo adrtica (76—82). Neste ultimo modelo as seguintes areas sdo enfocadas:
mitocéndria (78,79,82), goticulas lipidicas (76) tecido miocardico (77,80) e proteinas

fosforiladas (81). O proteoma cardiaco também tem sido analisado, sob o efeito do TF,

Mota, G. A. F. | 2021



Péagina 31

em roedores saudaveis (83—-87) e cardiopatas por obesidade (88), infarto do miocardio
(89), hipertensao arterial sistémica (90,91) e diabetes mellitus (92).

Embora existam vdrias pesquisas que analisaram o proteoma do tecido cardiaco
na constrigdo adrtica (76—81), ndo foram encontrados estudos que avaliaram os efeitos
da cardioprotecado gerada pelo treinamento fisico aerébio em ratos com EAo, utilizando
a abordagem protedmica. Neste projeto almeja-se investigar por esta técnica analitica,
o perfil das proteinas miocardicas de ratos com EAo e disfun¢do ventricular atenuada
pelo TF, enfocando a via fisiologica (PI3K/AKT/MTOR) e patoldgica (JNK/P38/ERK) no
processo hipertréfico. Neste trabalho hipotetizamos que o TF altera o panorama das
proteinas do miocdrdio, promove aumento na expressdo das envolvidas na via
fisioldgica e diminui na patoldgica no coracao remodelado por sobrecarga pressérica.
Acreditamos que a mudanca do perfil do proteoma estd relacionada com a atenuacao

da disfungdo cardiaca, por contra regular os estimulos patoldgicos envolvidos na EAo.
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6. CONCLUSOES

Em conclusdo, a analise do proteoma revelou varias proteinas alteradas no
miocardio de ratos com disfuncdo cardiaca por estenose adrtica que estdo envolvidas
em processos bioldgicos importantes, principalmente no metabolismo energético
lipidico e glicolitico. Os resultados mostraram que o treinamento fisico aerébio atenua
o estresse oxidativo, inflamag¢do e melhora o processo da biogénese mitocondrial. Essas
mudancas podem estar associadas com a atenuacdo da disfuncdo cardiaca nos animais
com EAo. Importante ressaltar que a hipotese deste trabalho foi confirmada em parte,
pois acreditdvamos que a estimulacao das vias de sinalizagdo da hipertrofia fisiolégica
pelo exercicio contra regularia os estimulos hipertréficos patolédgicos, atenuando o
processo de remodelacdo, o que nao foi constatado neste trabalho. Entretanto,
visualizamos que o treinamento interfere sobre outros geradores determinantes da
hipertrofia patoldgica, atenuando o status redox, inflamacao e melhorando o estado
energético mitocondrial. Este estudo nos permitiu compreender melhor os possiveis
mecanismos relacionados com a cardioprotecdo gerada pelo exercicio fisico,

possibilitando o surgimento de novos alvos terapéuticos.
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