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Resumo



A hipertensdo arterial esta associada a alta morbidade e mortalidade pelas
alteracfes estruturais e funcionais de 6rgéos alvo e as alteracbes metabdlicas, com
elevado risco de eventos cardiovasculares. A sobrecarga de pressdo e o estresse
oxidativo tém papel importante na remodelacdo cardiaca. A hipertenséo arterial é um
fator de risco modificavel para as doencas cardiovasculares, onde os farmacos e o
exercicio fisico regular sdo capazes de reduzir os niveis pressoricos de individuos
hipertensos. Objetivo: Investigar os efeitos do exercicio fisico resistido combinado
ao aerbbico associado a N-acetilcisteina na remodelacdo cardiaca em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR). Métodos: Os SHR foram divididos nos grupos
sedentério (CTL, n=12), submetido ao exercicio combinado (EXE, n=13), sedentério
submetido a N-acetilcisteina (NAC, n=13), e ratos submetidos ao exercicio
combinado e a N-acetilcisteina (EXENAC, n=14). Os ratos dos grupos exercicio
combinado foram treinados trés vezes por semana, durante dois meses, em esteira
e escada. Os ratos suplementados receberam NAC durante dois meses, na ragéo.
Testes de capacidade fisica aerObica e resistido, avaliacdo da pressao arterial
sistélica e o ecocardiograma foram realizados antes e ap0s o0s protocolos de
tratamento. As seguintes analises foram realizadas: morfometria, histomorfometria,
estresse oxidativo, expressao génica do complexo enzimatico NADPH oxidase por
RT-PCR real time e expressdo de proteinas oxidadas por Western blot. Analise
estatistica: Para a analise entre os grupos foram realizadas a ANOVA para esquema
de dois fatores, complementada com o teste de comparacbes multiplas de
Bonferroni (distribuicdo normal) ou o teste de Kruskal-Wallis complementado com o
teste de comparac6es multiplas de Dunn (distribuicdo ndo normal). Para o estudo de
variacdo de medidas entre momentos inicial e final, foi utilizada a ANOVA de duas
vias complementada com teste de Student-Newman-Keuls. Nivel de significancia de
5%. Resultados: Os ratos dos grupos submetidos aos protocolos de exercicios
fisico combinado apresentaram maior capacidade fisica aerdbica e de carga maxima
gue os animais controle ap6s o periodo de treinamento. A variacdo (aumento) do
diametro diastélico do ventriculo esquerdo (VE) indexado pelo peso corporal foi
maior nos grupos EXE e NAC vs. CTL, e no grupo EXENAC a variacdo desse indice
foi menor que nos grupos EXE e NAC. Ficou evidenciado que o exercicio fisico e a
NAC, isoladamente, melhorou a funcéo diastolica do VE de acordo com as variaveis

E’ média, E/E’ média e A’ média. A fungao sistdlica (VEPP) foi melhor no grupo
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EXENAC vs. EXE. A NAC teve acdo importante na reducédo da peroxidacao lipidica
e, quando esteve associada ao exercicio combinado, seu efeito foi ainda mais
evidente. A catalase foi maior no grupo EXE (vs CTL) que diminuiu quando se
associou a NAC. Em relagdo ao complexo enzimético da NADPH oxidase, observou-
se aumento na expressao da p22 phox e da Nox2 no grupo EXE em comparacéo ao
grupo CTL, sugerindo ativagdo da via sinalizadora do processo de remodelagao
cardiaca. A melhora de alguns parametros estruturais e funcionais cardiacas
observada no grupo EXENAC pode estar associada a reducdo da expressao da p-
JNK e da p-IkB e atenuacdo do marcador da peroxidacdo lipidica. Concluséo: O
exercicio fisico aerébico combinado ao resistido associado a N-acetilcisteina em
ratos espontaneamente hipertensos atenua a remodelacdo cardiaca, que esta
associada a diminuicdo do marcador de estresse oxidativo e da expressao proteica
da p-JNK e p-1kB.

Palavras chave: Exercicio fisico, hipertensdo arterial, estresse oxidativo, N-
acetilcisteina, MAPK, NF-kB.
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Abstract



Arterial hypertension is associated with high morbidity and mortality due to
structural and functional alterations of target organs and metabolic alterations, with a
high risk of cardiovascular events. Pressure overload and oxidative stress play an
important role on cardiac remodeling. Arterial hypertension is a modifiable risk factor
for cardiovascular disease, and medicines and regular exercise reduce blood
pressure in hypertensive individuals. Objective: To investigate the effects of
resistance exercise combined with aerobic exercise associated with N-acetylcysteine
on cardiac remodeling in spontaneously hypertensive rats (SHR). Methods: SHR
were divided into sedentary (CTL, n=12), combined exercise (EXE, n=13), N-
acetylcysteine sedentary (NAC, n=13), and rats submitted to combined exercise and
N-acetylcysteine (EXENAC, n=14). The rats of the combined exercise groups were
trained three times a week for two months on a treadmill and ladder. Supplemented
rats received NAC for two months in their rat chow. Aerobic and resistance physical
capacity tests, systolic blood pressure measurements, and echocardiography were
performed before and after treatment protocols. The following analysis were
performed: morphometry, histomorphometry, oxidative stress, gene expression of
NADPH oxidase enzyme complex by real time RT-PCR and Western blot oxidized
protein expression. Statistical analysis: Comparison between groups were performed
by two-way ANOVA, complemented with Bonferroni test (normal distribution), or
Kruskal-Wallis complemented with Dunn test (non-normal distribution). The two-way
ANOVA complemented with Student-Newman-Keuls test was used to compare initial
and final data. The results were discussed at a significance level of 5%. Results: The
rats of groups submitted to combined exercise protocols presented higher aerobic
capacity and maximum load than the control animals. The variation (increase) in left
ventricular (LV) diastolic diameter indexed by body weight was greater in EXE and
NAC groups vs. CTL. In EXENAC group the increase of this index was smaller than
in EXE and NAC groups. It was observed that physical exercise or NAC alone
improves LV diastolic function according to the parameters E' average, E/E' average,
and A' average. Systolic function (posterior wall shortening velocity index) was better
in EXENAC vs. EXE. NAC reduced lipid peroxidation and when associated with
combined exercise, its effect was even more evident. Catalase was higher in EXE
group (vs. CTL) and decreased when associated with NAC. Regarding to NADPH

oxidase enzymatic complex, it was observed increase of p22 phox and Nox2
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expression in EXE group compared to CTL, suggesting activation of cardiac
remodeling signaling pathway. Improvement of some structural and functional
parameters observed in EXENAC group may be associated with reduced expression
of p-JNK and p-lkB and attenuation of lipid peroxidation. Conclusion: Combined
aerobic and resistance exercise, associated with N-acetylcysteine, in spontaneously
hypertensive rats attenuates cardiac remodeling, which is associated with reduction
of oxidative stress and p-JNK and p-1kB protein expression.

Keywords: Physical exercise, hypertension, oxidative stress, N-acetylcysteine,

MAPK, NF-kB.
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Introducao



A hipertensdo arterial sistémica (HAS) € uma condicdo clinica multifatorial,
caracterizada por niveis elevados e sustentados de pressdo arterial (PA), e esta
associada a alta morbidade e mortalidade. Hoje, ela é considerada um dos principais
fatores de risco para doencas cardiovasculares e cerebrovasculares.*

Apontada como um problema de saude publica pela Organizacdo Mundial da
Saude, a HAS é considerada uma das dez maiores causas de morte prematura, que
se pode prevenir, em paises desenvolvidos.? No Brasil, de acordo com a pesquisa
Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Cronicas por Inquérito
Telefénico — Vigitel 2012, um quarto da populacédo adulta (24,3%) tem hipertenséo
arterial .2

A HAS associa-se frequentemente a alteracdes funcionais e/ou estruturais de
orgaos alvo (coracdo, enceéfalo, rins e vasos sanguineos) e as alteracoes
metabolicas, com consequente aumento do risco de eventos cardiovasculares fatais
e nao fatais,* como a hipertrofia patolégica do musculo cardiaco, que resulta da
adaptacdo do miocéardio frente a sobrecarga de pressao imposta pela HAS, com o
objetivo de reduzir o estresse proporcionado nas paredes da camara ventricular.
Essa sobrecarga de pressdo pode gerar mudanca na arquitetura do colageno e
favorecer o aumento de fibrose, com consequente aumento da rigidez do musculo e
disfuncéo diastoélica do ventriculo esquerdo (VE),® tais modificacdes fazem parte da
remodelacéo cardiaca patolégica.®

No sistema cardiovascular, as mudancas nas condicdes hemodinamicas
impostas pela sobrecarga de pressao gerada pela HAS podem causar alteracdes
funcionais na sintese e liberacdo de fatores vasoativos no sistema vascular. Ao
longo dos anos ocorre uma reforma arterial de longo prazo, traduzido pela

diminuicdo da forga laminar de cisalhamento (atrito do sangue sobre a parede dos
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vasos) em algumas regides, diminuindo a estimulacdo da producgédo do oxido nitrico
(NO) que tem fungéo vasorelaxante, além de alterar genes locais, o que auxilia na
reducédo do estresse oxidativo.’

Além disso, a HAS pode estimular a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) que podem ser produzidas por diferentes fontes, tais como, células
vasculares, oxido nitrico (NO), xantina oxidase, lipoxigenase, mieloperoxidase e
cicloxigenase (associada a membrana).8® Além disso, a familia de enzimas
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase, com suas
subunidades cataliticas (Nox), constitui uma das principais fontes de producdo de
ERO no sistema cardiovascular e na vasculatura, implicando papel importante na
fisiopatologia da hipertenséo e aterosclerose.'0-14

As NADPH oxidases foram identificadas em diversos orgaos e tecidos, e sao
enzimas transmembrana que produzem superoéxido pela transferéncia de um elétron
da NAD(P)H para o oxigénio molecular. Embora a familia Nox ja tenha sido descrita
com sete subunidades diferentes, nos miécitos, encontramos a expressao da Nox2 e
Nox4, que sédo ligadas a subunidade p22phox. A atividade da Nox2 depende da
ligacdo com outras subunidades citosélicas, como a p47phox, entre outras, que se
deslocam até a membrana. JA a Nox4 ndo precisa se ligar a outras subunidades
citosélicas para se tornar ativa.31516

Atualmente, h& substancial evidéncia que o aumento do estresse oxidativo
tenha papel importante na fisiopatologia da remodelacdo cardiaca. O estresse
oxidativo ocorre quando ha desbalanco entre a producdo de ERO e a capacidade
antioxidante. No miocardio, o sistema de enzimas antioxidantes é composto pelas
enzimas superéxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase, que protege as

células das acbes de ERO e dos radicais livres. Esse desequilibrio no sistema
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oxidativo, com aumento da atividade da NADPH oxidase formando radicais livres em
excesso e consequente diminuicdo das enzimas antioxidantes, pode causar
hipertrofia e morte de miécitos, além de fibrose miocardica.'’

O processo de remodelamento miocardico, ocasionado pelo estresse
oxidativo, pode estar ligado as vias de sinalizacao das proteinas quinases ativadas
por mitégeno (MAPKs)'®, onde o desenvolvimento da hipertrofia miocardica esta
ligado a acdo das proteinas como a ERK1/2, JNK e p38 da via das MAPKs.*®

A produgcdo de ERO ativa a cascata MAPK e, consequentemente, induz
a translocacéo do fator nuclear kappa-B (NF-kB) do citosol para o nucleo.?° O inicio
da transcricdo génica dependente de NF-kB é um passo fundamental na producéo
de mediadores proé-inflamatérios,?> podendo ocasionar o desenvolvimento e a
progressdo da remodelacdo do miocardio e da matriz extracelular.??

Portanto, o estresse oxidativo tem efeitos diretos sobre a estrutura e funcéo
celular, e pode ativar moléculas sinalizadoras integrais do remodelamento cardiaco,
sugerindo papel de destaque das ERO, derivadas da NADPH oxidase, na génese da
disfuncéo contratil do misculo cardiaco.? 23

A HAS é considerada um dos principais fatores de risco modificaveis para as
doencas cardiovasculares.’* Ela requer tratamento farmacolégico e néo
farmacoldgico, e as diretrizes européias e americanas atuais de tratamento da HAS
recomendam o exercicio fisico regular como terapia de primeira linha. O exercicio
fisico (resistido e/ou aerdbico) é capaz de reduzir os niveis pressoricos de individuos
hipertensos, em parte, através da reducdo da resisténcia vascular periférica
sistémica. Alteracbes estruturais e hemodinamicas participam deste processo,

ocorrendo remodelacdo cardiaca, principalmente do VE, melhorando a forca de
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contracéo e o volume de enchimento diastdlico ventricular, reduzindo a frequéncia
cardiaca e melhorando o débito cardiaco.?®

Os efeitos benéficos do exercicio fisico no sistema cardiovascular podem ser
obtidos através de exercicios fisicos estruturados e individualizados. O treinamento
aerdbio é recomendado como forma preferencial de exercicio por reduzir a PA de
individuos pré-hipertensos e hipertensos. Estes efeitos estdo associados a reducao
da ativacdo neuro-humoral e inflamatéria sistémica, além da melhora na funcéo
vascular. Entre seus efeitos benéficos, destaca-se a acdo antioxidante, com
aumento na expressao de enzimas antioxidantes e reducdo na expressao de
enzimas pro-oxidantes.?®?’ Os radicais livres produzidos durante a contracédo
muscular atuam como moléculas de sinalizagédo, estimulando a expressao génica e
aumentando a atividade de enzimas antioxidantes. No mais, modulam vias de
protecdo ao estresse oxidativo promovendo, entre outros, o aumento de enzimas
reparadoras do acido desoxirribonucleico (DNA) miocardico.?8-30

Na literatura, alguns estudos evidenciam que o treinamento tanto de
resisténcia quanto o aerobio reduz a PA de repouso em pacientes com hipertensao
leve a grave®>3!, no entanto, algumas evidéncias relatam que tanto o exercicio
resistido isométrico®?33 quanto o dinamico34%® podem induzir reducdes da PA
sistélica e diastolica de repouso em individuos com hipertensao.

Todas essas acfes tornam o exercicio fisico primordial ao tratamento da
HAS. Assim, em alguns casos 0 exercicio pode levar ao controle da PA
independentemente do uso de medicamentos. Em outros, pode promover reducao
da dose e/ou do nimero de medicamentos utilizados.3® Relacdo inversa entre a
pratica de exercicio fisico e a prevaléncia de HAS tem sido demonstrada na

literatura.37-38
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Embora a atividade das enzimas antioxidantes produzidas pelo exercicio
possa modular as vias de protecdo ao estresse oxidativo proveniente da HAS, a
terapia antioxidante, com seu fator cardioprotetor, ainda é assunto escasso na
literatura. A acdo destes mecanismos na remodelagcdo cardiaca tem sido explorada
e bem definida em diversas situagdes como as citadas anteriormente. A glutationa
(L-y glutamil-cisteinil-glicina) € um tripeptideo enddégeno que apresenta papel central
na defesa celular contra o estresse oxidativo.®® Ela é sintetizada e mantida em
elevadas concentracdes nas células em geral .4

A N-acetilcisteina (NAC), uma precursora da glutationa, € uma molécula com
propriedades antioxidantes, que pode restabelecer os niveis de glutationa total no
miocardio e reduzir significativamente os marcadores de estresse oxidativo sobre a
remodelacgédo cardiaca na hipertensdo arterial ndo controlada.®® Em ratos infartados,
a suplementacdo de NAC obteve como resultado a restauracdo da concentracdo
total de glutationa miocardica e reducdo de marcadores do estresse oxidativo, como
hidroperéxido de lipideo e peréxido de hidrogénio.3%41

Considerando os efeitos da NAC previamente descritos, espera-se que a sua
associacdo com o exercicio fisico aerdbico combinado ao resistido otimize a
resposta cardioprotetora, atenuando o processo de remodelacdo cardiaca de ratos

espontaneamente hipertensos.
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O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do exercicio fisico resistido

combinado ao aerdbico associado a NAC na remodelagdo cardiaca em ratos

espontaneamente hipertensos.
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Animais e Constituicdo dos Grupos

Foram utilizados ratos espontaneamente hipertensos (SHR), machos, com 6
meses de idade, adquiridos do Centro Multidisciplinar para Investigagdo Biologica na
Area da Ciéncia de Animais de Laboratorio — CEMIB, da Universidade de Campinas -
UNICAMP.

Os animais foram distribuidos nos seguintes grupos:

- Controle (CTL, n=15): formado por ratos SHR que nado foram submetidos a

nenhum tratamento;

- Exercicio (EXE, n=15): formado por ratos SHR que foram submetidos aos

protocolos de exercicio fisico;

- N-acetilcisteina (NAC, n=15): formado por ratos SHR que receberam NAC;

- Exercicio + N-acetilcisteina (EXENAC, n=15): formado por ratos SHR que

foram submetidos aos protocolos de exercicio fisico e simultaneamente

receberam NAC.

Os animais foram alojados em gaiolas (2 animais/gaiola), mantidos em
ambiente com temperatura (25+2°C) e fotoperiodo (ciclos 12/12 horas claro/escuro
invertidos) controlados.

Apés verificacdo do consumo diario de ragdo, 0os animais dos grupos NAC e
EXENAC receberam, adicionada a racdo, NAC na dose de 120 mg/kg/dia por oito
semanas.*?

Os animais dos grupos EXE e EXENAC foram submetidos a protocolos de
exercicios resistido e aerdbico, trés vezes por semana, em dias alternados, durante

oito semanas.
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Determinacado da Carga Maxima para Exercicio Resistido

O exercicio resistido foi realizado em escada vertical especialmente
construida para ratos (110 cm de altura, 18 cm de largura, grade de 2 cm entre os
degraus, 80° de inclinacdo). No topo da escada havia uma camara de alojamento
(comprimento x largura x altura = 20x20x20 cm) que servia de abrigo ao final de
cada subida, para o periodo de descanso (Figura 1). Dois dias apds a adaptacdo ao
protocolo, cada animal foi avaliado para estabelecer a capacidade maxima de carga.
O teste consistiu de subidas na escada com aumento progressivo de carga.**>** Foi
colocado, preso a cauda do animal, um aparato que continha o peso carregado.
Iniciou-se a subida com 75% do peso corporal do animal, e a cada nova subida era
acrescido 15% do peso corporal até que fosse atingida a maior carga com a qual o
rato conseguisse subir completamente a escada. Essa carga foi considerada a carga

maxima (CM) do animal.

20 em

Figura 1 - Equipamento usado para a realizagdo do treinamento de forga em ratos, adaptado de
Cassilhas et al., 2012.*% Foto de Neves et al., 2016.%°
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Teste de Capacidade Funcional Maxima

A capacidade funcional maxima (CFM) foi avaliada pelo teste de tolerancia ao
esforco fisico, realizado antes e ao término do periodo de treinamento. O teste
consistiu em corrida em esteira rolante, sendo iniciado na velocidade de 6 metros
por minuto (m/min), com incrementos de 3 m/min a cada trés minutos, até a
exaustdo do animal. A distancia e a duracdo total da corrida foram registradas.*® Os
animais foram adaptados ao ambiente de teste, antes das avaliacbes, durante uma

semana por 10 min/dia.

Protocolo de Exercicio Fisico Resistido

O exercicio resistido foi realizado trés vezes por semana, em dias alternados,
com aumento gradativo de carga, de acordo com protocolo adaptado de Leite et
al.*44" Inicialmente, houve um periodo de adaptacdo, no qual os ratos foram
estimulados a subir a escada sem carga. Ao atingirem o topo da escada, os animais
tinham um periodo de dois minutos de recuperacdo, e entdo eram estimulados a
iniciar a subida novamente. O procedimento foi repetido até que os ratos subissem a
escada trés vezes sem necessidade de estimulo.

Inicialmente, na primeira semana, houve um processo de adaptacdo em que
0s ratos realizaram trés subidas na escada sem necessidade de estimulo sendo
gue, no primeiro dia as subidas foram sem carga, no segundo dia foi adicionada
carga de 15% do peso corporal, e no terceiro dia foi adicionada carga de 30% do
peso corporal. A partir da segunda semana, o treinamento consistiu de quatro
subidas na escada com cargas correspondentes a 50%, 75%, 90% e 100% da CM,

previamente estabelecida para cada rato (Tabela 1), com um periodo de dois
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minutos de recuperacdo. O treinamento foi mantido até o final do periodo

experimental.

Tabela 1. Adaptacéo e protocolo de exercicio fisico resistido

Semanas Dias Carga Quantidade de subidas*
1° 0 (% peso corporal) 3
12 20 15 (% peso corporal) 3
3° 30 (% peso corporal) 3
10 50, 75, 90 e 100 (% CM) 4
223 8?2 20 50, 75, 90 e 100 (% CM) 4
3° 50, 75, 90 e 100 (% CM) 4

CM: carga maxima; *sem necessidade de estimulo

Protocolo de Exercicio Fisico Aerdbio

Logo apOs a realizacdo do exercicio resistido os animais eram conduzidos
para o exercicio aerobico, que foi realizado em esteira, trés vezes por semana, em
dias alternados, por 8 semanas, de acordo com protocolo adaptado de Moreira et

al.*® As trés primeiras semanas do protocolo de exercicio fisico aerdbico foram

Tabela 2. Protocolo de exercicio fisico aerdbio

Semanas Velocidade (m/min) Duracéo (min)
12 7,5-10 20
28 12-14 30
32 15-17 40
42 3 82 19 (60% VMax) 40

m: metros; min: minutos; VMax: velocidade maxima atingida no teste
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marcadas por um periodo adaptativo, com aumento gradativo da velocidade e tempo
de exercicio, conforme tabela abaixo (Tabela 2). A partir da quarta semana de
treinamento, os ratos foram submetidos a sessdes de corrida a 60% da CFM, com

duracao de 40 minutos, até o final do periodo experimental.

Afericdo da Presséao Arterial

A pressdao arterial sistolica (PAS) foi medida na cauda do animal, antes e ao
final do periodo experimental. Para afericdo da PAS foi utilizado o método da
pletismografia.*® Os ratos foram colocados em uma caixa de madeira (50x40 cm),
forrada com maravalha de pinus autoclavada, a temperatura de 40°C por 5 minutos,
com a finalidade de causar vasodilatacdo da artéria caudal. Para afericdo da PAS foi
utilizado o eletro-esfigmomanémetro  NarcoBio-System®, modelo 709-0610
(InternationalBiomedical Inc., USA). O manguito foi posicionado em torno da cauda
do animal e conectado a um transdutor de pressao (Gould, OH, USA). O manguito
foi insuflado até atingir a pressdo de 400 mmHg e, posteriormente, desinsuflado. As
pulsacbes arteriais foram registradas em sistema de aquisicdo de dados
computadorizado (AcqKnowledge® MP100, Biopac Systems Inc., Santa Barbara, CA,

USA).

Estudo Ecocardiografico

O ecocardiograma foi realizado no inicio e ao final do periodo experimental.
Os ratos foram anestesiados com cloridrato de cetamina (50 mg/kg, i.p.) e cloridrato
de xilidino (1 mg/kg, i.p.). Apés tricotomia da regido anterior do térax, os animais
foram posicionados em decubito lateral esquerdo para a realizacdo do exame. Foi

utilizado o equipamento modelo Vivid S6 (General Electric Medical Systems, Tirat
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Carmel, Israel) equipado com transdutor multifrequencial de 5,0-11,5 MHz. Para
realizar as medidas estruturais do coracdo, foram obtidas imagens em modo
monodimensional (modo-M) orientado pelas imagens em modo bidimensional, com o
transdutor em posi¢cao para-esternal, eixo menor. A avaliagdo do VE foi realizada
posicionando o cursor do modo-M logo abaixo do plano da valva mitral no nivel dos
musculos papilares.5**? As imagens da aorta e do atrio esquerdo foram obtidas
posicionando o cursor do modo-M ao nivel do plano da valva adrtica. As imagens
obtidas no modo-M foram registradas em uma impressora modelo UP-895 (Sony
Co,Japan). Posteriormente, as estruturas cardiacas foram medidas, manualmente,
com o auxilio de um paquimetro (Mitutoyo, Japan). As seguintes estruturas foram
medidas: diametros diastélico (DDVE) e sistolico (DSVE) do VE; espessura
diastolica da parede posterior do VE (EDPP); e diametros da aorta (AO) e do atrio
esquerdo (AE). A espessura relativa do VE (ERVE) foi calculada dividindo-se a
EDPP multiplicada por dois pelo DDVE. A massa do VE (MVE) foi calculada pela
formula [([DDVE+EDPP+EDSIV)3-(DDVE)?®]x1,04, onde 1,04 representa a densidade
especifica do miocardio.>*> O indice de MVE (IMVE) foi calculado indexando a MVE
pelo peso corporal. A funcéo sistélica do VE foi avaliada pelos seguintes indices: 1)
porcentagem de encurtamento endocardico (% Enc. Endo) [(DDVE-DSVE)/DDVE]
x100; 2) velocidade de encurtamento da parede posterior (VEPP), que € a tangente
maxima do movimento sistélico da parede posterior; e 3) deslocamento sistélico (S’)
do anel mitral (média aritmética das velocidades das paredes lateral e septal), obtido
por Doppler tissular. A funcao diastélica do VE foi avaliada pelos seguintes indices:
1) pico de velocidade do enchimento diastolico inicial (onda E); 2) pico de velocidade
do enchimento diastélico tardio (onda A); 3) razdo entre as ondas E e A (E/A); 4)

tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV); 5) deslocamento diastdlico inicial (E’) e
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tardio (A’) do anel mitral (média aritmética das velocidades das paredes lateral e
septal), obtido por Doppler tissular; e 6) razdo entre as ondas E e E’ média. A
avaliacdo conjunta das fungdes diastdlica e sistdlica do VE foi realizada pelo indice
de desempenho miocéardico também conhecido por indice de Tei (soma do tempo de

contracéo isovolumétrica e TRIV, dividido pelo tempo de ejecéo do VE).>

Anélise de Variaveis Anatébmicas

Apos a realizacdo do ecocardiograma final os animais foram colocados em
jejum (12h) e, no dia seguinte, os animais foram eutanasiados sob anestesia com
tiopental (50 mg/kg, i.p.) seguido de decapitacdo. Apds a retirada do coracdo do
torax, os pesos dos ventriculos direito e esquerdo e dos atrios foram medidos.
Amostras do VE foram obtidas e armazenadas para realizacdo dos estudos
morfométrico, bioquimico e de biologia molecular. Além do coracéo, foram colhidos o
pulméo e fragmentos do figado para determinacdo da razdo peso umido/peso seco
desses Orgaos. As razfes entre 0s pesos Umidos e secos também foram calculadas
para os atrios e ambos os ventriculos. A razdo peso umido/seco reflete a quantidade

de liquido no tecido.

Estudo Morfométrico

Amostras do miocardio do VE foram fixadas em solucéo de formol tamponado
a 10% por periodo de 48 horas. Apés fixacdo, o tecido foi incluso em blocos de
parafina, para se obter cortes histologicos coronais de 4 um. Os cortes histologicos
foram corados em lamina com solucdo hematoxilina-eosina (HE) para medida do
diametro dos midcitos, empregando-se microscopio LEICA DM750 acoplado a

camera de video, que envia imagens digitais a computador dotado de programa de
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analise de imagens ImagePro-plus (Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland,
USA).55:56

Histomorfometria - As imagens foram obtidas por meio de microscopio Optico
binocular. Todas as imagens foram capturadas por camera de video no aumento de
40x. A selecdo das imagens para captura e digitalizacdo foi feita em areas
histolégicas preservadas. A morfometria dessas imagens obtidas e digitalizadas foi
realizada utilizando-se software apropriado para tal fim. De cada um dos quatro
cortes obtidos do VE de cada animal foram realizadas capturas de campos
diferentes, escolhidos de acordo com o local onde se permitia visualizar mais células
em corte transversal. Foram mensuradas cinquenta células por corte do VE.

Laminas com cortes histoldgicos coronais de 6 um e corados pela técnica de
picrosirius red, especifico para visualizacdo de colageno, foram feitas para avaliacao
do intersticio do miocardio do VE. As imagens do tecido cardiaco foram capturadas
por computador LEICA DM LS acoplado a camera de video, que envia imagens
digitais a computador dotado de programa de analise de imagens Image Pro-plus
(Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA). Foram analisados vinte campos,
utilizando objetiva de 40X. Os campos escolhidos foram as areas afastadas da

regido perivascular.®’

Analise da Atividade de Enzimas Antioxidantes

As amostras do miocardio do VE (200 mg) foram descongeladas e
homogeneizadas em Potter Elvehjem, com pistilo de teflon, com 5 mL de tampéao
fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,0. Os homogenatos foram centrifugados a 10.000 g por
15 minutos, em centrifuga refrigerada a 4°C. O sobrenadante foi utilizado para

determinacdo de proteinas totais e andlise da atividade das enzimas antioxidantes
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superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GSH-Px) e catalase (CAT).%8 As
leituras espectrofotométricas foram realizadas no espectrofotbmetro Pharmacia
Biotech (com software Swift Il, England) e em leitor de microplaca (uQuant-MQX 200
com Kcjunior software, Bio-TekInstruments, USA).*>® Todos os reagentes foram de

procedéncia da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Quantificacéo de Hidroperoxido de Lipidio

Parte do sobrenadante obtido para analise de atividade enziméatica foi
utilizado para quantificacdo de hidroperoxido de lipidio (LOOH). A concentracao de
hidroperoxido de lipidio foi determinada por espectrofotometria utilizando-se kit

disponivel comercialmente.5°

Avaliacdo da Expressao Génica de Subunidades do Complexo Enzimatico
NADPH Oxidase por RT-PCR em Tempo Real

A analise de mRNAs das subunidades da enzima NADPH oxidase Nox2,
Nox4, p22 phox e p47 phox e dos genes de referéncia ciclofilina e gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH) foi realizada por reacdo em cadeia da polimerase
em tempo real apds transcricao reversa (RT-PCR).A extracdo de RNA total do VE foi
realizada utilizando-se TRIzol Reagent (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA), de acordo com método previamente descrito.?%®! Resumidamente, o
fragmento do VE congelado foi mecanicamente homogeneizado em gelo com TRIzol
(1 mL de TRIzol/50-100 mg de tecido) e incubado por 5 min a temperatura ambiente.
A sequir, foram acrescentados 0,2 mL de cloroformio por mL de TRIzol utilizado,
homogeneizado vigorosamente e incubado por 3 min a temperatura ambiente.®? O

material foi centrifugado a 12.000 g por 15 min a 4°C. A fase aquosa formada apds a
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centrifugacgéo foi separada, acrescida de 0,5 mL de isopropanol (por mL de TRIzol
utilizado inicialmente) e incubada por 10 min a temperatura ambiente para
precipitacdo do RNA.

ApOs esse periodo, o material foi novamente centrifugado a 12.000 g por 10
min a 4°C. O sedimento formado foi lavado com 1 mL de etanol 75% (por mL de
TRIzol utilizado inicialmente) e centrifugado a 7.500 g por 5 min a 4°C. O sedimento
de RNA foi submetido a secagem por 10 min a temperatura ambiente e ressuspenso
em solucédo 0,01% de dietilpirocarbonato (DEPC) e incubado a 60°C, por 10 min.
Para remover qualquer contaminagdo de DNA, as amostras foram incubadas com
DNasel (Invitrogen Life Technologies, CA, USA). Posteriormente, foi realizada a
guantificacdo de RNA por espectrofotometria a 260 nm, utilizando-se o fator de
correcao proprio para o RNA. A pureza do RNA foi considerada satisfatoria quando a
razao entre as densidades Opticas a 260 e 280 nm foi de aproximadamente 2,0. Um
micrograma de RNA foi submetido a RT utilizando-se o High Capacity RNA-to-cDNA
Kit (AppliedBiosystems, Foster City, CA, EUA) para volume total de reacéo de 20 L,
de acordo com método recomendado pelo fabricante. Aliquotas de 2,5 pL (10-100
ng) do produto da RT, contendo DNA complementar (cDNA), foram submetidas a
PCR em tempo real utilizando-se 10 yL 2X Tagman Universal PCR Master Mix
(AppliedBiosystems) e 1 uL de ensaio (20X) contendo oligonucleotideos iniciadores
(primers) senso e antisenso e sonda Tagman® (AppliedBiosystems, Foster City, CA,
EUA) especificos para cada gene: Nox2 (Tagmanassay Rn00576710_m1; Ref. seq.
Genbank NM_023965.1), Nox4 (Tagman assay Rn00585380 ml; Ref. seq.
Genbank NM_053524.1), p22phox (Tagman assay Rn00577357 _ml; Ref. seq.
Genbank NM_024160.1) e p47phox (Tagman assay 20 Rn00586945 m1; Ref. seq.

GenbankNM_053734.2). A amplificagdo e a analise foram realizadas utilizando o
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StepOnePlusTM Real Time PCR System (AppliedBiosystems, Foster City, CA, EUA),
de acordo com as recomendacdes do fabricante. Os dados de expresséo génica dos
genes alvo foram normalizados pela expressédo dos genes de referéncia ciclofilina
(Tagmanassay Rn00690933_ml; Ref. seq. Genbank NM_017101.1) e GAPDH
(Tagmanassay Rn01775763_gl Ref. Seq. Genbank NM_058704.1). As reacdes
foram feitas em triplicata e a expressdo génica foi calculada pelo método do CT

(critical thresholdcycle) comparativo (2-AACT).53

Avaliacao da Expressao Proteica por Western Blot

A expressédo proteica das formas total e fosforilada de proteinas das MAPK
(UNK, ERK e p38-MAPK), do NF-kB (subunidade p65) e de seu inibidor (IkB) foi
avaliada por Western blot.5465

Fragmentos do VE (80-100 mg) foram homogeneizados com 800 uL de
tampédo RIPA, contendo inibidores de protease e fosfatase. A seguir, 0 homogenato
foi centrifugado por 20 min, a 12.000 rpm, a 4°C, para eliminacdo de material
insoluvel. O sobrenadante foi coletado e separado em aliquotas, que foram
armazenadas a -80°C. Uma das aliquotas foi utilizada para quantificacdo de proteina
pelo método de Bradford. A corrida eletroforética foi realizada em gel bifasico, de
empilhamento e de resolucdo, na concentracdo de 6 a 12%, dependendo do peso
molecular da proteina analisada. A corrida eletroforética foi efetuada a 120 V (Power
Pac HC 3.0A, Bio-Rad, Hercules, CA, USA), por aproximadamente 2h, com tampéao
de corrida (Tris 0,25 M, glicinal92 mM e SDS 1%). Em seguida, as proteinas foram
transferidas para membrana de nitrocelulose em sistema TransBlot (Bio-Rad,

Hercules, CA, USA) utilizando-se tampéao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192
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mM, metanol 20% e SDS 0,1%). Regibes inespecificas de ligacdo do anticorpo

primério @ membrana foram bloqueados mediante incubacdo com solucéo a 5% de

leite em po6 desnatado, dissolvido em tampao TBS-T, pH 7,4 (Tris-HCI 20 mM, NacCl

137 mM e Tween 20 0,1%) por 60 min a temperatura ambiente sob constante

agitagdo. Em seguida, a membrana foi lavada trés vezes em solugcdo basal e

incubada overnight, a 4°C, com o anticorpo primario diluido na solucéo de bloqueio,

sob agitacdo constante. Apos a incubacdo com o anticorpo primario, a membrana foi
lavada e incubada com o anticorpo secundario em solugcédo bloqueadora por 90 min.

A seguir, a membrana foi lavada com TBST e os sinais foram visualizados com

auxilio de kit para quimioluminescéncia (ECL Western Blotting Substrate, Pierce

Protein Research Products, Rockford, USA) e analisador de imagens Image Quant

LAS 4000 (GE Healthcare Life Sciences). As bandas obtidas nas imagens foram

guantificadas por densitometria utilizando-se o programa GelPro 3.1. Os resultados

obtidos para as proteinas alvo foram normalizados pelos resultados da proteina
constitutiva GAPDH (sc-32233, Santa Cruz Biotechnology).

e Anticorpos primarios da Santa Cruz Biotechnology Inc. (California, USA): p-JNK
(sc-6254), JNK total (sc-137019), p-ERK (sc-136521), p-p38-MAPK (sc-7973),
p38-MAPK total (sc-7972), p-IkB-a (sc-8404), IkB-a total (sc-1643), Ser 276 p-p65
NF-kB (sc-101749), p65 NF-kB total (sc-8008).

e Anticorpo primario da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA): ERK total (sab-
2500364).

e Anticorpos secundarios da Santa Cruz Biotechnology Inc. (California, USA): anti-

mouse (sc-516102) e anti-rabbit (sc-2357).
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Andlise Estatistica

Os resultados séo apresentados em médias e desvios padrdo ou medianas e
percentis 25 e 75, de acordo com a distribuicdo normal ou n&o normal,
respectivamente. Para a normalidade dos dados foi realizado o teste de Shapiro-
Wilk. Para a andlise entre os grupos foram realizadas a ANOVA para esquema de
dois fatores, complementada com o teste de compara¢des multiplas de Bonferroni,
guando os resultados das variaveis apresentaram distribuicdo normal. Para as
variaveis com distribuicdo ndo normal, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis
complementado com o teste de comparacdes multiplas de Dunn. Para o estudo de
variacdo de medidas entre momentos inicial e final, foi utilizada a ANOVA de duas
vias complementada com teste de Student-Newman-Keuls. A comparacdo da
frequéncia de mortalidade entre os grupos foi realizada pelo teste de Goodman. As

conclusdes estatisticas sao discutidas no nivel de significancia de 5%.
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Caracterizacdo dos Grupos Experimentais e Varidveis Anatébmicas

Para a constituicdo dos grupos nesse estudo foram utilizados 60 ratos SHR,
divididos em controle (CTL=15), exercitados (EXE=15), N-acetilcisteina (NAC=15) e
exercitados com N-acetilcisteina (EXENAC=15). A perda amostral durante o
experimento foi de oito animais, sendo trés no grupo CTL, dois no grupo EXE, dois

no grupo NAC e um no grupo EXENAC (p>0,05).

Teste de Esforcgo
Na Tabela 3 sdo apresentados os dados da capacidade fisica aerébia com a

distancia percorrida e a velocidade maxima do teste de esfor¢o, além da CM para

Tabela 3. Capacidade fisica aerébia, carga maxima para exercicio resistido e
magnitude da variacéo (%) entre momentos inicial e final

CTL EXE NAC EXENAC
(n=12) (n=13) (n=13) (n=14)
Inicial 432 + 155 425 + 119 382 + 137 414 + 107
Distancia Final 391 + 97 893 + 120 * 392 + 46 842 + 107 §
(metros)
A Dist (%) 4,04 £55,0 122 £57 * 13,5 + 36,3 114 + 53 §
Inicial 14,5 + 2,45 14,2 + 2,06 13,7 + 2,44 14,7 + 1,78
Tempo Final 13,4 + 3,12 20,3+ 1,35 * 13,4 + 0,92 19,9+ 1,55 §
(minutos)
A Tempo (%) -4,59 + 28,7 447 18,7 * -0,03 + 15,9 37,3+1558§
Inicial 282 (257-353) 371 (315-426) * 290 (272-321) 296 (266-343) #
Carga
Maxima Final 328 + 60 689 + 88 * 305 + 38 567 + 88 # §
(gramas)
A C. Max. (%) 10,9 + 29,9 92,2 £39,2 * 2,17 + 16,9 87,2+32,3§

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25% e 75%. CTL: SHR controle;
EXE: SHR submetido ao exercicio combinado; NAC: SHR submetido & N-acetilcisteina; EXENAC: SHR
submetido ao exercicio combinado e a N-acetilcisteina; n: nimero de animais. ANOVA para esquema de
dois fatores complementada com teste de Bonferroni ou Kruskal-Wallis complementado com teste de
Dunn e ANOVA de duas vias complementada com teste de Student-Newman-Keuls. *: p<0,05 vs CTL; #:
p<0,05 vs EXE;8§:p<0,05 vs NAC.
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exercicio resistido avaliada pela capacidade maxima dos animais, antes e ap6s o
protocolo de exercicio fisico, assim como a variagdo (%) da capacidade fisica
aerdbia e da CM. Apesar dos ratos terem sido alocados aleatoriamente em cada um
dos grupos no inicio do experimento, os ratos do grupo EXE mostraram maior CM
em relacdo aos grupos CTL e EXENAC. Ao final do experimento, os grupos EXE e
EXENAC apresentaram melhor desempenho fisico em relacdo aos seus respectivos
grupos controle, CTL e NAC. Apesar do melhor desempenho do grupo EXE no inicio
do experimento, a magnitude da variacdo da CM néo foi diferente entre os grupos

exercitados (EXE e EXENAC).

Presséao Arterial Sistodlica
A Tabela 4 apresenta os valores da PAS inicial e final, assim como, a
variagdo da PAS dos quatro grupos. O grupo NAC apresentou PAS menor em

relacéo ao grupo CTL.

Tabela 4. Pressao arterial sistolica (PAS) inicial e final e magnitude da variacéo (%)
entre os dois momentos

CTL EXE NAC EXENAC
(n=12) (n=13) (n=13) (n=14)
PAS inicial (mmHg) 250 £ 17 248 + 22 245 + 20 247 + 26
PAS final (mmHg) 217 £ 16 213+ 12 203+ 10* 208 + 09
A PAS (%) -8,79 £ 13,2 -9,02 + 15,7 -15,3 + 8,85 -13,2 + 8,92

Valores expressos em média e desvio padrdo. CTL: SHR controle; EXE: SHR submetido ao exercicio
combinado; NAC: SHR submetido a N-acetilcisteina; EXENAC: SHR submetido ao exercicio combinado
e a N-acetilcisteina; n: nimero de animais. ANOVA para esquema de dois fatores complementada com
teste de Bonferroni e ANOVA de duas vias complementada com teste de Student-Newman-Keuls. *:
p<0,05 vs CTL; #: p<0,05 vs EXE; 8:p<0,05 vs NAC.
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Avaliacdo Ecocardiogréfica

O ecocardiograma foi utilizado para avaliar as variaveis estruturais e

funcionais do coracdo. O exame foi realizado antes do inicio do protocolo de

treinamento para assegurar distribuicio homogénea dos ratos entre 0S grupos

(dados nao apresentados). As Tabelas 5 a 10 apresentam as variaveis estruturais do

Tabela 5. Andlise ecocardiografica final dos parametros estruturais do coracao

CTL EXE NAC EXENAC
(n=12) (n=13) (n=13) (n=14)

PC final (g) 369 + 14,7 366 + 23,7 371+23,3 365 + 26,8
FC (bpm) 232 (215-261) 235 (211-267) 244 (222-258) 253 (229-287)
DDVE (mm) 7,43+0,34 7,72 £ 0,39 7,85+ 0,46 * 7,54 £ 0,49
DDVE/PC (mm/kg) 20,2+ 1,07 21,2 +£1,37 21,3+1,64 20,7 +1,17
DSVE (mm) 3,49 + 0,47 3,71+0,32 3,92+0,54* 3,60 £ 0,46
EDPP (mm) 1,50 £ 0,12 1,52 £ 0,10 1,56 £ 0,12 1,62+0,14#
Esp. rel. VE 0,40 + 0,04 0,39 + 0,03 0,40 £ 0,04 0,43+£0,04#8
AO (mm) 4,38 (4,20-4,38) 4,38 (4,26-4,56) 4,38 (4,29-4,47) 4,29 (4,20-4,38)
AE (mm) 5,92+ 0,44 5,83+ 0,38 5,86 + 0,35 5,95+ 0,41
AE/AO 1,37+0,11 1,33+0,10 1,34 + 0,08 1,37+ 0,07
AE/PC (mm/kg) 16,1+ 1,04 16,0 £ 1,06 15,9 +1,02 16,3+ 0,82

MVE (Q)

IMVE (g/kg)

0,74 (0,69-0,79)

2,04+0,21

0,79 (0,74-0,92)

2,23 +0,26

0,88 (0,79-0,93) *

2,38+0,39*

0,82 (0,78-0,97)

2,37 +0,38

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25% e 75%.CTL: SHR controle; EXE:

SHR submetido ao exercicio combinado; NAC: SHR submetido a N-acetilcisteina; EXENAC: SHR

submetido ao exercicio combinado e & N-acetilcisteina; n: nimero de animais. PC: peso corporal em
gramas; FC: frequéncia cardiaca; DDVE e DSVE: didmetros diastdlico e sistdlico do ventriculo esquerdo
(VE), respectivamente; EDPP: espessuras diastélicas da parede posterior do VE; Esp. rel. VE: espessura
relativa do VE; AO: didmetro da aorta; AE: didmetro do atrio esquerdo; MVE: massa do VE; IMVE: indice de
MVE. ANOVA para esquema de dois fatores complementada com teste de Bonferroni ou Kruskal-Wallis

complementado com teste de Dunn. *: p<0,05vs CTL; #: p<0,05 vs EXE; §:p<0,05 vs NAC.
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coracdo, funcdo sistolica e funcdo diastdlica do VE avaliadas ao final do

experimento, assim como a variagao destes valores em relagdo ao exame inicial. O

grupo NAC apresentou maior DDVE, DSVE, MVE e IMVE em comparacdo ao grupo

CTL. A EDPP foi maior no grupo EXENAC em relagéo ao grupo EXE, e a espessura

relativa do VE foi maior no grupo EXENAC em relacdo ao grupo EXE e NAC. O PC,

Tabela 6. Magnitude da variacdo (%) das medidas ecocardiograficas das variaveis
estruturais do coracéo (inicial vs. final)

CTL EXE NAC EXENAC
(n=12) (n=13) (n=13) (n=14)

A PC (%) 5,87 +2,77 2,28 +4,33% 5,85 + 3,03 4,31 + 3,09
A FC (%) 2,35+21,8 2,03+15,1 -2,38+ 17,4 7,69 + 16,6
A DDVE (%) 4,36 £ 5,71 6,32 £5,43 11,0+548* 3,26+ 6,82 #
A DDVE/PC (%) -1,38 + 4,98 4,11+6,67* 4,98 + 6,25 * -0,98 +6,25# 8§
A DSVE (%) 18,2 £ 20,0 23,1+22,7 41,0 + 30,3 18,1+ 23,8
A EDPP (%) 104,2 £ 34,4 111,8 £ 29,3 124,7 + 38,1 99,6 + 33,2
A Esp. rel. VE (%) -15,7 + 8,96 -18,7 + 8,52 -19,6 + 6,73 -12,9 + 10,8
A AO (%) 3,30+ 5,36 4,53 +4,10 3,94+284 2,63 £ 5,60
A AE (%) 1,73+6,43 -1,93 + 5,20 0,82 + 6,68 0,46 +9,71
A AE/AO (%) -1,18 £ 9,67 -6,01 + 6,85 -2,93 + 6,99 -2,15 + 6,96
A AE/PC (%) -3,47 £+ 6,74 -4,03+5,21 -4,73 +6,21 -3,71 + 8,59
A MVE (%) -11,5+18,1 -9,42 + 15,9 2,14 + 20,0 -9,81+12,5
A IMVE (%) -16,2 + 14,5 -11,4+ 15,4 -3,36 + 19,5 -13,5+ 12,0

Valores expressos em média e desvio padrdo. CTL: SHR controle; EXE: SHR submetido ao exercicio
combinado; NAC: SHR submetido & N-acetilcisteina; EXENAC: SHR submetido ao exercicio combinado e a
N-acetilcisteina; n: numero de animais. PC: peso corporal em gramas; FC: frequéncia cardiaca; DDVE e
DSVE: didmetros diastolico e sistolico do ventriculo esquerdo (VE), respectivamente; EDPP: espessuras
diastolicas da parede posterior do VE; Esp. rel. VE: espessura relativa do VE; AO: didmetro da aorta; AE:
didmetro do &trio esquerdo; MVE: massa do VE; IMVE: indice de MVE. ANOVA de duas vias

complementada com teste de Student-Newman-Keuls; *: p<0,05 vs CTL; #: p<0,05 vs EXE; §:p<0,05 vs
NAC.
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FC, DDVE/PC, AO, AE, AE/AO e AE/PC nao apresentaram diferenca entre o0s
grupos (Tabela 5).

Na avaliacéo da variagéo (%) dos parametros estruturais do coragéo (Tabela
6) podemos observar que o ganho do peso corporal foi menor no EXE em
comparacao com o grupo CTL. A variacdo do DDVE foi maior no grupo NAC em
relacdo ao CTL e menor no grupo EXENAC em comparacédo ao EXE. J4, a variacao

do DDVE/PC foi maior nos grupos EXE e NAC em comparagédo com o grupo CTL.

Tabela 7. Avaliacdo da funcao sistélica e do desempenho miocardico do ventriculo
esquerdo por ecocardiograma

CTL EXE NAC EXENAC
(n=12) (n=13) (n=13) (n=14)
% Enc. Endo 52,7 +5,14 51,9+ 3,94 50,5 + 5,41 52,4 + 4,91
VEPP (mm/s) 39,4 +5,01 36,4 2,96 39,7 £ 3,44 41,6 +3,57#
indice de Tei 0,60 + 0,10 0,56 + 0,06 0,57 £ 0,09 0,58 + 0,07
S’ média (cm/s) 3,50+ 0,30 3,45+ 0,30 3,47 £0,30 3,57 +£0,27

Valores expressos em média e desvio padrdo. CTL: SHR controle; EXE: SHR submetido ao exercicio
combinado; NAC: SHR submetido & N-acetilcisteina; EXENAC: SHR submetido ao exercicio
combinado e a N-acetilcisteina; n: ndmero de animais. % Enc. Endo: % de encurtamento
endocérdico; VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior; indice de Tei (indice de
performance miocardica); S’ média: média das velocidades sistélicas maximas de deslocamento das
paredes lateral e septal do anel mitral avaliada por Doppler tissular. ANOVA para esquema de dois
fatores complementada com teste de Bonferroni; #: p<0,05 vs EXE.

Observamos ainda que a variacdo desse dado no grupo EXENAC foi menor
em comparacao aos grupos EXE e NAC. Outras diferencas entre as variacfes dos
parametros estruturais do coracao nao foram observadas entre os grupos.

Em relacdo a funcado sistélica do VE (Tabela 7), apenas o indice VEPP
mostrou-se maior no grupo EXENAC em relacdo ao grupo EXE. Os demais indices
nao mostraram diferencas entre os grupos. Nao foram observadas diferencas na

avaliacdo da variacao da funcéo sistolica do VE (Tabela 8).
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Tabela 8. Magnitude da variacdo (%) da funcdo sistdlica e do desempenho

miocardico do ventriculo esquerdo ao ecocardiograma (inicial vs. final)

CTL EXE NAC EXENAC
(n=12) (n=13) (n=13) (n=14)
A % Enc. Endo (%) -7,56 + 11,5 -9,56 + 11,8 -15,2+ 10,8 -8,57+11,4
A VEPP (%) 1,23+294 -7,07+12,2 1,60+17,1 0,79+143
A indice de Tei (%) -2,21+16,4 -1,12+ 11,6 3,57+17,6 -3,86 + 16,7
A S’ média (%) 6,06 + 15,5 0,15+ 10,5 2,46 £ 12,6 3,50 + 9,08

Valores expressos em média e desvio padrdo. CTL: SHR controle; EXE: SHR submetido ao
exercicio combinado; NAC: SHR submetido a N-acetilcisteina; EXENAC: SHR submetido ao
exercicio combinado e a N-acetilcisteina; n: nimero de animais. % Enc. Endo: % de encurtamento
endocardico; VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior; indice de Tei (indice de
performance miocardica); S’ média: média das velocidades sistdlicas maximas de deslocamento
das paredes lateral e septal do anel mitral avaliada por Doppler tissular. ANOVA de duas vias
complementada com teste de Student-Newman-Keuls.

Tabela 9. Avaliacéo da funcao diastdlica do ventriculo esquerdo por ecocardiograma

CTL EXE NAC EXENAC
(n=12) (n=13) (n=13) (n=14)
E mitral (cm/s) 91,5+ 8,05 86,8 £+ 7,37 93,5+7,87 89,9 + 6,62

A mitral (cm/s) 36,0 (35,0-48,0) 41,0 (36,5-52,0) 47,0 (44,0-53,5) 46,0 (39,0-58,0)

E/A 2,32 +0,47 2,13 +0,57 2,02 + 0,46 1,94 +0,52
TRIV (ms) 31,3+ 3,52 33,0 + 3,37 31,7+284 31,9+ 3,39
E’ média (cm/s) 3,66 + 0,38 3,95+ 0,57 4,10 £ 0,46 * 3,93+0,31
E/E’ média 25,1+2,18 22,4+3,94% 23,0+ 2,68 23,2+1,98
A’ média (cm/s) 2,58 + 0,51 3,31+0,98* 3,01 + 0,56 3,20 £ 0,60

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25% e 75%. CTL: SHR controle;
EXE: SHR submetido ao exercicio combinado; NAC: SHR submetido & N-acetilcisteina; EXENAC:
SHR submetido ao exercicio combinado e a N-acetilcisteina; n: nimero de animais. E: pico de
velocidade do fluxo de enchimento inicial; A: pico de velocidade do fluxo de enchimento tardio; TRIV:
tempo de relaxamento isovolumétrico; E’: pico de velocidade de deslocamento diastdlico inicial do
anel mitral; A’ pico de velocidade de deslocamento diastolico tardio do anel mitral. ANOVA para
esquema de dois fatores complementada com teste de Bonferroni ou Kruskal-Wallis complementado

com teste de Dunn; *: p<0,05 vs CTL.
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Os resultados da avaliacdo da funcdo diastolica do VE (Tabela 9) mostram
que o indice E’ média foi maior no grupo NAC em relacdo ao grupo CTL. O indice
E/E’ média foi menor no grupo EXE quando comparado ao CTL e, por fim, o indice
A’ média foi maior no grupo EXE vs. CTL. Na avaliagcdo da variacdo da funcgéo
diastélica do VE (Tabela 10), encontramos diferenca apenas na variacdo do E mitral
gue no grupo EXENAC foi maior em comparacao ao grupo NAC.

Tabela 10. Magnitude da variacao (%) da funcéo diastélica do ventriculo esquerdo
ao ecocardiograma (inicial vs. final)

CTL EXE NAC EXENAC
(n=12) (n=13) (n=13) (n=14)
A E mitral (%) -4,55 + 7,19 -8,50 + 7,08 -0,72+7,25 -7,64+8,50 8
A A mitral (%) -18,0 + 25,4 -16,9 £ 20,5 -5,67+21,8 -4,54 + 33,6
A E/A (%) 25,3+ 36,0 15,4 + 245 9,22 +£19,5 545+28,4
A TRIV (%) -5,03+£12,0 1,09 + 7,99 -1,31+ 14,2 -4,63+15,1
A E’ média (%) 1,26 + 13,9 5,83+15,7 4,36 £ 16,5 10,4 £ 15,6
A E/E’ média (%) -3,59 £19,7 -12,1+£12,0 -3,34+124 -14,3 + 10,3
A A’ média (%) -13,5 £19,7 4,29 + 43,3 3,73+233 4,29 + 22,3

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25% e 75%. CTL: SHR controle;
EXE: SHR submetido ao exercicio combinado; NAC: SHR submetido & N-acetilcisteina; EXENAC:
SHR submetido ao exercicio combinado e a N-acetilcisteina; n: nimero de animais. E: pico de
velocidade do fluxo de enchimento inicial; A: pico de velocidade do fluxo de enchimento tardio; TRIV:
tempo de relaxamento isovolumétrico; E’: pico de velocidade de deslocamento diastdlico inicial do
anel mitral; A’: pico de velocidade de deslocamento diastdlico tardio do anel mitral. ANOVA de duas
vias complementada com teste de Student-Newman-Keuls; 8: p<0,05 vs NAC.

Variaveis Anatdbmicas

A Tabela 11 mostra as variaveis corporais e cardiacas dos quatro grupos. O
VE/PC foi maior no grupo EXENAC em relacdo ao grupo NAC. O peso do VD,
VD/PC, atrios e éatrios/PC foram maiores nos grupos EXE e NAC em comparacéo

com o grupo CTL e nao diferiram em relagdo ao grupo EXENAC. A raz&o peso
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umido/peso seco do VD foi maior no grupo EXE vs. CTL. Essa razdo dos atrios foi

maior nos grupos EXE e NAC em relagao ao grupo CTL.

Tabela 11. Parametros corporais e cardiacos dos animais

CTL EXE NAC EXENAC
(n=12) (n=13) (n=13) (n=14)
PC (g) 369 + 15 366 + 24 370 + 24 365 * 26
VE (g) 1,06 + 0,08 1,09 + 0,06 1,01 0,13 1,07 + 0,08
VE/PC (g/kg) 2,87+0,18 3,00 £ 0,13 2,72 40,32 2,94+0,33 §
VD (9) 0,21 + 0,03 0,24 +0,02 * 0,24 +0,04 * 0,24 + 0,03
VD/PC (g/kg) 0,57 £ 0,07 0,65 + 0,05 * 0,65+0,11* 0,66 + 0,11
Atrios (9) 0,07 (0,07-0,09) 0,11 (0,10-0,12) * 0,10 (0,08-0,12) * 0,10 (0,09-0,11)
Atrios/PC (g/kg) 0,20 (0,18-0,23) 0,31 (0,28-0,32) * 0,28 (0,21-0,31) * 0,27 (0,23-0,29)
VE Gimido/seco 3,71 (2,82-3,81) 3,88 (3,54-4,09) 4,27 (3,49-4,69) 4,00 (3,68-4,21)
VD Gmido/seco 3,99 (3,56-4,27) 4,42 (4,25-4,70) * 4,12 (3,89-4,25) 4,16 (4,11-4,32)
Atrios imido/seco 3,73+ 0,66 4,34 +0,43 * 432+0,70* 4,75 £ 0,58

Pulm&o umido/seco 4,40 (4,18-4,47) 4,49 (4,40-4,56) 4,45 (4,26-4,57) 4,54 (4,38-4,63)

Figado imido/seco 3,13 (3,07-3,22) 3,21 (3,14-3,43) 3,12 (3,02-3,17) 3,17 (3,12-3,23)

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25% e 75%. CTL: SHR controle;
EXE: SHR submetido ao exercicio combinado; NAC: SHR submetido & N-acetilcisteina; EXENAC:
SHR submetido ao exercicio combinado e a N-acetilcisteina; n: nidmero de animais. PC: peso
corporal; VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito; ANOVA para esquema de dois fatores
complementada com teste de Bonferroni ou Kruskal-Wallis complementado com teste de Dunn;

*:p<0,05 vs CTL; #: p<0,05 vs EXE; §: p<0,05 vs NAC.

Analise Histoldgica
Na Tabela 12 estdo expressos os valores de diametro dos midcitos (Figura 2)
e fracao colagena intersticial (FCI) do miocardio do VE. O diametro dos midcitos e a

FCI n&o apresentaram diferencgas entre os grupos.
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Tabela 12. Diametro do miécito e fracdo colagena intersticial do miocéardio do
ventriculo esquerdo

CTL EXE NAC EXENAC
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Diametro (um) 16,1 +£1,70 15,9 + 3,03 15,5+2,48 16,7 + 2,43
FCI (%) 6,01 + 0,87 5,85+ 0,62 5,96 + 0,66 5,88 £ 0,87

Valores expressos em média e desvio padrdo. CTL: SHR controle; EXE: SHR submetido ao exercicio
combinado; NAC: SHR submetido a N-acetilcisteina; EXENAC: SHR submetido ao exercicio
combinado e a N-acetilcisteina; n: nimero de animais; FCI: fracdo colagena intersticial. ANOVA para
esquema de dois fatores complementada com teste de Bonferroni.

Figura 2 — Corte histoldgico do miocérdio do ventriculo esquerdo. A: didmetro dos midcitos, coloracéo
hematoxilina e eosina. B: tecido colageno, coloracéo picrosirius red. Aumento 40X. Barra 50 pm.
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SOD {nmol/mg prot.)

Atividade das Enzimas Antioxidantes

A Figura 3 apresenta os dados da atividade das enzimas antioxidantes no
miocardio. O grupo EXE apresentou maior atividade de catalase em comparacao
com os grupos CTL e EXENAC. As enzimas superoxido dismutase e a glutationa

peroxidase nédo apresentaram diferencas entre 0s grupos.
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Figura 3 - Atividade das enzimas antioxidantes no miocardio. CTL: SHR controle; EXE: SHR submetido ao
exercicio combinado; NAC: SHR submetido a N-acetilcisteina; EXENAC: SHR submetido ao exercicio combinado

e a N-acetilcisteina; GSH-Px: glutationa peroxidase; SOD: superdxido dismutase. ANOVA para esquema de dois

fatores complementada com teste de Bonferroni. *:p<0,05 vs.CTL; #:p<0,05 vs.EXE.
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Marcador do Estresse Oxidativo

A concentracao de hidroperoxido de lipideo foi menor no grupo NAC quando
comparado ao grupo CTL. No grupo EXE a concentragédo foi menor em relacado ao
CTL, mas ndo atingiu significancia estatistica. No entanto, o grupo EXENAC
apresentou menor concentracdo em relacdo aos grupos EXE e NAC (CTL: 210+48;

EXE: 182+43; NAC: 159+33; EXENAC: 110+23 nmol/g tecido) (Figura 4).
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Figura 4. Concentracéo de hidroperdxido de lipideo (LOOH) no miocardio. ANOVA para esquema de dois fatores

complementada com teste de Bonferroni. *. p<0,05 vs CTL; #: p<0,05 vs. EXE; §: p<0,05 vs NAC.

Expressdo Génica do Complexo Enzimatico NADPH Oxidase por RT-PCR em
Tempo Real

As expressfes da p22 phox (proteina transmembrana) e Nox2 (isoforma
cardiaca) foram maiores no grupo EXE em relacdo ao grupo CTL. A p47 phox
(subunidade reguladora citosolica da Nox2) apresentou-se menor no grupo EXE
comparado ao CTL. A Nox4 (isoforma cardiaca) nao diferiu entre os grupos (Tabela

13).
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Tabela 13. Avaliacdo da expressao génica de subunidades do complexo enzimatico
NADPH oxidase por RT-PCR em tempo real

CTL EXE NAC EXENAC
(n=10) (n=10) (n=10) (n=09)

p22 phox 0,93+ 0,46 1,31+£0,52 * 1,17 £ 0,31 1,24 £ 0,22

p47 phox 1,37 (0,66-1,66) 0,78 (0,61-1,04)* 1,07 (1,01-1,38) 1,06 (1,01-1,15)

Nox2 0,81 (0,55-1,25) 2,00 (1,23-3,16)* 1,31 (0,65-1,75) 1,76 (1,29-2,00)

Nox4 0,74 (0,65-1,00) 0,51 (0,30-0,91) 0,75 (0,51-0,88) 0,68 (0,60-0,87)

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25% e 75%. CTL: SHR
controle; EXE: SHR submetido ao exercicio combinado; NAC: SHR submetido a N-acetilcisteina;
EXENAC: SHR submetido ao exercicio combinado e a N-acetilcisteina; n: nimero de animais.
ANOVA para esquema de dois fatores complementada com teste de Bonferroni ou Kruskal-Wallis

complementado com teste de Dunn. *: p<0,05 vs CTL.

Tabela 14. Expressado miocéardica de proteinas MAPK

CTL EXE NAC EXENAC
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
p-ERK/ERK 1,00 +£0,21 0,89 +0,21 0,88 + 0,26 0,95+ 0,22
ERK p-ERK/GAPDH 1,00 £ 0,36 0,99 + 0,27 0,91+0,29 0,95+0,20
ERK/GAPDH 1,00 £ 0,18 1,16 £ 0,23 1,06 £ 0,09 1,05+0,21
p-INK/INK 1,00 £ 0,13 1,13+0,17 1,07 £0,17 0,93+0,23#
JNK  p-JNK/GAPDH 1,00 + 0,16 1,26 +0,28 * 1,24 +0,28 1,01 £0,15#
JNK/GAPDH 1,00 £ 0,15 1,11 £ 0,16 1,15+ 0,15 1,11+0,19
p-P38/ P38 1,00 £ 0,10 1,10+ 0,14 1,02 +£0,14 0,98 £ 0,13

P38 p-P38/GAPDH 0,97 (0,72-1,14) 1,10 (0,90-1,55) 0,99 (0,85-1,26) 0,93 (0,82-1,45)

P38/GAPDH 0,84 (0,76-1,34) 1,17 (1,11-1,89) 0,96 (0,85-1,31) 0,90 (0,81-1,31)

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25% e 75%. CTL: SHR
controle; EXE: SHR submetido ao exercicio combinado; NAC: SHR submetido a N-acetilcisteina;
EXENAC: SHR submetido ao exercicio combinado e a N-acetilcisteina; n: nimero de animais.
ANOVA para esquema de dois fatores complementada com teste de Bonferroni ou Kruskal-Wallis
complementado com teste de Dunn.*: p<0,05 vs. CTL; #: p<0,05 vs. EXE.
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Avaliacdo da Expressao Proteica por Western Blot

A quantificagéo das MAPK e do NF-kB por Western blot estdo dispostas nas
Tabelas 14 e 15. A expressao proteica p-JNK/IJNK foi menor no grupo EXENAC
guando comparado ao grupo EXE, e a p-JNK/GAPDH foi maior no grupo EXE
quando comparados aos grupos CTL e EXENAC. As proteinas ERK e P38, nas
formas fosforilada e total, assim como, a JINK/GAPDH néo apresentaram diferencas
entre os grupos. A proteina IkB, na sua forma fosforilada (p-IkB/GAPDH),
apresentou maior expressao no grupo EXE quando comparados aos grupos CTL e

EXENAC. As demais isoformas das NF-kB néo diferiram entre os grupos.

Tabela 15. Expressao miocardica de proteinas NF-kB e IkB

CTL EXE NAC EXENAC
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)

p-NF-kB (p65)/NF-kB (p65) 1,00 £0,12 0,93+0,12 1,02+0,13 0,99+0,13
NF-kB

o5y PNF-KE (p65)/GAPDH 1,0040,18 1,07+021 115+013 1,07 +0,20
NF-kB (p65)/GAPDH 1,0040,23 1,13+019 113+021 1,08+0,21
p-IKB/IKB 1,0040,17 095+030 092+018 0,84+0,16

KB IkB/IGAPDH 1,00+0,36 126+042* 1,19+0,19 0,90+ 0,18 #
IKB/GAPDH 1,0040,29 113+015 1,17+016 0,97 % 0,22

Valores expressos em média e desvio padrédo. CTL: SHR controle; EXE: SHR submetido ao exercicio
combinado; NAC: SHR submetido a N-acetilcisteina; EXENAC: SHR submetido ao exercicio
combinado e a N-acetilcisteina; n: nimero de animais. ANOVA para esquema de dois fatores

complementada com teste de Bonferroni. *: p<0,05 vs. CTL; #: p<0,05 vs.EXE.

Resultados 42



Discussao



Neste estudo, foram investigados os efeitos do exercicio fisico aerdbico
combinado ao resistido associado a NAC nas estruturas e funcao cardiaca em ratos
espontaneamente hipertensos.

A linhagem de ratos espontaneamente hipertensos tem sido comumente
utilizada em estudos experimentais, por ser um modelo experimental de HAS similar
em muitos aspectos a hipertensdo primaria do homem. Estes ratos foram
desenvolvidos através de reproducédo genética em 1963 por Okamoto e Aoki®, cujos
resultados foram animais naturalmente hipertensos.%-¢8 Estes animais desenvolvem
precocemente elevacdo da PA com hipertrofia do VE do tipo concéntrica, o que
permite manutencao da funcao sistélica normal, apesar da hipertensao arterial.%8-°

As adaptagbes neurais, hormonais, cardiovasculares e respiratorias
promovidas mediante a pratica de exercicios fisicos sdo evidentes, tanto em ratos
guanto em humanos.”® O exercicio fisico tem demonstrado importante papel na
promocao da saude e no tratamento ndo farmacoldgico para o controle dos fatores
de risco para doencas cardiovasculares. A pratica regular de exercicio resulta na
melhora da composicdo corporal, da funcdo endotelial, na hipertenséo arterial, na
capacidade antioxidante e na capacidade fisica.?® 7172

Neste estudo, o protocolo de exercicio aerdbio utilizado € considerado de
intensidade moderada e foi adaptado de Moreira et al.*® A capacidade fisica foi
avaliada através do teste de tolerancia ao exercicio fisico, com aumento gradativo
da velocidade da esteira para ratos até a exaustdo dos animais. Os ratos dos grupos
submetidos ao exercicio fisico aerébio apresentaram maior capacidade fisica que os
demais animais ap0s o periodo de treinamento.

Em relacdo ao exercicio resistido, foi utilizado o protocolo adaptado de Leite

et al.**4’, composto por quatro subidas na escada adaptada para ratos com cargas
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correspondentes a 50%, 75%, 90% e 100% da CM atingida, inicialmente
estabelecida para cada rato. Ao final das 8 semanas de exercicio, 0S grupos
treinados apresentaram maior capacidade de CM que os animais néo treinados.

Evidéncias atuais afirmam que o exercicio fisico, nas suas diversas
modalidades e intensidades, melhora a capacidade funcional, além de promover
adaptacdes e beneficios na PA tanto em animais experimentais como em individuos
hipertensos.?®> Neste estudo o exercicio ndo influenciou a PA dos grupos. Resultados
semelhantes foram observados por Pagan et al.”?, em SHR com 16 meses de idade,
apos 16 semanas de treinamento.

A avaliacdo pelo ecocardiograma permitiu analisar, de maneira evolutiva, as
estruturas e funcdes cardiacas para determinar o comprometimento dessas variaveis
causadas pela hipertensdo nao controlada. Anteriormente aos protocolos de
tratamento foi realizado ecocardiograma (dados ndo apresentados) para garantir a
distribuicdo uniforme entre os grupos estudados. Ao final do periodo experimental,
apos dois meses de exercicios e suplementacdo com NAC, foi realizado um novo
exame. O ecocardiograma mostrou algumas altera¢des entre os grupos, no entanto
nao foram alteracdes consistentes. Os protocolos de exercicios e suplementacao
com NAC isoladamente ndo foram capazes de promover alteracdes na geometria do
ventriculo esquerdo.

No estudo da variacdo da cavidade ventricular esquerda (DDVE/PC),
observamos que o exercicio fisico associado a NAC foi eficiente em reestabelecer
as alteracbes promovidas pelos tratamentos de maneira isolada, sugerindo melhora
do VE. A funcéo sistdlica do VE avaliada por VEPP mostrou que o grupo EXENAC

foi melhor que o EXE. Observando as variaveis E' média, E/E’ média e A’ média,
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ficou evidenciado que o exercicio fisico e a NAC, de maneira isolada, melhorou a
funcéo diastdlica do VE.

Foi observado que animais dos grupos EXE e NAC apresentaram maiores
valores de VD, VD/PC, atrios, atrios/PC, VD umido/seco e atrios umido/seco em
relacdo ao grupo CTL. Os valores destas variaveis no grupo EXENAC néo diferiram
em relacdo aos grupos EXE e NAC. Portanto, o exercicio e a NAC induziram
aumento do peso do VD e atrios. Schultz et al.”® demonstraram que o exercicio
excessivo, no estado hipertensivo ndo tratado, pode ter efeitos deletérios no
remodelamento cardiaco e pode realmente acelerar a progressao para IC. Sendo
assim, de acordo com estas evidéncias, ressalta-se a importancia da realizacdo de
exercicios de forma gradativa, sistematizada, que respeite as limitagcdes funcionais,
reduzindo os possiveis efeitos deletérios que podem agravar ainda mais 0 processo
de remodelamento cardiaco induzido pela hipertenséao.

Na analise morfométrica foi avaliado o diametro dos midcitos e a fracdo de
colageno intersticial e os grupos ndo apresentaram diferencas entre eles. Podemos
destacar entdo que em nosso trabalho o exercicio e a NAC néo influenciaram estas
variaveis. Respostas adversas foram encontradas na literatura, no mesmo estudo
supracitado, Schultz et al.”® evidenciaram que o exercicio excessivo, além de
acelerar a progresséao da IC, aumentou o contetdo de colageno, a area transversal e
o volume dos miécitos. Por outro lado, Rossoni et al.”* com protocolo de exercicios
de baixa intensidade em SHR idosos, observaram diminui¢cdo da fracdo de colageno
intersticial, sem alteracdo da area dos midcitos, apos 13 semanas de treinamento.

O estresse oxidativo pode ser definido como um desequilibrio entre a
producdo de EROs e dos agentes antioxidantes. Neste estudo, nos avaliamos o

marcador da peroxidacdo lipidica, hidroperoxido de lipideo (LOOH), e a
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concentragdo deste marcador foi menor nos grupos suplementados com NAC.
Observou-se diminuicdo ainda mais intensa quando a NAC foi associada ao
exercicio. O grupo tratado apenas com exercicio combinado apresentou reducédo na
concentracdo de LOOH, mas ndo atingiu significancia estatistica em relagcdo ao
grupo CTL. Assim, a NAC teve acdo importante na reducdo do marcador de
peroxidacéo lipidica e, quando associada ao exercicio combinado, seu efeito foi
ainda mais evidente. No estudo anterior do nosso grupo, observamos também que a
NAC reduziu a concentracdo de LOOH em ratos com estenose aodrtica.®®

Os radicais livres produzidos nos processos metabodlicos ativam o0s
mecanismos de defesa antioxidante na tentativa de controlar o complexo sistema
das EROs. No presente estudo foi avaliado a capacidade antioxidante das enzimas
superoxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase, e o0s resultados
demonstraram que, no grupo EXE o aumento da atividade da enzima catalase foi
acompanhado de reducdo nao significante do LOOH. Os grupos NAC e EXENAC
nao apresentaram aumento da atividade das enzimas antioxidantes e, no entanto,
reduziram o LOOH. Isso demonstra que o exercicio foi benéfico para a capacidade
antioxidante do miocardio, porém o aumento da catalase néo foi efetivo em reduzir o
LOOH no grupo EXE; resultados semelhantes foram vistos no estudo de Pagan et
al.” No entanto, em ratas normotensas e hipertensas, ovariectomizadas com 10
semanas de idade, foram observadas reducdo do marcador de peroxidacao lipidica
e aumento da atividade da enzima catalase em ambos 0s grupos treinados, sem
diferenca entre os grupos normotenso e hipertenso.’®

A familia de enzimas da NADPH oxidase com suas subunidades cataliticas
(Nox), podem produzir espécies reativas de oxigénio que estdo envolvidas na

fisiopatologia da hipertensdo e aterosclerose.'%1477 Para avaliar o potencial papel da
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NADPH oxidase no aumento do estresse oxidativo, foram analisadas a expressao
génica de Nox2 e Nox4, assim como as principais isoformas cardiacas, p22 phox
(proteina transmembrana) e p47 phox (subunidade reguladora citosélica). Observou-
se aumento na expressao da p22 phox e da Nox2 no grupo EXE em comparacao ao
grupo CTL. O estudo de Li et al., afirma que o aumento da atividade e expresséo da
NADPH oxidase estd associado a hipertrofia ventricular esquerda em modelos
experimentais de sobrecarga de pressdo, ocasionado pelo aumento do estresse
oxidativo destas subunidades.”® Em contrapartida, observou-se diminuicdo na
expressdo da subunidade citosolica p47 phox no grupo EXE em comparacdo ao
grupo CTL. A fosforilacdo deste sitio citosolico é uma etapa fundamental na ativacao
da NADPH oxidase, e a reducdo na sua expressdo pode ser explicada pela
existéncia de outros componentes com sitios de fosforilacdo, tais como, p67 phox e
p40 phox, embora a fosforilagdo do componente p47 phox tenha sido alvo do nosso
estudo por ser o sitio de fosforilagdo mais estudado na literatura.”

Muitas vezes 0 aumento do estresse oxidativo favorece a ativacéo das vias de
sinalizacdo intracelular do fator nuclear kappa B (NF-kB) e das proteinas quinases
ativadas por mitdgenos (MAPK), que estdo envolvidas em varias atividades celulares
presentes no processo de remodelamento cardiaco, tais como expressdo génica,
mitose, apoptose e diferenciacdo celular. No nosso estudo foram avaliados os
principais membros da via MAPK, a ERK, a JNK e a p38.8° De acordo com Zhang et
al.,8! a ERK catalisa a fosforilacédo de fatores de transcricdo que estimula a sintese
de proteina e o crescimento celular. A JNK e a p38 estdo envolvidas no processo
apoptético, na sintese de citocinas inflamatérias e fibrose.

Nossos dados mostram aumento da fosforilacdo da JNK no grupo EXE e

restauracédo destes valores no grupo EXENAC. O estudo de Zhang et al.®! relata que
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a JNK pode mediar a resposta hipertréfica, assim como a ERK e a p38 devido a
acao na via de proliferacdo celular e apoptose. Em nosso estudo, o aumento do
estresse oxidativo pode ter ativado a sinalizacdo da p-JNK no grupo EXE que
provavelmente foi atenuado pelo tratamento com NAC reduzindo o estresse
oxidativo no grupo EXENAC. Pagan et al.”> sugerem descobertas importantes sobre
o efeito cardioprotetor ligado ao exercicio fisico, correlacionando as MAPKs com os
mecanismos responsaveis pelas alteracdes que ocorrem no muasculo cardiaco
durante processos inflamatérios e/ou estimulos como o exercicio fisico.

A via do NF-kB é importante na transducao de sinais e é sensivel ao estresse
oxidativo. Em nosso estudo, foi avaliado também a subunidade p65 da via NF-kB e
seu inibidor 1kB. Nossos dados mostram aumento da fosforilacdo da IkB no grupo
EXE e restauracao destes valores no grupo EXENAC. A fosforilagdo do IkB estimula
a liberacdo do NF-kB proporcionando a ativagao e translocagao dos heterodimeros
do NF-kB para o nucleo celular enquanto o IkB é degradado®. Os nossos dados
mostram que a subunidade p65 nao foi diferente entre os grupos, e que o IkB
fosforilado estd aumentado por influéncia do exercicio no grupo EXE, porém quando
houve associacdo do exercicio com o antioxidante (NAC) observamos a
normalizacdo desses valores. Portanto, o aumento da p-IkB no grupo exercitado
pode sinalizar a ativagcdo de genes envolvidos nos processos inflamatérios e
hipertroficos e, quando associado a NAC, foi capaz de inibir a ativacdo destes
genes.

Sado claros os prejuizos funcionais induzidos pela sobrecarga cronica de
pressdo imposta pela HAS, e o evidente processo de remodelamento cardiaco
ocasionado por isso. No entanto, foi observado que o exercicio fisico é capaz de

modular as complexas vias de sinalizagdo atenuando o remodelamento cardiaco

Discussao 49



com melhora da funcdo contrétil e reducdo dos niveis pressoricos em ratos
hipertensos ap6s seis semanas de exercicios de baixa intensidade.®
Resumidamente, a melhora de alguns parametros estruturais e da funcgéo
cardiaca observada no grupo EXENAC, pode estar associada a reducdo da
expressao da p-JNK e da p-1kB e da atenuacao do marcador da peroxidacdo lipidica.
Os nossos achados demonstram resposta adaptativa positiva ao treinamento fisico

associado a NAC no remodelamento cardiaco dos animais hipertensos.
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Conclusao



O exercicio fisico aerObico combinado ao resistido associado a N-
acetilcisteina em ratos espontaneamente hipertensos atenua o remodelamento
cardiaco, que esta associado ao aumento da tolerancia ao esforgo fisico aerébico e
resistido. Além disso, proporciona efeito cardioprotetor caracterizado pela diminuicao
do marcador de estresse oxidativo e diminuicdo da expressao proteica da p-JNK e p-

IkB.
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