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Now this is not the end.
It is not even the beginning of the end.
But it is, perhaps, the end of the beginning.

(Winston Churchill)
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RESUMO



Introdugdo: A insuficiéncia cardiaca caracteriza-se por reducdo da capacidade
fisica com ocorréncia precoce de fadiga e dispneia. Alteracées da musculatura
esquelética tém sido responsabilizadas, pelo menos parcialmente, pelos sintomas.
Embora aumento do estresse oxidativo participe da fisiopatologia das alteracdes
musculares, as fontes de geracdo de espécies reativas de oxigénio e suas vias de
sinalizacdo intracelular ainda nao foram completamente elucidadas. Estudos
sugerem que as proteinas quinases ativadas por mitégeno (MAPK) e proteinas da
via do fator nuclear-xB (NF-kB) estejam envolvidas na resposta muscular ao
estresse oxidativo. Atualmente, as diretrizes recomendam a prética regular de
exercicios fisicos para pacientes com insuficiéncia cardiaca estdvel. Os efeitos do
exercicio aerébio sobre a capacidade fisica e a musculatura esquelética durante
sobrecarga pressorica persistente do ventriculo esquerdo nao foram esclarecidos.
Neste estudo avaliamos a influéncia do exercicio aerdbio sobre o estresse
oxidativo, as MAPK e o NF-kB no musculo séleo de ratos com insuficiéncia
cardiaca induzida por estenose adrtica. Métodos: Vinte semanas apds inducdo de
estenose adrtica, ratos Wistar foram alocados nos grupos controle sedentdrio (C-
Sed, n=22), controle exercitado (C-Ex, n=19), estenose adrtica sedentario (EA-Sed,
n=18) e estenose adrtica exercitado (EA-Ex, n=18). Exercicio fisico foi realizado
em esteira, 5 vezes por semana, durante 8 semanas. A capacidade fisica foi
avaliada por teste de esforco maximo em esteira antes e apds o periodo de
exercicio. Ecocardiograma transtoracico foi realizado antes e apds o treinamento.
A atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase, glutationa
peroxidase e catalase e a concentracdo do hidroperdxido de lipideo foram
avaliados por espectrofotometria. A atividade da NADPH oxidase foi analisada pela
reducdo de lucigenina e a expressdo génica de suas subunidades NOX 2, NOX 4,
p22Phc e p47P"* por qPCR. A geracdo total de espécies reativas de oxigénio foi
quantificada por HPLC e a expressdo proteica por Western blot. Analise
estatistica: analise de variancia para o esquema fatorial 2 X 2 complementada
pelo teste de Tukey ou teste de Mann-Whitney (valor de p x 2). Nivel de
significancia: 5%. Resultados: O treinamento fisico melhorou a capacidade
funcional sem alterar as estruturas cardiacas ou a funcdo do ventriculo esquerdo.

O estresse oxidativo foi maior no grupo EA-Sed que no C-Sed e foi normalizado
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pelo exercicio. A atividade das enzimas antioxidantes superéxido dismutase e
glutationa peroxidase mostrou-se alterada no grupo EA-Sed e foi restaurada pelo
exercicio fisico. A atividade da NADPH oxidase e a expressdo génica de suas
subunidades nao diferiram entre os grupos EA-Ex e EA-Sed. O exercicio fisico
modulou as proteinas MAPK JNK e pERK no grupo EA-Ex e ndo alterou a
expressao de proteinas da via do NF-xB. Conclusdes: O exercicio fisico melhora a
capacidade funcional de ratos com estenose adrtica independentemente de
alteracdo das estruturas cardiacas ou funcdo ventricular esquerda. No musculo
séleo, o exercicio fisico reduz o estresse oxidativo, preserva a atividade de enzimas
antioxidantes e modula a expressao das MAPK JNK e pERK, sem alterar a atividade
da enzima NADPH oxidase, a expressdo génica de suas subunidades ou a expressao

de proteinas da via NF-kB.

Palavras-Chave: Insuficiéncia cardiaca; estresse oxidativo; exercicio fisico; musculo

esquelético.
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SUMMARY



Introduction: Heart failure is characterized by reduced physical capacity with
early occurrence of fatigue and dyspnea. Skeletal muscle abnormalities have been
considered responsible, at least partially, for the symptoms. Although increased
oxidative stress participates in the pathophysiology of muscle abnormalities,
sources of reactive oxygen species generation and their intracellular signaling
pathways are not completely elucidated. Studies suggest that mitogen-activated
protein kinases (MAPK) and the nuclear factor-kappaB (NF-kB) pathway are
involved in muscle response to oxidative stress. Currently, guidelines recommend
regular physical exercise for patients with stable heart failure. The effects of
aerobic exercise on physical capacity and skeletal muscle changes during left
ventricular persistent pressure overload have not been established. In this study,
we evaluated the influence of aerobic exercise on oxidative stress, the MAPK and
the NF-kB pathway in the soleus muscle of rats with aortic stenosis-induced heart
failure. Methods: Twenty weeks after aortic stenosis induction, rats were assigned
into four groups: sedentary control (C-Sed, n=22), exercised control (C-Ex, h=19),
sedentary aortic stenosis (AS-Sed, n=18) and exercised aortic stenosis (AS-Ex,
n=18). Exercise was performed on a treadmill, 5 times a week for 8 weeks.
Physical capacity was assessed by maximal exercise test on a treadmill before and
after the exercise period. Transthoracic echocardiography was performed before
and after training. Activity of the antioxidant enzymes superoxide dismutase,
glutathione peroxidase, and catalase, and lipid hydroperoxide concentration were
evaluated by spectrophotometry. NADPH oxidase activity was analyzed by
reduction of lucigenin and gene expression of its subunits NOX 2, NOX 4,
p22phox, and p47phox by qPCR. Total generation of reactive oxygen species was
measured by HPLC and protein expression by Western blot. Statistical analysis:
analysis of variance for factorial 2 X 2 and Tukey test or Mann-Whitney test (p x
2 value). Significance level: 5%. Results: Physical exercise improved functional
capacity without changing cardiac structures or left ventricle function. Oxidative
stress was higher in EA-Sed group than C-Sed and EA-Ex groups. The activity of
the antioxidant enzymes superoxide dismutase and glutathione peroxidase was
changed in the EA-Sed group and restored by exercise in the EA-Ex group. The

NADPH oxidase activity and gene expression of its subunits did not differ between
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EA-Ex and EA-Sed groups. Exercise modulated the MAPK total JNK and
phosphorylated ERK proteins in the EA-Ex group and did not change protein
expression of the NF-kB pathway. Conclusions: Physical exercise improves
functional capacity of stenosis aortic rats independent of changes in cardiac
structures or left ventricular function. In the soleus muscle, exercise reduces
oxidative stress, preserves the activity of antioxidant enzymes and modulates
protein expression of the MAPK total JNK and phosphorylated ERK. NADPH
oxidase activity and gene expression of its subunits or protein expression of the

NF-kB pathway are not changed by physical exercise.

Keywords: Heart failure; oxidative stress; physical exercise; skeletal

muscle.
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A insuficiéncia cardiaca representa importante problema de satde
publica por ser condicdo de alta prevaléncia e elevada morbimortalidade e custos
financeiros, tanto em paises desenvolvidos como em desenvolvimento '. De
acordo com a American Heart Association, 5,1 milhdes de americanos acima de 20
anos tém insuficiéncia cardiaca, projecdes estimam que, em 2030, a prevaléncia
de insuficiéncia cardiaca serd 25% maior do que a observada em 2013 % No
Brasil, as doencas cardiovasculares sdao as principais causas de morte, sendo
responsdveis por cerca de 20% de todas as mortes em individuos acima de 30
anos 3. Dados do Sistema Unico de Saude mostram que, dentre as doencas
cardiovasculares, a insuficiéncia cardiaca é a causa mais frequente de internacao
hospitalar *°.

A insuficiéncia cardiaca caracteriza-se, clinicamente, por reducdo da
capacidade para exercicios fisicos e atividades cotidianas, devido a ocorréncia
precoce de fadiga e dispneia aos esforcos .

Os mecanismos fisiopatoldgicos responsaveis pela intolerancia ao
exercicio envolvem alteracdes cardiacas, pulmonares e ventilatdrias, neuro-
humorais, endoteliais e da musculo esqueléticas **°.

Nas ultimas duas décadas, o conjunto das alteracdes intrinsecas da
musculatura esquelética que ocorrem em doentes com insuficiéncia cardiaca
cronica, denominado miopatia associada a insuficiéncia cardiaca, tem se destacado
como uma importante causa de intolerancia aos exercicios fisicos. Diversas
anormalidades como reducdo da massa muscular, alteracdo na proporc¢io dos
tipos de fibras e das cadeias pesadas de miosina, diminuicdo da atividade de
enzimas de metabolismo oxidativo e de geracdo de ATP, e atraso na ressintese de
compostos de alta energia estdo entre as evidéncias que sugerem relacdo entre
disfuncdo musculo-esquelética e intolerancia aos exercicios na insuficiéncia
cardiaca cronica °.

Os fatores responsdveis pela miopatia associada a insuficiéncia
cardiaca ainda ndo estdo completamente esclarecidos. Aumento do estresse

oxidativo tem sido considerado importante fator no desenvolvimento de

alteracoes musculares durante a insuficiéncia cardiaca.
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O estresse oxidativo ocorre por desequilibrio entre os sistemas

% Ha substancial

oxidante e antioxidante, com predominancia do primeiro
evidéncia que o estresse oxidativo esta aumentado tanto no miocdrdio como em
nivel sistémico, inclusive na musculatura esquelética, durante a insuficiéncia
cardiaca '> ', Mais recentemente, o papel do estresse oxidativo em anormalidades
do musculo esquelético tem sido explorado como mecanismo de progressao da
insuficiéncia cardiaca, sendo relacionado a hipoperfusdo periférica em
consequéncia de baixo débito cardiaco e disfuncdo endotelial periférica *°. No
musculo esquelético, o sistema de enzimas antioxidantes, composto pelas enzimas
superdxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPX) e catalase (Cat),
protege as células das acdes de espécies reativas de oxigénio (EROs) ®. Em estudos
clinicos e experimentais, foi observado que a expressdo e atividade de enzimas
antioxidantes encontram-se reduzidas no musculo esquelético durante a
insuficiéncia cardiaca > *°.

Embora o aumento do estresse oxidativo na musculatura esquelética
durante a insuficiéncia cardiaca jd esteja bem caracterizado, as fontes de geracao
de EROs, assim como as vias de sinalizacdo pelas quais o estresse oxidativo leva a
alteracées da musculatura esquelética, ainda ndo estdo completamente
esclarecidas. A NADPH oxidase (NOX) constitui importante fonte geradora de
EROs. O complexo NADPH oxidase foi originalmente identificado e caracterizado
em fagocitos, onde a enzima exerce papel essencial na defesa do hospedeiro
contra microorganismos. Em condicdes fisioldgicas, a NADPH oxidase é quiescente.
Entretanto, quando se torna ativada durante a contracdo muscular ou por
estimulos infecciosos e pré-inflamatérios, a NADPH oxidase pode gerar grandes
quantidades do anion radical superdxido, que pode ser convertido em peréxido de
hidrogénio (H,0,) pela enzima antioxidante superéxido dismutase '’. Nos ultimos
anos, varios homdlogos da subunidade catalitica NOX2 de fagdcitos foram
descritos em diversos tecidos, incluindo o musculo esquelético, onde sdo expressas
duas isoformas, as NOX2 e NOX4 '*2°, Estas isoformas diferem entre si quanto ao
modo de ativacdo, a interacdo com a proteina transmembrana p22°" e a
necessidade adicional de fatores de maturacdo e ativacdo. A NOX2 forma

complexo com a p22°" cuja ativacdo depende da ligacdo com as subunidades
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regulatorias citosdlicas p477"* e p677"* 21, Diferentemente das outras isoformas,
a NOX4 é constitutivamente ativa e independente de proteinas citosdlicas
regulatdrias ou ativadoras **.

Na insuficiéncia cardiaca, hd poucos trabalhos sobre o complexo
NADPH oxidase. Embora tenha sido identificado aumento na atividade da NADPH
oxidase no miusculo plantar de ratos * e em miusculos esqueléticos de

2 ndo encontramos alteracdo em sua atividade no

camundongos infartados
musculo séleo de ratos infartados com insuficiéncia cardiaca *°. Nao identificamos
na literatura trabalhos avaliando o complexo NADPH oxidase na musculatura
esquelética em outros modelos experimentais de insuficiéncia cardiaca.

Quanto as vias de sinalizacdo pelas quais o estresse oxidativo leva a
alteracées da musculatura esquelética, ha evidéncias que as vias das proteinas
quinases ativadas por mitégeno (MAPKs) e do fator nuclear-«B (NF-kB) podem

25 Em nosso

estar envolvidas na resposta muscular ao estresse oxidativo
laboratdrio, avaliamos a participacdo das MAPK e do NF-kB na resposta do tecido
muscular esquelético ao estresse oxidativo de ratos infartados com insuficiéncia
cardiaca cronica. Observamos reducdo da atividade das enzimas antioxidantes
glutationa peroxidase e superdxido dismutase no musculo séleo que, associada a
preservacdo da atividade da NADPH oxidase, sugere aumento do estresse
oxidativo no musculo esquelético '°. Além disso, o aumento do estresse oxidativo
foi associado a alteracdo na expressao de proteinas das vias MAPK e do NF-kB °.
Estenose aodrtica ascendente em ratos jovens tem sido considerada
bom modelo para estudo da insuficiéncia cardiaca experimental *” 2% Neste
modelo, clip de prata ndo obstrutivo é colocado ao redor da aorta ascendente. A
medida que os animais crescem, passam a manifestar a estenose adrtica e a
desenvolver hipertrofia ventricular esquerda concéntrica e disfuncdo diastdlica.
Mais tardiamente, ocorrem reducdo do desempenho ventricular sistdlico e
insuficiéncia cardiaca 2°33. Além disso, a estenose adrtica ascendente tem se
mostrado bom modelo para estudo das alteracées da musculatura esquelética
durante a insuficiéncia cardiaca. Sousa et al. ** observaram aumento das cadeias

pesadas de miosina Ila, decréscimo da capacidade oxidativa e alteracdo na funcao

mitocondrial no musculo séleo de ratos com insuficiéncia cardiaca induzida por
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estenose aodrtica. Em nosso laboratoério, verificamos atrofia muscular, alteracdo
na distribuicdo dos tipos de fibras e das isoformas das cadeias pesadas de miosina,
e anormalidades na expressdo génica de metaloproteases e de fatores de
regulacdo miogénica em musculos esqueléticos de ratos com estenose adrtica e
insuficiéncia cardiaca 33> 3¢,

Atualmente, ndo ha terapia farmacolégica disponivel para
tratamento das alteracdes musculares que ocorrem durante a insuficiéncia
cardiaca. Assim, ha grande interesse no desenvolvimento de estratégias para
prevencdo e tratamento da progressiva deterioracdo muscular associada a
insuficiéncia cardiaca.

O exercicio fisico tem sido considerado importante terapia nao
farmacoldgica na prevencdo e reabilitacdo de muitas doencas cardiovasculares.

Mais recentemente, diretrizes internacionais 3" 3% e nacionais *°

passaram a
preconizar a pratica regular de exercicios fisicos para pacientes estdveis, com
insuficiéncia cardiaca em classes funcionais I a III de acordo com a classificacdo
da New York Heart Association. De acordo com a Diretriz Brasileira de
insuficiéncia cardiaca *°, exercicio fisico deve ser estimulado para todos os
pacientes com insuficiéncia cardiaca estdvel que sejam capazes de participar de
programa de treinamento fisico.

O exercicio fisico pode afetar positivamente o consumo maximo de
oxigénio (VO,m.), a capacidade fisica, e as fungdes cardiaca, autonomica do
sistema nervoso, muscular e vascular periférica > *°. A intensidade da atividade
fisica que promove mais beneficios durante a insuficiéncia cardiaca ainda nao estd
bem definida *'. O exercicio continuo de intensidade moderada, que pode ser
mantido por 30 minutos ou mais, tem sido tradicionalmente recomendado para
tratamento de doencas cardiovasculares, pois melhora a capacidade funcional na
insuficiéncia cardiaca e reduz a frequéncia de internacbes hospitalares e de
mortalidade cardiaca *>*.

Entre os efeitos benéficos do exercicio fisico, destaca-se sua acido
antioxidante, uma vez que o exercicio promove aumento na expressao de enzimas
antioxidantes. O aumento na atividade de enzimas antioxidantes pode ser

observado em varios tecidos em decorréncia de treinamento tanto aerdbio como
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anaerébio. Os radicais livres produzidos durante a contracdo muscular atuam
como moléculas de sinalizacdo, estimulando a expressao génica e aumentando a
atividade de enzimas antioxidantes. Adicionalmente, modulam outras vias de
protecdo ao estresse oxidativo promovendo, por exemplo, aumento de enzimas
reparadoras do DNA nos musculos esqueléticos '’. Poucos estudos avaliaram os
efeitos do treinamento fisico sobre as fontes produtoras de EROs. Adams et al. **
observaram reducdo da expressdo das subunidades do complexo enzimatico
NADPH oxidase na artéria mamdria interna esquerda em pacientes com doenca
arterial coronariana apds periodo de exercicio fisico em cicloergobmetro por
quatro semanas.

Também em modelos experimentais de insuficiéncia cardiaca, o
exercicio fisico resulta em efeitos benéficos **. Por exemplo, ratos com
insuficiéncia cardiaca submetidos a corrida em esteira em intensidade moderada
durante oito semanas apresentaram atenuacdo do estresse oxidativo no musculo
esquelético e da ativacdo do sistema ubiquitina-proteossoma *.

Embora sejam evidentes os beneficios do exercicio, nao estdo
completamente identificados os mecanismos moleculares pelos quais o
treinamento fisico melhora a musculatura esquelética na insuficiéncia cardiaca.
Nédo identificamos trabalhos que tenham avaliado os efeitos do exercicio fisico
sobre o estresse oxidativo e as vias de sinalizacdo das MAPK e do NF-xB na IC.
Neste trabalho, testaremos a hipdtese que as MAPK e o NF-xB participam da
resposta muscular ao aumento do estresse oxidativo durante a insuficiéncia
cardiaca e que o treinamento fisico pode atenuar alteragbes nestas vias

sinalizadoras.
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Objetivo Geral

Avaliar a influéncia do exercicio fisico aerdbio continuo sobre o
estresse oxidativo e as vias de sinalizacio das MAPK e do NF-kB na musculatura

esquelética de ratos com insuficiéncia cardiaca induzida por estenose adrtica.

Objetivos Especificos

1. Avaliar a atividade de enzimas antioxidantes e quantificar a geracdo de
espécies reativas de oxigénio no musculo esquelético séleo de ratos com
insuficiéncia cardiaca crénica induzida por estenose adrtica;

2. Analisar a atividade da NADPH oxidase e a expressdo génica de suas
subunidades;

3. Quantificar a expressdo de proteinas das vias das MAPK e do NF-kB;

4. Verificar se exercicio fisico aerdbio de intensidade moderada em esteira
atenua ou previne alteragdées musculares e se este potencial efeito benéfico é

mediado pelas vias estudadas.
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Grupos experimentais

Neste estudo foram utilizados ratos Wistar machos, com peso
corporal entre 90 a 100 g, provenientes do Biotério do Campus de Botucatu da
Universidade Estadual Paulista (UNESP). Os animais foram mantidos em gaiolas
coletivas, com quatro ratos por caixa, em ambiente com temperatura controlada
(24 + 2 °C) e com ciclos de luminosidade de 12 h, e alimentados com racdo
comercial Purina e dgua ad /ibitum. O protocolo experimental foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacio Animal da Faculdade de Medicina de
Botucatu, UNESP.

Para a inducdo da estenose adrtica, os animais foram anestesiados
com cloridrato de cetamina (50 mg/kg intramuscular) e cloridrato de xilazina (10
mg/kg intramuscular) e submetidos a toracotomia mediana. A seguir, a aorta
ascendente foi dissecada e um clipe de prata, com 0,6 mm de diametro interno,
foi colocado a aproximadamente 3 mm da raiz da aorta . Durante a cirurgia, os
ratos foram ventilados manualmente a pressao positiva. Os animais pertencentes
ao grupo controle foram submetidos ao mesmo procedimento cirurgico, porém
sem a colocacdo do clipe.

Estudos prévios de nosso laboratério mostraram que, neste modelo
experimental, IC manifesta-se em periodo varidvel entre 18 e 28 semanas apds a
inducdo da estenose adrtica > *> *>. Portanto, 18 semanas apds a cirurgia, os
animais foram submetidos a ecocardiograma transtoracico para determinar o
grau de comprometimento cardiaco. A seguir, foram aleatoriamente alocados em
quatro grupos: controle sedentdrio (C-Sed), controle exercitado (C-Ex), estenose
adrtica sedentario (EA-Sed) e estenose adrtica exercitado (EA-Ex). Os grupos
exercitados foram submetidos a protocolo de exercicio fisico e os grupos
sedentarios foram colocados na esteira por cinco minutos, em baixa velocidade,
para se adaptarem ao estresse decorrente dos procedimentos de treinamento.

Estudos prévios de nosso laboratério mostraram que a constituicdo
de grupos experimentais com 10 a 20 animais é adequada para estudos sobre
funcdo ventricular e aspectos morfolégicos e moleculares dos miusculos

esqueléticos 3> 3¢ *" ** Como a mortalidade apds inducdo de estenose adrtica é
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cerca de 20% a 40% (dados nao publicados de nosso laboratorio), cada grupo foi
composto, inicialmente, por 25 a 27 ratos. Como nos grupos controle, a
mortalidade é menor, e praticamente restrita ao periodo peri-operatério (cerca
de 10% a 20%), estes foram constituidos por 22 a 23 animais.

Ao final do periodo experimental, foi realizado novamente
ecocardiograma transtordcico. No dia subsequente, os animais foram avaliados
por dois examinadores para verificacdo do sinal clinico de insuficiéncia cardiaca
taquipnéia/respiracdo laboriosa e, a seguir, eutanasiados para coleta de sangue e
obtencdo de tecidos. No exame post mortem, foram pesquisados sinais
patolégicos para confirmacdo do diagnéstico de insuficiéncia cardiaca como
ascite, derrame pleural e pericdrdico, trombo em dtrios, congestdo hepatica,
hipertrofia do ventriculo direito (relacdo peso do ventriculo direito em mg/peso
corporal em g > 0,8) e congestdo pulmonar (relacdo peso dos pulmdes/peso

corporal > 2 desvios padrdo acima da média do grupo controle) *>*°.

Tolerancia ao esforgo

A tolerancia ao esforco fisico foi avaliada antes e apds o periodo de
treinamento. O teste consistiu em corrida em esteira rolante, sendo iniciado na
velocidade de 6 m/min, com incrementos de 3 m/min a cada trés minutos, até a
exaustdo do animal *°. A velocidade maxima de corrida foi registrada e a distancia
total percorrida calculada. Os animais foram adaptados ao ambiente de teste

durante uma semana antes das avalia¢des, por 10 min/dia.

Protocolo de exercicio

O exercicio fisico foi realizado em esteira, cinco vezes por semana.
Inicialmente, houve periodo de adaptacdo, com aumento gradativo da velocidade
e tempo de exercicio, conforme descrito abaixo (Quadro 1). A partir da sexta
semana de treinamento, os ratos exercitaram a velocidade de 10 - 12 m/min, com

duracdo de 30 min/dia, até o final do periodo experimental de oito semanas.
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Quadro 1 - Protocolo de exercicio fisico

Semanas Velocidade (m/min) Duracé&o (min)
12 5 10
22 7,5 14
32 10-12 18
43 10-12 22
52 10-12 26
62a8°? 10-12 30

m: metros; min: minutos.

Avaliacao estrutural e funcional do coracao pelo ecocardiograma

As estruturas cardiacas e a funcdo ventricular esquerda foram
avaliadas por ecocardiograma transtordcico. Apés anestesia com cloridrato de
cetamina (50 mg/kg) e cloridrato de xilazina (1 mg/kg), por via intramuscular, os
animais foram posicionados em decubito lateral esquerdo para realizacdo do
ecocardiograma. Foi utilizado equipamento da marca General Electric Medical
Systems, modelo Vivid Sé6 (Tirat Carmel, Israel), dotado de transdutor
multifrequencial de 5 a 11,5 MHz. A avaliacdo dos fluxos transvalvar mitral e
aortico foi realizada com o mesmo transdutor operando em 5,0 MHz. As varidveis
morfoldgicas e funcionais do coragdo foram obtidas de acordo com a metodologia
previamente descrita em nosso laboratério *> °*. Posteriormente, as estruturas
cardiacas foram medidas manualmente com o auxilio de um paquimetro de
precisdo, de acordo com as recomendacbes da American Society of
Echocardiography °2. As estruturas cardiacas foram medidas em, pelo menos,
cinco ciclos cardiacos consecutivos. As seguintes estruturas foram avaliadas:
diametros diastélico (DDVE) e sistélico (DSVE) do ventriculo esquerdo (VE);
espessuras diastélica (EDPP) e sistdlica (ESPP) da parede posterior do VE;
espessuras diastdlica (EDSIV) e sistélica (ESSIV) do septo interventricular e
diametros da aorta (AO) e do atrio esquerdo (AE). A espessura relativa da parede
posterior do VE foi calculada como 2 x EDPP/DDVE. A funcdo sistdlica do VE foi
avaliada pelos seguintes indices: 1) porcentagem de encurtamento endocérdico (%
enc endo): (DDVE - DSVE)/DDVE; 2) porcentagem de encurtamento mesocardico
(% enc meso): [(DDVE + 1/2 EDPP + 1/2 EDSIV) - (DSVE + 1/2 ESPP + 1/2
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ESSIV)]/(DDVE + 1(2 EDPP + 1(2 EDSIV); 3) velocidade de encurtamento da
parede posterior (VEPP), que é a tangente maxima do movimento sistélico da
parede; 4) velocidade maxima de deslocamento sistélico do anel mitral (onda S)
obtida por Doppler tissular. Adicionalmente, foi calculado o indice de
performance miocdrdica do VE, indice de Tei. A funcdo diastdlica do VE foi
analisada pelos seguintes indices: 1) razdo entre os picos de velocidade de fluxo de
enchimento inicial (onda E) e da contracdo atrial (onda A) do fluxo transmitral;
2) tempo de desaceleracio da onda E (TDE); 3) tempo de relaxamento
isovolumétrico em valores absolutos (TRIV) e normalizados pela frequéncia
cardiaca (TRIVn: TRIV/(R-R)*?, onde R-R ¢ a distancia entre dois complexos R ao
eletrocardiograma em segundos; 4) pico de velocidade de deslocamento diastélico
inicial do anel mitral (E’) e pico de velocidade de deslocamento diastélico tardio

do anel mitral (A”) obtidas por Doppler tissular; e 5) razdo entre as ondas E e E’

(E/ED).

Coleta da musculatura esquelética e de outros tecidos para analise

A coleta do material foi realizada no Laboratério Experimental do
Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP.
Um dia apos a realizagdo do ecocardiograma final, os animais foram pesados e, a
seguir, anestesiados com injecdo intraperitoneal de pentobarbital sédico (50
mg(kg) e eutanasiados por decapitacdo. Apds coleta do sangue, o coragdo foi
retirado por toracotomia mediana. Os atrios, o ventriculo direito (VD) e o
ventriculo esquerdo (VE), incluindo o septo, foram dissecados e pesados
separadamente. O sangue foi centrifugado a 4 °C; amostras do soro foram
separadas e armazenadas a -80 °C até o momento das dosagens.

A seguir, foram dissecados os musculos séleos dos membros pélvicos
direito e esquerdo. O tecido epitelial do membro pélvico foi removido e o musculo
gastrocnémio  rebatido, possibilitando a retirada do musculo  séleo.
Imediatamente apds a disseccdo, as amostras musculares foram pesadas,
congeladas em nitrogénio liquido e conservadas a -80 °C. O peso dos pulmédes foi

utilizado para avaliacdo do grau de congestdo pulmonar. Fragmentos de pulmao e
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figado foram pesados antes e apds desidratacdo em estufa a 65 °C por 72 horas

para avaliar o grau de edema dos tecidos.

Analise histologica da musculatura esquelética

Para o preparo das laminas histolégicas, as amostras de tecido foram
transferidas para camara de micrétomo criostato (-20 °C), onde permaneceram
por 20 a 30 min para estabelecimento do equilibrio térmico. Os blocos de tecido
muscular foram, entdo, fixados em suportes metalicos do criostato (JUNG CM
1800 - Leica) por meio de pequenas quantidades de adesivo (OCT - Tissue Tek
Compound) e orientados de modo que os cortes fossem feitos transversalmente a
direcdo das fibras. Os cortes foram corados pelo método hematoxilina e eosina. A
area seccional das fibras musculares foi avaliada em sistema de andlise por
imagem computadorizada utilizando a técnica de Pearse modificada por
Dubowitz. Para cada animal, foram medidos, em média, 15 campos, totalizando

150 a 200 fibras.

Quantificacao do estresse oxidativo

O grau de estresse oxidativo foi analisado por meio da quantificacdo
do marcador de lipoperoxidacdo (hidroperodxido) e pela atividade das enzimas
antioxidantes glutationa peroxidase, superoxido dismutase e catalase no musculo
séleo. Para elucidar a fonte de EROs, a atividade da NADPH oxidase foi avaliada no
musculo séleo.

Amostras de musculo esquelético (200 mg) foram descongeladas e
homogeneizadas em Potter Elvehjem, com pistilo de teflon, com 5 mL de tampéo
fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,0. Os homogenatos foram centrifugados a 10.000
rpm por 15 min, em centrifuga refrigerada a 4 °C. O sobrenadante foi utilizado
para determinacdo de proteinas totais e andlise da atividade das enzimas
antioxidantes superdxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPX) e catalase
(Cat) e dosagem de hidroperodxido de lipideo. As leituras espectrofotométricas

foram realizadas no espectrofotometro Pharmacia Biotech (com software Swift II,
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England) e em leitor de microplaca (uQuant-MQX 200 com Kcjunior software, Bio-
Tec Instruments, USA). Todos os reagentes foram de procedéncia da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA).

A atividade da enzima glutationa peroxidase (GSH-Px, E.C. 1.11.1.9)
foi determinada por meio da oxidacdo da glutationa em presenca de perdxido de
hidrogénio e cumene hidroperdéxido. A atividade da superéxido dismutase (SOD,
E.C. 1.15.1.1) foi determinada pela alteracdo na reducdo do nitroblue-tetrazélio
(NBT) por radicais superéxido gerados pela mistura NADH (nicotinamida adenina
dinucleotideo reduzido) e fenazina metassulfato em pH fisiolégico. A atividade
enzimatica da catalase (Cat, E.C. 1.11.1.6) foi determinada em tampao fosfato pH
7,0, utilizando-se 12,5 dL de amostra e perdxido de hidrogénio (30%). As leituras
espectrofotométricas foram realizadas a 240 nm.

A concentracao de hidroperdxido de lipidio foi determinada pela
oxidacdo do Fe** (sulfato ferroso amoniacal). O Fe’" formado reage com
alaranjado de xilenol formando composto colorido. Leituras foram realizadas a
560 nm.

As anadlises descritas nesta secdo foram realizadas no Laboratorio de
Pesquisa do Departamento de Quimica e Bioquimica do Instituto de Biociéncias de

Botucatu, UNESP, sob orientacdo da Prof. Dra. Ana Angélica Fernandes.

Avaliacdao da expressao génica de subunidades do complexo enzimatico

NADPH oxidase por RT-PCR em tempo real

A andlise de mRNAs das subunidades da enzima NADPH oxidase
NOX2, NOX4, p22r'* e p477" e dos gene de referéncia ciclofilina e gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foi realizada por reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real apds transcricdo reversa (RT-PCR).

A extracdo de RNA total do musculo esquelético séleo foi realizada
utilizando-se TRIzol Reagent (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), de
acordo com método previamente descrito **. O fragmento muscular 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 seguir, foram
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acrescentados 0,2 mL de cloroférmio 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 apods a
centrifugacdo 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. Apds 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 solucdo 0,01% de dietilpirocarbonato
(DEPC) e incubado a 60 °C, por 10 min. Para remover qualquer contaminacédo de
DNA, as amostras foram incubadas com DNase I (Invitrogen Life Technologies,
CA, USA). Posteriormente, foi realizada a quantificacdo de RNA por
espectrofotometria a 260 nm, utilizando-se o fator de correcdo proprio para o
RNA (40). A pureza do RNA foi satisfatoria, com razdo entre as densidades
opticas a 260 e 280 nm de aproximadamente 2,0.

Um micrograma de RNA foi submetido a RT utilizando-se o High
Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) para volume
total de reacdo de 20 pL, de acordo com método recomendado pelo fabricante.
Aliquotas de 2,5 uL (10-100 ng) do produto da RT, contendo DNA complementar
(cDNA), foram submetidas a PCR em tempo real utilizando-se 10 uL 2X Tagman
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) e 1 uL de ensaio (20X) contendo
oligonucleotideos iniciadores (primers) senso e antisenso e sonda Tagman®
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) especificos para cada gene: NOX2
(Tagman assay Rn00576710_ml; Ref. seq. Genbank NM_023965.1), NOX4
(Tagman assay Rn00585380_m1l; Ref. seq. Genbank NM_053524.1), p22P"*
(Tagman assay Rn00577357_m1l; Ref. seq. Genbank NM_024160.1) e p47°P
(Tagman assay Rn00586945_ml; Ref. seq. Genbank NM_053734.2). A
amplificacdo e a andlise foram realizadas utilizando o Step One Plus™ Real Time
PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Os dados de expressao génica dos genes alvo foram

normalizados pela expressdo dos genes de referéncia ciclofilina (Tagman assay
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Rn00690933_m1; Ref. seq. Genbank NM_017101.1) e GAPDH (Tagman assay
Rn01775763_gl Ref. Seq. Genbank NM_058704.1). As reacdes foram feitas em
triplicata e a expressdo génica calculada pelo método do C. (critical threshold

cycle) comparativo (282°T) >*,

Avaliacao da atividade da NADPH oxidase

A atividade da NADPH oxidase foi avaliada em fracdes enriquecidas
de membrana celular pela reducdo da lucigenina detectada por luminémetro. A
lucigenina, uma vez reduzida para seu cation-radical (LucH+) por uma redutase
(principalmente flavoenzimas, que utilizam o NADH como substrato), sofre uma
segunda reducédo ao reagir (especificamente) com anion radical superéxido e gera
o composto instdvel dioxetano, que por sua vez decai espontaneamente para
acridona liberando luz, que pode ser quantificada .

O musculo séleo foi cuidadosamente lavado em PBS para remocéo de
coagulos sanguineos e trombos. Fragmentos de musculo de aproximadamente
200 mg foram homogeneizados com auxilio de um Polytron, em gelo, com 1 mL
de tampao de lise contendo Tris 50 mM (pH 7,4), DTPA 100 mM, -
mercaptoetanol 0,1% e inibidores de protease. A seguir, as amostras foram
submetidas a sonicacdo (3 ciclos de 10 s a 8 Watts) e centrifugacdo a 1.000 g, por
3 min, a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para novo tubo e centrifugado a
18.000 g, por 10 min, a 4 °C. Novamente, o sobrenadante foi transferido para
tubo de ultra-centrifuga e submetido a centrifugacdo a 100.000 g, por 45 min a
4 °C. A seguir, o sobrenadante foi desprezado e o precipitado ressuspenso em 100
uL de tampdo de lise, obtendo-se, assim, a fracdo enriquecida de membrana *¢. A
quantificacdo de proteinas totais foi realizada, entao, pelo método de Bradford.

Posteriormente, foram incubados 30 pg de fracdo enriquecida de
membrana em PBS (pH 7,4 contendo EDTA 10 pM) e 150 pL de NADPH 2mM em
tubos de plastico colocados no equipamento Luminémetro Sirius Berthold, que
realiza injecdo automatica de 20 pL de lucigenina 0,25 mM em cada tubo. Os
dados de luminescéncia foram obtidos a cada 2 s durante 5 min por meio do

programa FB12/Sirius. A atividade da NADPH oxidase avaliada pela reducdo da
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lucigenina foi apresentada pela drea sob a curva dos dados de luminescéncia

obtidos durante a reacao.

Avaliacao da geracgao total de espécies reativas de oxigénio (EROs)

A geracdo total de EROs no musculo séleo foi avaliada pela
quantificacdo dos compostos fluorescentes 2-hidroxietidio e etidio derivados da
oxidacdo do DHE, detectada por meio de HPLC °%°’. Resumidamente, o fragmento
muscular foi lavado em PBS para remocdo de coagulos sanguineos e trombos. O
tecido foi cortado em fragmentos de 3 mm (2 a 10 mg) e incubado em solucgdo
PBS/DTPA contendo DHE 50 puM por 30 min a 37 °C em ambiente sem luz. A
seguir, o tecido foi lavado em PBS, transferido para nitrogénio liquido,
homogeneizado e ressuspenso em solucdo de acetonitrila. O lisado foi
centrifugado a 12.000 g por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi, entdo, utilizado
para avaliar a geracdo total de EROs pela quantificacdo por HPLC de produtos de
fluorescéncia derivados de oxidacio do DHE, de acordo com o método

preconizado por Laurindo e cols. % 7.

Western blot

A expressdo proteica das formas total e fosforilada de proteinas das
MAPK (JNK, ERK e p38-MAPK), do NF-kB (subunidade p65) e de seu inibidor (IxB)
foi avaliada por Western blot °®.

Fragmentos do musculo séleo (80-100 mg) foram homogeneizados
com 800 pL de tampdo RIPA, contendo inibidores de protease e fosfatase. A
seguir, o homogenato foi centrifugado por 20 min, a 12.000 rpm, a 4 °C, para
eliminacdo de material insoluvel. O sobrenadante foi coletado, separado em
aliquotas e armazenado a -80 °C. Uma das aliquotas foi utilizada para
quantificacdo de proteina pelo método de Bradford. A seguir, as amostras foram
separadas em gel de poliacrilamida a 4 °C (30 min a 50 Ve 2 h a 120 V) e
posteriormente transferidas para membrana de nitrocelulose (Biorad). As etapas

seguintes (bloqueio, incubacdo com anticorpo primdrio e incubacdo com
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anticorpo secunddrio) foram realizadas no equipamento Snap i.d. Protein
Detection System (Millipore, U.S.). Apds transferéncia, a membrana foi incubada
em solucdo de leite desnatado 0,5 % em temperatura ambiente por 5 min para
prevencdo de ligacoes inespecificas com os anticorpos primario e secunddrio.
Posteriormente, a membrana foi incubada por 10 min, a temperatura ambiente,
com anticorpo primdrio especifico para cada proteina. Apds incubacdo com
anticorpo primario, a membrana foi lavada com TBST (tampéo contendo Tris,
NaCl e Tween 20) e incubada a temperatura ambiente por 10 minutos com
anticorpo secundario (conjugado a peroxidase) adequado para ligacdo com o
anticorpo primario, de acordo com recomendacdo do fabricante. A seguir, a
membrana foi novamente 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 (Gel Logic
6000 Pro, Carestream Health Inc., Carestream Molecular Imaging, Woodbridge,
USA).

Apos obtencdo da imagem com as bandas referentes a proteina alvo,
a membrana foi incubada com Restore Western Blot Stripping Buffer (Pierce
Protein Research Products, Rockford, USA) para remocédo dos anticorpos ligados a
membrana. A seguir, foi realizado novamente o processo de bloqueio e a
membrana incubada com anticorpo primario para a proteina constitutiva GAPDH.
O procedimento prosseguiu da mesma forma como descrito anteriormente até a
deteccdo do sinal pelo analisador de imagens. As bandas obtidas nas imagens
foram quantificadas por densitometria utilizando-se o programa Gel Pro 3.1. Os
resultados obtidos para as proteinas alvo foram normalizados pelos resultados da
proteina constitutiva GAPDH.

Foram utilizados os anticorpos (Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Santa Cruz, CA, EUA) primdrios anti- p-JNK (sc-6254), JNK total (sc-137019), p-
ERK (sc-16982), ERK total (sc-93), p-p38-MAPK (sc-17852), p38-MAPK total (sc-
7972), p-IkB-a (sc-101713), IkB-a total (sc-1643), Ser 536 p-p65 NF-kB (sc-
33020), p65 NF-xB total (sc-7151) e GAPDH (sc-32233) e os anticorpos
secundarios anti-mouse (sc-2005) e anti-rabbit (sc-2004).
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Analise estatistica

Os dados estdo expressos como média e desvio padrdao ou mediana e
percentis 25 e 75. Para varidveis paramétricas, a comparacdo entre os grupos foi
realizada por analise de varidancia (ANOVA) de uma via para o esquema fatorial 2
X 2 complementada pelo teste de Tukey. Para varidveis ndo paramétricas, as
comparagdes foram realizadas pelo teste de Mann-Whitney (valor de p x 2).
Comparacdes de interesse: C-Ex vs C-Sed, EA-Sed vs C-Sed, EA-Ex vs EA-Sed e EA-Ex
vs C-Ex. O teste de Goodman foi utilizado para comparar mortalidade e a
frequéncia de sinais clinico e patolégico de insuficiéncia cardiaca entre os grupos

EA-Ex e EA-Sed. O nivel de significancia considerado sera de 5%.
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RESULTADOS



Caracterizacao dos grupos experimentais e variaveis anatomicas

No final do periodo experimental, o grupo C-Sed estava composto por
22 ratos e o grupo C-Ex por 19 animais. No exame post-mortem, um rato do grupo
C-Sed apresentou ascite e um do C-Ex, derrame pleural. No final do experimento, o
grupo EA-Sed tinha 18 ratos, que apresentaram a seguinte frequéncia de sinais de
insuficiéncia cardiaca: taquipneia em 4, derrame pleural e/ou pericardico em 12,
ascite em 4, trombo atrial em 6, congestdo pulmonar em 12, congestdo hepdtica em
3 e hipertrofia do ventriculo direito em 13 animais. O grupo EA-Ex, composto ao
final do experimento por 18 ratos, apresentou a seguinte frequéncia de sinais de
insuficiéncia cardiaca: taquipneia em 3, derrame pleural e/ou pericardico em 10,
ascite em 1, trombo atrial em 7, congestdo pulmonar em 12, congestdo hepdtica em
2 e hipertrofia ventricular direita em 11 ratos. A frequéncia dos sinais de
insuficiéncia cardiaca nao diferiu entre os grupos EA-Sed e EA-Ex (Tabela 1).

As varidveis anatomicas estdo apresentadas na Tabela 2. O peso
corporal final ndo diferiu entre os grupos. O peso do VE foi maior no grupo C-Ex
que no C-Sed. Os pesos do VE, ventriculo direito, dtrios e pulmdes, em valores
absolutos ou normalizados pelo peso corporal, foram maiores nos grupos EA-Sed e
EA-Ex do que nos seus respectivos controles. O peso do musculo séleo foi menor no

grupo EA-Sed que no C-Sed.

Teste de esforco

No teste de esforco realizado antes do protocolo de exercicio, os
grupos com estenose adrtica apresentaram menor distancia e tempo percorridos do
que os respectivos grupos controle. Ao final do experimento, os grupos C-Ex e EA-Ex
tiveram maior tempo e distancia percorridos que os grupos C-Sed e EA-Sed,
respectivamente. Os grupos EA-Sed e EA-Ex tiveram reducdo da capacidade funcional

em comparacdo aos grupos C-Sed e C-Ex (Tabela 3).
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Avaliacao ecocardiografica

Na Tabela 4, estdo apresentadas as varidveis cardiacas estruturais e nas
Tabelas 5 a 7, as varidveis de funcdo do ventriculo esquerdo antes do protocolo de
exercicios fisicos. Os grupos com estenose aodrtica apresentaram hipertrofia
ventricular concéntrica caracterizada por aumento da espessura das paredes do VE,
da massa do VE, do diametro do atrio esquerdo e da espessura relativa do VE em
comparacdo a seus respectivos controles. Funcionalmente, os grupos com estenose
apresentaram discreta disfuncao sistdlica, caracterizada pela reducdo da velocidade
de encurtamento da parede posterior do VE, e disfuncao diastdlica, caracterizada
pela reducdo do tempo de relaxamento isovolumétrico e do tempo de desaceleracéo
da onda E e pelo aumento da relacdo E/E’. Nao detectamos diferencas significantes
entre os grupos EA-Ex e EA-Sed.

Os dados referentes a avaliacdo ecocardiogréfica, ao final do
experimento, estdo apresentados nas Tabelas 8 a 11. Os grupos EA-Sed e EA-Ex,
apesar de apresentarem aumento dos didmetros sistélico e diastdlico do VE,
mantiveram padrdao de hipertrofia ventricular concéntrica, caracterizada pelo
aumento da massa do VE e da espessura relativa do VE. Funcionalmente, os grupos
com estenose persistiram com disfuncéo sistélica leve, caracterizada pela reducdo da
velocidade de encurtamento da parede posterior do VE e da média das velocidades
maéximas de deslocamento das paredes lateral e septal do anel mitral avaliada por
Doppler tissular (S média). A disfuncéo diastélica final foi grave, sendo caracterizada
pelo aumento da relacdo E/A e das alteracbes previamente observadas. Nao
observamos alteracdes estatisticamente significantes entre os grupos com estenose,

sedentdrio e exercitado.

Analise morfomeétrica

O trofismo do musculo séleo foi avaliado por morfometria em laminas
histolégicas (Figura 1). A drea seccional das fibras musculares esqueléticas nao
diferiu entre os grupos (C-Sed 3980 = 231; C-Ex 4113 = 253; EA-Sed 3541 = 200,
EA-Ex 3941 + 253 um?; p > 0,05).
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Marcador do estresse oxidativo

A concentracdo de hidroperéxido de lipideo foi maior no grupo EA-Sed
que nos grupos C-Sed e EA-Ex (C-Sed 136 * 36,0; C-Ex 141 = 31,2; EA-Sed 197 *
37,8; EA-Ex 143 + 35,0 nmol/g tecido; Figura 2).

Atividade das enzimas antioxidantes

A Figura 3 mostra a atividade das enzimas antioxidantes no musculo
séleo. A atividade da enzima superdxido dismutase foi maior no grupo EA-Sed que
nos grupos C-Sed e EA-Ex (C-Sed 8,52 + 1,95; C-Ex 8,09 + 0,94; EA-Sed 12,7 = 1,55;
EA-Ex 8,60 * 0,93 nmol/mg proteina; p<0,001). A atividade da glutationa
peroxidase foi menor nos grupos C-Ex e EA-Sed que no C-Sed e maior no grupo EA-Ex
que no EA-Sed (C-Sed 85,6 + 12,3; C-Ex 70,2 = 14,8; EA-Sed 45,2 + 9,73, EA-Ex 74,7
+ 10,6 nmol/mg proteina, p<0.001). A atividade da catalase nao diferiu entre os
grupos (C-Sed 34,9 = 9,20; C-Ex 41,8 + 10,2; EA-Sed 52,9 + 10,9; EA-Ex 43,6 = 15,2
umol/g tecido; p>0,05).

Expressao génica das subunidades do complexo NADPH oxidase

Os valores da expressao de mRNA das subunidades do complexo NADPH
oxidase, normalizados pelos genes GAPDH e ciclofilina estdo apresentados na Tabela
12. A expressdo génica de p22P" foi maior no grupo EA-Ex que no grupo C-Ex. A

expressdo da p47P"* NOX 2 e NOX 4 ndo diferiu entre os quatro grupos.

Atividade da NADPH oxidase

A atividade da NADPH oxidase, avaliada em fracdes enriquecidas de
membrana celular pela reducdo da lucigenina e detectada por luminémetro, nao

diferiu entre os grupos (Figura 4).
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Geracao total de espécies reativas de oxigénio

A geracdo total de espécies reativas de oxigénio no musculo séleo foi
avaliada pela quantificacdo de dois compostos fluorescentes derivados da oxidacéo
de dihidroetidio (DHE) por HPLC: 2-hidroxietidio (EOH) e etidio. A relacio EOH/DHE
foi menor no grupo EA-Ex que no C-Ex e ndo diferiu entre os grupos com estenose

adrtica. A relacdo etidio/DHE nao diferiu entre os grupos (Figura 5).

Expressao proteica

Os resultados da expressdo das proteinas da familia MAPK estdo
apresentados na Tabela 13. A forma total da JNK foi menor no grupo EA-Ex que nos
grupos C-Ex e EA-Sed e a forma fosforilada da ERK foi maior no EA-Ex que no EA-Sed
(Figuras 6 e 7). As outras proteinas avaliadas ndo diferiram entre os grupos.

Com relagdo a via do NF-«B, foram avaliados a subunidade p65 do NF-
kB e seu inibidor IxB. Ndo foram encontradas diferencas entre os quatro grupos na
expressao proteica da subunidade p65 em sua forma total e fosforilada. A forma
fosforilada do IxB foi menor nos grupos C-Ex e EA-Sed comparados ao grupo C-Sed.

A expressao proteica do IkB total ndo diferiu entre os grupos (Tabela 14).

Tabela 1. Incidéncia de sinais clinicos e patoldgicos de insuficiéncia cardiaca em

ratos com estenose aortica

Incidéncia (%)

EA-Sed EA-Ex

(n=18) (n=18)
Taquipneia e respirag¢ao laboriosa 22,2 16,7
Trombo em atrio esquerdo 33,3 38,9
Derrame pleuropericardico 66,7 55,6
Congestao hepatica 16,7 11,1
Congestao pulmonar 66,7 66,7
Hipertrofia do ventriculo direito 72,2 61,1
Ascite 22,2 5,60

EA-Sed: grupo estenose adrtica sedentario; EA-Ex: grupo estenose adrtica exercitado; n:
numero de animais. Teste de Goodman; P > 0,05.
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Tabela 2. Variaveis anatomicas

Atrio/PC (mg/g)
Pulmao (mg)

C-Sed C-Ex EA-Sed EA-Ex
(n=22) (n=19) (n=18) (n=18)
PC (9) 454 + 57 4 466 + 64,6 435+ 35,8 439 + 47,8
VE (mg) 0,92 (0,86-0,99) 0,96 (0,84-1,04) 1,40 (1,28-1,73) * 1,36 (1,23-1,50) #
VE/PC (mg/g) 1,95 (1,78-1,99) 1,88 (1,67-2,11) 3,17 (2,67-3,86) * 3,35 (2,74-3,84) #
VD (mg) 0,24 (0,21-0,25) 0,23 (0,21-0,28) 0,45 (0,31-0,55)* 0,43 (0,26-0,54) #
VD/PC (mg/g) 0,48 (0,42-0,51) 0,50 (0,41-0,56) 0,99 (0,76-1,22) * 0,98 (0,62—-1.28) #
Atrio (mg) 0,09 (0,07-0,10) 0,09 (0,08-0,11) 0,31 (0,27-0,38) * 0,27 (0,15-0,35) #
( (
( (

Pulmao/PC (mg/g)

Séleo (g)
Séleo/PC (mg/g)

Gastrocnémio (g)
Gastro/PC (mg/g)

0,19 (0,14-0,21)

1,84 (1,65-2,02)

3,84 (3,54—4,25)
0,25 + 0,05
0,50 + 0,10
2,67 0,33
5,39 + 0,41

0,19 (0,16-0,23)

1,78 (1,48-2,03)

3,60 (2,98-4,12)
0,22 0,05
0,45+ 0,11
2,70 £ 0,29
5,51 + 0,44

*

0,68 (0,59-0,87

3,35 (2,31-4,08

6,58 (4,40-8,10
0,22 +£0,04 *
0,48 + 0,07
244+£033*
5,33+0,54

—_— ~ — ~

*

*

~

0,68 (0,59-0,87) #
3,15 (2,11 — 3,50) #
7,36 (4,83-10,25)#

0,21 +0,03
0,49 +0,09
242+027 #
5,564 + 0,41

C-Sed: grupo controle sedentario; C-Ex: grupo controle exercitado; EA-Sed: grupo estenose adrtica sedentario;
EA-Ex: grupo estenose aodrtica exercitado; PC: peso corporal final; VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo
direito; Gastro: musculo gastrocnémio. Dados expressos em média + desvio padrdo ou mediana e percentis.
Analise de variancia para o esquema fatorial 2x2 e Tukey ou Mann-Whitney. P < 0,05: * vs C-Sed; # vs C-Ex.

Tabela 3. Distancia e tempo percorridos durante teste de esforco em esteira antes e

ap0s treinamento fisico
C-Sed C-Ex EA-Sed EA-Ex
(n=22) (n=19) (n=18) (n=19)
Distancia Inicial 257 + 86,5 247 + 55,8 171 +£59,7* 163 +35,5#
Final 225 + 64,8 304+47,5* 154 +48,9 * 254 + 47,2 #1
Tempo Inicial 22,8 £4,10 22,7 +2,53 18,5+ 3,16 * 18,1+2,16 #
Final 21,7 + 3,51 251+1,94* 18,0+ 3,05* 22,7+ 2,61 #t

C-Sed: grupo controle sedentario; C-Ex: grupo controle exercitado; EA-Sed: grupo estenose aodrtica
sedentario; EA-Ex: grupo estenose adrtica exercitado. Dados expressos em média + desvio padrdo ou
mediana e percentis. Anadlise de varidncia para o esquema fatorial 2x2 e Tukey ou Mann Whitney; P<0,05: *

vs C-Sed; # vs C-Ex; T vs EA-Sed.
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Tabela 4. Avaliacao ecocardiogrifica inicial dos parametros estruturais do coracéo

C-Sed C-Ex EA-Sed EA-Ex

(n=11) (n=11) (n=15) (n=13)
PC (9) 458 + 61,9 462 + 48,5 440+ 33,2 447 + 53,6
DDVE (mm) 8,08 + 0,51 8,28 £ 0,42 8,71+0,56 * 8,58 £ 0,97
DDVE/PC (mm/kg) 17,84 £ 2,02 18,05 + 1,44 19,84 +1,34* 19,47 + 3,28
DSVE (mm) 3,76 (3,37-4,05) 3,86 (3,48-4,56) 4,05 (3,36—4,39) 3,97 (3,40-5,01)
EDPP (mm) 1,41 (1,38-1,44) 1,44 (1,33-1,46) 2,07 (1,95-2,32) * 2,12 (1,65-2,26) #
ESPP (mm) 2,94 (2,73-3,06) 3,05 (2,78-3,16) 3,95 (3,63-4,16) * 3,60 (3,21-3,97) #
EDSIV (mm) 1,41 (1,39-1,44) 1,44 (1,33-1,46) 2,07 (1,95-2,32) * 2,12 (1,65-2,27) #
ESSIV (mm) 2,45 (2,31-2,55) 2,48 (2,37-2,65) 3,11 (3,01-3,50) * 3,11 (2,73-3,48) #
Esp. rel. VE 0,34 (0,33-0,37) 0,34 (0,33-0,36) 0,45 (0,38-0,54)* 0,48 (0,43-0,53) #
AO (mm) 3,90 + 0,29 3,91+0,29 3,84 +0,24 3,81+0,19
AE (mm) 5,26 (4,84-5,75) 5,66 (5,20-5,80) 7,88 (6,49-8,48)* 7,66 (5,47-8,59) #
AE/AO 1,37 (1,32-1,42) 1,41 (1,34-1,46) 1,94 (1,68-2,28)* 2,05 (1,54-2,29) #
AE/PC (mm/kg) 11,5 (10,7-12,7) 11,6 (11,2-12,7) 18,3 (14,7-19,8) * 16,5 (12,2-20,7) #
Massa VE 0,77 (0,74-0,88) 0,80 (0,76-0,92) 1,51 (1,30-1,71)* 1,65 (0,88-1,85) #
indice MVE 1,72 (1,68-1,79) 1,80 (1,72-1,90) 3,31(2,89-3,91)* 3,60 (1,98-4,14) #

C-Sed: grupo controle sedentario; C-Ex: grupo controle exercitado; EA-Sed: grupo estenose adrtica sedentario; EA-Ex:
grupo estenose aodrtica exercitado; PC: peso corporal; DDVE e DSVE: diametros diastolico e sistélico do ventriculo
esquerdo (VE); EDPP e ESPP: espessura diastdlica e sistélica da parede posterior do VE; EDSIV: espessura diastolica do
septo interventricular; Esp. rel. VE: espessura relativa do VE; AO: didmetro da aorta; AE: didmetro do atrio esquerdo.
Dados expressos em média + desvio padrao ou mediana e percentis. Andlise de variancia para o esquema fatorial 2x2 e
Tukey ou Mann Whitney. P<0,05; * vs C-Sed; # vs C-Ex.

Tabela 5. Avaliacdo ecocardiografica inicial da funcdo sistélica do ventriculo

esquerdo
C-Sed C-Ex EA-Sed EA-Ex
(n=11) (n=11) (n=15) (n=13)
FC (bpm) 260 £ 23,7 270+ 32,2 278 £41,5 278 £ 39
%enc.endo 53,6 £4,34 51,0 £5,72 54,7 £ 7,02 52,5 + 9,86
% enc.meso 32,1 +2,96 29,9 + 3,85 30,1 + 5,61 29,4 £ 5,07
VEPP 39,4 + 3,20 37,2+4,12 31,2 +£4,53* 31,9 £ 7,05#
Tei 0,45 (0,41 — 0,50) 0,48 (0,44 — 0,51) 0,46 (0,38 — 0,51) 0,40 (0,37 — 0,45)#
FE 0,90 (0,89 — 0,92) 0,88 (0,85 —0,91) 0,92 (0,88 —0,93) 0,90 (0,84 — 0,92)

C-Sed: grupo controle sedentario; C-Ex: grupo controle exercitado; EA-Sed: grupo estenose adrtica
sedentario; EA-Ex: grupo estenose aodrtica exercitado; FC: frequéncia cardiaca; % enc. endo e meso:
porcentagem de encurtamento endo e mesocardico; VEPP: velocidade de encurtamento da parede
posterior; Tei: indice de performance miocardica; FE: fragdo de ejegdo. Dados expressos em média +
desvio padrdo ou mediana e percentis. Andlise de variancia para o esquema fatorial 2x2 e Tukey ou
Mann Whitney. P<0,05; * vs C-Sed; # vs C-Ex.
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Tabela 6. Avaliacdo ecocardiografica inicial da funcdo diastdlica do ventriculo

esquerdo.
C-Sed C-Ex EA-Sed EA-Ex
(n=11) (n=11) (n=15) (n=13)

E mitral
A mitral
E/A
TRIV
TDE
TRIVn

78,0 (71,0 — 81,5)

53,0 (47,2 - 56,7)

1,49 (1,30 — 1,61)
26,0 + 3,58
47,9+ 6,24
53,9 + 6,55

80,0 (69,2 — 83,5)

52,0 (43,5 — 56,7)

1,56 (1,43 — 1,61)
25,3 + 3,50
447 £7,70
53,3 + 6,02

124 (88,7 — 152) *

27,5 (19,0 — 53,0)

5,57 (1,66 — 6,79) *
19,7 £ 5,04 *
34,7 £10,0 *
423+£11,2*

128 (99,0 — 145) #

24,0 (16,0 — 60,5)

6,85 (1,45 — 8,32)
19,2+ 5,54 #
29,5 + 6,36 #
412+12,3#

C-Sed: grupo controle sedentario; C-Ex: grupo controle exercitado; EA-Sed: grupo estenose aodrtica
sedentario; EA-Ex: grupo estenose aodrtica exercitado; E/A: razdo entre picos de fluxo de enchimento inicial

(onda E) e da contragao atrial (onda A) do fluxo transmitral; TDE: tempo de desaceleragéo da onda E mitral;

TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico; TRIVn: TRIV normalizado pela frequéncia cardiaca. Dados

expressos em média + desvio padrdo ou mediana e percentis. Andlise de varidncia para o esquema fatorial
2x2 e Tukey ou Mann Whitney. P<0,05; * vs C-Sed; # vs C-Ex.

Tabela 7. Avaliacdo ecocardiografica inicial pelo Doppler tissular

C-Sed C-Ex EA-Sed EA-Ex
(n=11) (n=11) (n=15) (n=13)

S lateral 3,35+ 0,53 3,48 + 0,61 2,92 + 0,63 3,08 + 0,64

S septal 3,27 + 0,49 3,57 + 0,60 2,76 + 0,53 2,76 + 0,69

S média 3,31+ 0,40 3,53 + 0,57 2,84 0,51 2,92 + 0,48#

E’ lateral 3,61+0,63 4,05 + 0,55 3,98+ 1,15 4,35+1,03

E’'septal 4,10 (3,65-4,25) 4,20 (4,12-4,65) 3,50 (3,12—4,70) 3,70 (3,37 — 4,12)#

E’ média 3,87 + 0,61 4,24 + 0,48 3,85 + 0,91 4,12 £ 0,70

A’ lateral 3,32 £ 0,60 3,73+ 1,12 3,49 £ 0,99 3,78 £ 1,38

A’septal 2,90 (2,50 —3,32) 2,90 (2,65-3,17) 3,20 (2,50 —3,60) 3,20 (2,50 — 3,60)

A’ média 3,10 (2,66 —3,40)  3,15(2,88—3,65) 3,00 (2,69-4,05) 3,05 (2,55 — 3,66)

E/E’ 20,0 (17,8 -22,6) 18,4 (17,8 — 19,1)

31,8 (27,6 — 39,7)*

31,7 (21,9 — 34,6)#

C-Sed: grupo controle sedentério; C-Ex: grupo controle exercitado; EA-Sed: grupo estenose adrtica

sedentario;

EA-Ex: grupo estenose adrtica exercitado. Dados expressos em média + desvio padrdo ou

mediana e percentis. Analise de variancia para o esquema fatorial 2x2 e Tukey ou Mann Whitney. P<0,05; *
vs C-Sed; # vs C-Ex.
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Tabela 8. Avaliacdo ecocardiografica final dos parametros estruturais do coracao

C-Sed C-Ex EA-Sed EA-Ex

(n=22) (n=19) (n=18) (n=18)
DDVE (mm) 8,30 £ 0,55 8,50 £ 0,55 9,02+0,85* 9,17+ 0,74 #
DSVE (mm) 4,05 + 0,55 4,30 + 0,60 4,81+117* 5,27 £ 0,98 #
DDVE/PC 16,6 £ 2,05 16,8 + 1,91 18,9+2,69* 20,4 £ 3,09 #
EDPP (mm) 1,42 (1,38-1,46) 1,38 (1,31-1,44) 2,06 (1,84-2,12)* 1,99 (1,84-2,17) #
ESPP (mm) 3,01 (2,76-3,14) 2,69 (2,65-3,00)* 3,60 (2,86-3,79)* 3,49 (2,91-3,72) #
EDSIV (mm) 1,43 (1,40-1,46) 1,38 (1,34-1,46) 2,11 (1,84-2,16)* 2,01 (1,84-217)#
ESSIV (mm) 2,52 (2,42-2,65) 2,42 (2,33-2,59) 2,79 (2,59-3,16) * 2,93 (2,68-3,25) #
Esp.rel VE 0,34 (0,33-0,36) 0,33 (0,31-0,34) 0,44 (0,38-0,48) * 0,42 (0,40-0,50) #
AO (mm) 4,02 (3,83—4,16) 4,02 (3,83-4,16) 3,94 (3,80—4,16) 3,94 (3,80-4,09)
AE (mm) 5,29 (4,93-5,69) 5,66 (5,47-5,99) 8,54 (7,88-8,69) * 8,14 (6,79-8,54) #
AE/AO 1,32 (1,26-1,38) 1,43 (1,30-1,52) 2,17 (1,83-2,29) * 2,09 (1,67-2,24) #
AE/PC 10,3 (9,5-12,1) 10,9 (10,0-12,3) 17,3 (14,8-19,5)* 17,3 (15,7-18,9) #
Massa VE 0,82 (0,77-0,89) 0,83 (0,74-0,93) 1,62 (1,18-1,87)* 1,38 (1,32-1,93) #
Indice MVE 1,69 (1,44-1,88) 1,64 (1,47-1,85) 2,81 (2,69-3,67)* 3,40 (2,66-4,16) #

C-Sed: grupo controle sedentario; C-Ex: grupo controle exercitado; EA-Sed: grupo estenose adrtica sedentario;
EA-Ex: grupo estenose adrtica exercitado; DDVE e DSVE: didmetros diastodlico e sistolico do ventriculo esquerdo
(VE); PC: peso corporal; EDPP e ESPP: espessura diastdlica e sistdlica da parede posterior do VE; EDSIV:

espessura diastélica do septo interventricular; Esp.rel.VE: espessura relativa do VE; AO: diametro da aorta; AE:

didametro do atrio esquerdo. Dados expressos em média + desvio padrdo ou mediana e percentis. Analise de
variancia para o esquema fatorial 2x2 e Tukey ou Mann Whitney. P<0,05; * vs C-Sed; # vs C-Ex.

Tabela 9. Avaliacdo ecocardiogrifica final da funcao sistélica do ventriculo esquerdo

C-Sed
(n=22)

C-Ex
(n=19)

EA-Sed
(n=18)

EA-Ex
(n=18)

FC (bpm)

%enc.endo

% enc.meso

VEPP 41,1527 41,4 £7,10 31,0+ 7,14 * 29,1 + 6,66 #
Tei 0,44 + 0,08 0,43 + 0,07 0,41 +0,08 0,42 + 0,11
FE 0,89 (0,85-0,91) 0,87 (0,84-0,89) 0,85 (0,77-0,91) 0,82 (0,76-0,85) #

282 (262-318)
51,6 (46,6-55,8)
29,5 (27,6-32,4)

312 (255-341)

50,0 (46,2-51,5)
29,7 (28,4-31,7)

294 (280-325)
46,6 (38,9-54,8)
28,6 (21,1-32,7)

312 (290-318)
43,6 (38,3-47,4) #

24,5 (21,6-26,6) #

C-Sed: grupo controle sedentario; C-Ex: grupo controle exercitado; EA-Sed: grupo estenose adrtica
sedentario; EA-Ex: grupo estenose aodrtica exercitado; FC: frequéncia cardiaca; % enc. endo e meso:
porcentagem de encurtamento endo e mesocardico; VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior;
Tei: indice de performance miocardica; FE: fragdo de eje¢cdo. Dados expressos em média + desvio padrdo ou
mediana e percentis. Andlise de variancia para o esquema fatorial 2x2 e Tukey ou Mann Whitney. P<0,05; *
vs C-Sed; # vs C-Ex.
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Tabela 10. Avaliacdo ecocardiogrifica final da funcdo diastélica do ventriculo

esquerdo.

C-Sed C-Ex EA-Sed EA-Ex

(n=22) (n=19) (n=18) (n=18)
E mitral 79,5 (73,0-84,0) 81,5 (76,0-89,0) 142 (89,0-165) * 145 (85,0-159) #
A mitral 59,5 (51,0-67,0) 60,0 (51,0-76,0) 24,0 (22,0-47,5) * 22,5 (16,0-59,0) #
E/A 1,40 (1,22-1,53) 1,34 (1,17-1,60) 5,85 (1,73-7,15) * 7,50 (1,47-9,16) #
TRIV 24,0 (22,0-26,0) 22,0 (21,2-26,0) 18,0 (15,0-22,0) * 16,0 (15,0-22,0) #
TDE 45,0 (41,0-52,0) 47,0 (41,0-53,0) 28,0 (23,0-35,0) * 29,0 (24,5-33,0) #
TRIVn 53,0+ 7,25 51,2+ 8,37 426+114* 39,0+ 10,2 #

C-Sed: grupo controle sedentario; C-Ex: grupo controle exercitado; EA-Sed: grupo estenose aortica
sedentario; EA-Ex: grupo estenose aortica exercitado; E/A: razdo entre picos de fluxo de enchimento inicial
(onda E) e da contragao atrial (onda A) do fluxo transmitral; TDE: tempo de desaceleragao da onda E mitral;
TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico; TRIVn: TRIV normalizado pela frequéncia cardiaca. Dados
expressos em média + desvio padrdo ou mediana e percentis. Andlise de variancia para o esquema fatorial
2x2 e Tukey ou Mann Whitney. P<0,05; * vs C-Sed; # vs C-Ex.

Tabela 11. Avaliacdo ecocardiografica final pelo Doppler tissular

Sham-Sed Sham-Ex EAo-Sed EAo-Ex
(n=22) (n=19) (n=18) (n=18)

S lateral 3,85+0,83 3,76 £ 0,47 2,94+ 0,60 * 3,03+0,53 #
S septal 3,60 (3,00—4,00) 3,35 (3,10-3,60) 2,80 (2,37-3,47)* 3,05 (2,40-3,30) #
S média 3,76 £ 0,72 3,58 £ 0,35 2,96 £ 0,69 * 2,94+ 0,49 #
E’ lateral 4,30 (4,00-4,70) 4,70 (4,35-5,20) 4,00 (2,82-5,42) 3,50 (3,30-5,80)
E’ septal 4,57 + 1,02 4,51+ 0,74 3,91+ 1,34 4,34 + 1,18
E’ média 4,37 (3,95-4,95) 4,50 (4,35-4,92) 4,25 (3,04—4,90) 4,17 (3,50-5,25)
A’ lateral 4,77 + 1,51 4,66 + 1,43 4,09 + 1,46 4,54 + 1,27
A’ septal 4,00 (3,20-5,30) 3,75 (3,30-4,75) 3,10 (2,40—4,80) 4,05 (2,40-4,80)
A’ média 4,50 + 1,37 4,37 £ 1,21 3,79+ 1,47 4,12 +1,07
E/E’ 17,9 (15,8-20,0) 18,4 (15,7-20,2) 33,0 (25,7-41,3)* 32,1 (24,8-40,6) #

C-Sed: grupo controle sedentario; C-Ex: grupo controle exercitado; EA-Sed: grupo estenose adrtica
sedentario; EA-Ex: grupo estenose aodrtica exercitado. Dados expressos em média + desvio padrao ou
mediana e percentis. Analise de variancia para o esquema fatorial 2x2 e Tukey ou Mann Whitney. P<0,05; * vs
C-Sed; # vs C-Ex.
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Figura 1. Cortes histolégicos do musculo séleo corados com hematoxilina-eosina. A:
grupo controle sedentdrio; B: grupo controle exercitado; C: grupo
estenose adrtica sedentdrio; D: grupo estenose adrtica exercitado; n=8 por

grupo. Objetiva: 40X.
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Figura 2. Concentracdo de marcador de estresse oxidativo no musculo séleo. LOOH:
hidroperéxido de lipideo. Dados expressos em média + desvio padréo.
Analise de variancia para o esquema fatorial 2x2 e Tukey. P<0,05: *vs C-

Sed; t vs EA-Sed.
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Figura 3. Atividade de enzimad antioxidantes no musculo sdleo. Cat: catalase; SOD:
superdxido dismutase; GPX: glutationa peroxidase. Dados expressos em
média + desvio padrdo. Andlise de variancia para o esquema factorial 2x2
e Tukey. P<0,05: *vs C-Sed; t vs EA-Sed.

REsuLTADOS 38



Tabela 12. Expressdo génica das subunidades do complexo enzimatico NADPH
oxidase no musculo séleo

C-Sed C-Ex EA-Sed EA-Ex

(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
p22'°h°" 1,00 £ 0,40 0,44 + 0,15 1,10 £ 0,66 1,17 £ 0,70 #
p47"h°X 1,00 + 0,53 1,52 + 0,49 0,84 + 0,48 1,21 £ 0,65

NOX 2 1,00 (0,37-1,39) 0,33 (0,26-0,75) 0,82 (0,53-2,16) 0,63 (0,42-1,07)
NOX 4 1,00 £ 0,52 0,70 £ 0,46 0,79+ 0,22 0,98 + 0,32

C-Sed: grupo controle sedentario; C-Ex: grupo controle exercitado; EA-Sed: grupo estenose adrtica
sedentario; EA-Ex: grupo estenose aortica exercitado. Dados expressos me média + desvio padrdo ou
mediana e percentis. Analise de variancia para o esquema fatorial 2x2 e Tukey ou Mann-Whitney. P <0,05:
# vs C-Ex.

x106 UA/mg proteina

C-Sed C-Ex EA-Sed EA-Ex

Figura 4. Atividade da NADPH oxidase no musculo séleo avaliada pela reducdo de
lucigenina. C-Sed: grupo controle sedentdrio; C-Ex: grupo controle
exercitado; EA-Sed: grupo estenose aodrtica sedentario; EA-Ex: grupo
estenose adrtica exercitado. Dados expressos em média + desvio padrao.

Andlise de variancia para o esquema fatorial 2x2 e Tukey; P>0,05.
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Figura 5. Geracdo total de espécies reativas de oxigénio no musculo séleo avaliada
pela quantificacdo de dois compostos fluorescentes derivados da oxidacao
de dihidroetidio (DHE) por HPLC: 2-hidroxietidio (EOH) e etidio (E). C-Sed:
grupo controle sedentdrio; C-Ex: grupo controle exercitado; EA-Sed: grupo
estenose adrtica sedentdrio; EA-Ex: grupo estenose adrtica exercitado.
Dados expressos em média + desvio padrdo. Andlise de variancia para o

esquema fatorial 2x2 e Tukey. P < 0,05: # vs C-Ex.
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Tabela 13. Expressdo proteica da via das MAPK no musculo séleo

C-Sed C-Ex EA-Sed EA-Ex
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
Fosforilada 1,00 £ 0,58 0,57 £ 0,53 0,97 £ 0,58 0,45 + 0,36
P8 Total 1,00 £ 0,16 0,73+0,49 0,89 £ 0,57 0,81+ 0,26
Fosforilada 1,00 £ 0,38 1,07 £ 0,26 1,16 £ 0,23 0,87 £ 0,43
INK Total 1,00 £ 0,38 1,04 £ 0,42 1,28 £ 0,22 0,63 £ 0,21# 1
Fosforilada 1,00 £ 0,22 0,67 + 0,26 0,54 + 0,47 1,28+0,84 t
ERK Total 0,97 (0,77-1,17) 0,92 (0,79-1,74) 1,64 (0,92-1,81) 0,96 (0,28—2,11)

C-Sed: grupo controle sedentario; C-Ex: grupo controle exercitado; EA-Sed: grupo estenose aortica
sedentario; EA-Ex: grupo estenose aortica exercitado. Dados expressos em média + desvio padrdo ou
mediana e percentis. Analise de variancia para o esquema fatorial 2x2 e Tukey ou Mann Whitney; P<0,05:
*vs C-Sed; # vs C-Ex; T vs EA-Sed.

Tabela 14. Expressdo proteica da via do NF-kB no musculo séleo

C-Sed C-Ex EA-Sed EA-Ex
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)

pes  Fosforilada 096 (0,87-106) 099 (067-1,16) ~ 071(049-1,44) 1,08 (0,76-1,17)

NF-xB Total 1,00 + 0,42 1,05+ 0,34 1,00+ 0,65 0,83 + 0,40
Fosforilada 1,00 0,21 0,71 0,17* 0,54 + 0,24* 0,67 + 0,39
IkB
Total 0,97 (0.83-1,14) 0,79 (0,68-0,87) 1,32 (1,13-1,84) 1,53 (0,90-2,08)

C-Sed: grupo controle sedentario; C-Ex: grupo controle exercitado; EA-Sed: grupo estenose adrtica
sedentario; EA-Ex: grupo estenose aodrtica exercitado. Dados expressos em média + desvio padrdo ou
mediana e percentis. Analise de variancia para o esquema fatorial 2x2 e Tukey ou Mann Whitney; P<0,05: *vs
C-Sed.
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Figura 6. Expressdo proteica da JNK em sua forma total e fosforilada no musculo

séleo avaliada pela técnica de Western blot e normalizada pela expressao

proteica da GAPDH. Dados expressos em média + desvio padrao. Andlise de

variancia para o esquema fatorial 2x2 e Tukey. P<0,05: #vs C-Ex; tvs EA-

Sed.
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Figura 7. Expressdo proteica da ERK em sua forma total e fosforilada no musculo

séleo avaliada pela técnica de Western blot e normalizada pela expressado

proteica da GAPDH. Dados expressos em média + desvio padrao. Andlise de

variancia para o esquema fatorial 2x2 e Tukey. P<0,05: t vs EA-Sed.
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Neste estudo, avaliamos os efeitos do exercicio fisico aerdbio sobre a
capacidade fisica, o coracdo e o musculo esquelético de séleo de ratos com
insuficiéncia cardiaca induzida por estenose adrtica.

Neste modelo, trés a quatro semanas apés o nascimento, os ratos
sdo submetidos a toracotomia para inducdo de estenose da aorta ascendente.
Imediatamente apds a colocacdo de clipe ao redor da aorta, o diametro do vaso
mantém-se preservado. Com o crescimento do animal e a manutencdo do
diametro da aorta, ocorre o aparecimento progressivo da estenose. Precocemente,
os ratos desenvolvem hipertrofia ventricular esquerda que esta associada,
inicialmente, com melhora da funcéo sistélica do coracdo. A seguir, comecam a
apresentar disfuncdo diastdlica, seguida de piora da funcéo sistélica e quadro de
insuficiéncia cardiaca congestiva. Geralmente, a insuficiéncia cardiaca manifesta-
se 18 a 28 semanas ap6s a inducdo da estenose adrtica *°. A vantagem do modelo
é o desenvolvimento gradual de hipertrofia ventricular e insuficiéncia cardiaca **
333559 a semelhanca do que se observa em humanos com sobrecarga pressorica
cronica.

Para a confirmacio de insuficiéncia cardiaca, foram avaliados sinais
clinicos e andtomo-patolégicos, in vivo e post mortem, compativeis com o
diagnostico > ¢*. De acordo com estudos em ratos espontaneamente hipertensos,
a hipertrofia do ventriculo direito é a melhor varidvel para selecionar, dentre
animais com sobrecarga pressorica cronica, aqueles com insuficiéncia cardiaca .
A hipertrofia ventricular direita é decorrente de hipertensdo pulmonar resultante
de aumento da pressdo de enchimento do ventriculo esquerdo. O peso dos
pulmdes, em valores absolutos ou normalizados pelo peso corporal, também pode
ser utilizado como indice preditor de insuficiéncia cardiaca em ratos *> ©.
Entretanto, animais com doenca avancada podem parar de ingerir alimentos e
agua e apresentarem-se desidratados no momento da eutandsia, situacdo na qual
pode ndo haver congestdo pulmonar. Neste estudo, a frequéncia de sinais de
insuficiéncia cardiaca foi elevada em ambos os grupos com estenose adrtica e nao
diferiu entre EA-Ex e EA-Sed. Portanto, o protocolo de exercicio fisico ndo alterou

o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca.
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Neste estudo, utilizamos protocolo de exercicio fisico de baixa a
moderada intensidade, adaptado de estudos realizados com ratos infartados ¢,
com hipertensao arterial ® °® ou com diabetes mellitus ®. Essas condi¢des sdo
caracterizadas pela reducdo da tolerancia a esforcos fisicos de moderada a
elevada intensidade. Em ratos espontaneamente hipertensos, Schultz et al. ¢
observaram que longo periodo de exercicio voluntdrio com roda giratéria (de 6 a
22 meses de idade) foi associado a aumento da dilatacdo do ventriculo esquerdo,
do contetido miocardico de coldgeno e da drea seccional do midcito e a reducéo
da funcdo sistdlica. Exercicios voluntarios em roda giratéria sdo caracterizados
por séries de curtos periodos de atividade com alta intensidade . O protocolo de
exercicio aerdbio utilizado foi efetivo em melhorar a capacidade funcional, tanto
dos ratos controles como daqueles com estenose adrtica. Ao final do experimento,
a distancia percorrida e o tempo de permanéncia na esteira foram
significantemente maiores nos ratos exercitados que nos sedentarios.

A avaliagdo ecocardiogriéfica inicial teve por objetivo avaliar o grau
de injuria cardiaca induzida pela estenose adrtica e assegurar a homogeneidade
entre os grupos. Os ratos com estenose adrtica apresentaram hipertrofia
concéntrica do ventriculo esquerdo caracterizada por aumento da massa do
ventriculo esquerdo, da espessura das paredes ventriculares, da espessura relativa
do ventriculo esquerdo e do diametro do atrio esquerdo. Funcionalmente, os
animais tiveram disfuncao sistdlica leve, definida pela reducdo da velocidade de
encurtamento da parede posterior e da onda S média, e disfuncdo diastdlica,
caracterizada pela reducdo do tempo de relaxamento isovolumétrico e do tempo
de desaceleracdo da onda E e aumento da relacdo E/E’. O padrdo de remodelacao
cardiaca com hipertrofia concéntrica e disfuncédo leve é habitualmente observado
em situacdes de sobrecarga pressérica cronica compensada.

Apods o periodo de exercicio fisico, os grupos com estenose adrtica
mantiveram o padrdo de hipertrofia concéntrica do ventriculo esquerdo, porém
com leve dilatacdo ventricular. A disfuncao sistolica leve foi mantida. A disfuncao
diastélica foi caracterizada por aumento da relacdo E/A, que define padrio
restritivo, grave, de disfuncdo. Ndo detectamos diferencas significantes nas

varidveis ecocardiograficas entre os grupos EA-Ex e EA-Sed. Portanto, podemos

DiscussAo 46



concluir que o exercicio fisico ndo alterou parametros estruturais ou funcionais
do coracdo de ratos com estenose adrtica grave. Os efeitos do exercicio fisico
sobre o coracdo, em presenca de estenose adrtica grave ainda ndo estdo
completamente esclarecidos. Em ratos com estenose aodrtica leve ou severa,
exercicios voluntdrios com roda giratéria por oito semanas nao alterou a funcao

. Por outro lado, exercicio aerdbio continuo de moderada

ventricular
intensidade resultou em atenuacdo da disfuncao sistolica de ratos com estenose
adrtica **>°°.

Uma vez que a funcdo cardiaca ndo diferiu entre os grupos EA-Ex e
EA-Sed, é provavel que a melhora da capacidade funcional dos ratos exercitados
tenha sido decorrente de melhora funcional da musculatura esquelética.

O peso corporal nao diferiu entre os grupos. Reducéo significante do
peso do corpo, denominada caquexia cardiaca, é frequentemente observada em
estagios avancados da doenca. Em humanos, estd associada a mau prognéstico,
independentemente de varidveis importantes como idade, fracdo de ejecao,
capacidade fisica ou classe funcional da insuficiéncia cardiaca *. Em trabalho
prévio, observamos reducdo do peso corporal de ratos com estenose aodrtica e
grau mais avancado de insuficiéncia cardiaca *> > A auséncia de perda de peso
sugere que os ratos sobreviventes ao final do estudo ainda nao se encontravam
em insuficiéncia cardiaca grave.

Os musculos esqueléticos sao formados por tecido capaz de alterar
suas caracteristicas metabdlicas, morfolégicas e funcionais em situagdes de
treinamento ou injuria . A insuficiéncia cardiaca croénica induz adaptacdes
estruturais e funcionais da musculatura esquelética ™. Neste estudo, a avaliacdo
da musculatura esquelética foi realizada no musculo séleo. Este musculo possui,
preferencialmente, fibras de contracdo lenta e metabolismo oxidativo. Estudos
prévios de nosso laboratdrio e da literatura mostraram que o musculo séleo é
sensivel as alteracbes induzidas pela insuficiéncia cardiaca aguda ou
cronica % 3% *"*_ Além disso, musculos esqueléticos com fibras preferencialmente
oxidativas sdo mais sensiveis aos efeitos do exercicio aerébio do que musculos

constituidos por fibras preferencialmente glicoliticas .
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O peso do musculo séleo, embora menor no grupo EA-Sed que no C-
Sed, néo diferiu entre os grupos EAo-Ex e EAo-Sed. Também a drea seccional das
fibras do séleo, embora 11% menor no grupo EA-Sed que no C-Sed, nao diferiu
estatisticamente entre os grupos. Esses resultados estdo de acordo com a
manutencdo do peso corporal dos grupos com estenose aodrtica e reforcam a
suposicdo que, ao final do experimento, os ratos ndo se encontravam em grau
avancado de insuficiéncia cardiaca. Habitualmente, o exercicio fisico aerdbio néo
induz aumento da massa muscular como se observa com exercicios resistivos.
Entretanto, em ratos com caquexia cardiaca, o treinamento aerdbio esta
associado a aumento ou preservacdo da massa muscular “°.

Estresse oxidativo ocorre quando hda desequilibrio entre a producao
de radicais livres e os sistemas antioxidantes. Neste trabalho, o grau de estresse
oxidativo foi avaliado pela dosagem da concentracdo muscular de hidroperéxido
de lipideo. Este marcador de lipoperoxidagdo foi maior no grupo EA-Sed que nos
grupos C-Sed e EA-Ex, mostrando que o estresse oxidativo foi aumentado na
insuficiéncia cardiaca e normalizado pelo exercicio fisico. A peroxidacéo lipidica é
causada pela agressdo de uma espécie reativa, geralmente radical hidroxil, que
abstrai um atomo de hidrogénio do acido graxo insaturado e deixa um elétron
desemparelhado no carbono, caracterizando a etapa de iniciacdo do processo de
lipoperoxidagdo. A seguir, ocorre a fase de propagacdo, na qual ha formacao do
radical peroxil (LOO+), que é capaz de retirar um atomo de H* do 4cido graxo
adjacente gerando, assim, o hidroperéxido de lipideo. Nas células, a
lipoperoxidacdo pode levar a degeneracdo e perda de funcdo de proteinas da
membrana, prejudicando funcdes essenciais como a atividade de enzimas
intrinsecas e transportadores de ATP 7.

As espécies reativas de oxigénio podem ser controladas por complexo
sistema composto, principalmente, pelas enzimas antiokidantes superdxido
dismutase, glutationa peroxidase e catalase. A superdxido dismutase representa a
primeira defesa contra anion radical superéxido e catalisa a dismutacdo do
superoxido em perdxido de hidrogénio (H,0,) em presenca do ion H*. A catalase,
por sua vez, catalisa a formacédo de dgua e oxigénio a partir de H,0,formado pela

reacdo da superodxido dismutase. Ja a atividade da glutationa peroxidase é
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dependente de sua capacidade de reagir com H,0, e perdxidos organicos pela
oxidacdo da glutationa reduzida a glutationa oxidada ™.

A reacdo celular ao estresse oxidativo depende da intensidade de
formacao das espécies reativas de oxigénio. Em baixas concentracdes, as espécies
reativas de oxigénio tém efeito estimulante sobre receptores e enzimas anti-
oxidantes; em elevadas concentracdes, entretanto, inibem a atividade enzimatica e
induzem dano celular . Os resultados deste estudo mostram que, no grupo EA-
Sed, o aumento do estresse oxidativo foi acompanhado por aumento da atividade
da superéxido dismutase e reducdo da atividade da glutationa peroxidase. A
atividade da catalase, embora tenha apresentado comportamento semelhante a
da enzima superdxido dismutase, ndo diferiu estatisticamente entre os grupos. O
exercicio fisico preveniu alteracdes das enzimas anti-oxidantes no grupo EA-Ex.
Reducdo da atividade de enzimas anti-oxidantes tem sido descrita em musculos
esqueléticos durante a insuficiéncia cardiaca ® '> '® ®*. Adicionalmente, estudos

clinicos *°

e experimentais * ®© mostraram que o exercicio fisico tem efeito anti-
oxidante no musculo esquelético durante a insuficiéncia cardiaca. Entretanto, nao
identificamos na literatura outros estudos que tenham avaliado os efeitos do
exercicio fisico no modelo experimental de ratos com insuficiéncia cardiaca
induzida por sobrecarga pressdrica cronica causada por estenose adrtica. Os
resultados do nosso estudo mostram, portanto, que o exercicio fisico aerébio foi
eficiente em impedir aumento do estresse oxidativo e alteracdo de enzimas
antioxidantes.

Para determinar se o complexo NADPH oxidase participa do aumento
do estresse oxidativo e se este pode ser modulado pelo exercicio fisico, avaliamos
a atividade deste complexo e a expressdo génica de suas subunidades. O complexo
NADPH oxidase constitui importante fonte de geracdo de espécies reativas de
oxigénio. Primeiramente, analisamos, no musculo séleo, a expressao génica das
subunidades transmembranais NOX2, NOX4 e p22f'* além da subunidade
citosdlica p47Ph>. Exceto por expressdo maior da subunidade p22°P"* no grupo EA-
Ex em comparacdo ao C-Ex, as subunidades nao diferiram entre os grupos. Da

mesma forma, a atividade da NADPH oxidase ndo diferiu entre os grupos. Apesar

da expressdo génica da p22P"™ apresentar-se aumentada no grupo EA-Ex
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comparada ao grupo C-Ex, tal alteracdo ndo culminou em maior atividade da
NADPH oxidase. A atividade de NADPH oxidase foi avaliada pela mensuracdo da
quantidade de luz emitida, resultante da reacdo entre a lucigenina reduzida com
o anion radical superdxido, produto da atividade da NADPH oxidase. O papel da
NADPH oxidase no estresse oxidativo muscular durante a insuficiéncia cardiaca
ainda ndo estd esclarecido. No musculo plantar de ratos com infarto do miocdrdio
2 e em musculos esqueléticos de camundongos infartados **, a atividade da
NADPH oxidase, avaliada por diferentes métodos, foi aumentada. Por outro lado,
avaliamos previamente a atividade da NADPH oxidase utilizando dihidroxietidio
(DHE), molécula que é oxidada pelo anion superéxido, no musculo séleo de ratos
infartados com insuficiéncia cardiaca e também nao observamos alteracdes .
Neste estudo, a geracdo total de espécies reativas de oxigénio no
so6leo foi avaliada pela quantificacdo de dois compostos fluorescentes derivados da
oxidacdo de dihidroetidio (DHE), o 2-hidroxietidio (EOH) e o etidio. Nio
observamos alteracdo de seus valores entre os grupos EA-Sed e C-Sed ou EA-Ex e
EA-Sed. Entretanto, a relacdo EOH/DHE foi menor no grupo EA-Ex que no C-Ex. A
deteccdo de EOH utilizando fluorescéncia de HPLC foi proposta para demonstrar
de forma mais precisa a producdo de superdxido em vasos sanguineos e
posteriormente adaptada para uso em tecido muscular °% °7. Previamente,
observamos, em ratos infartados com insuficiéncia cardiaca avancada, aumento

da relacido etidio/DHE no musculo séleo ¢

. No presente estudo, os resultados
obtidos com esta técnica sdo compativeis com a dosagem de hidroperdxido de
lipideo, mostrando que o exercicio fisico reduziu o estresse oxidativo dos ratos
com estenose aortica.

Habitualmente, aumento do estresse oxidativo ativa vdarias vias de
sinalizacdo intracelular, entre as quais se destacam as vias das MAPK e do NF-kB.
As MAPKs sdo constituidas por quatro membros: extracellular signal-regulated
kinase (ERK) 1/2, p38, c-Jun NH2-terminal kinase (JNK) e ERK5. Neste estudo, nédo
observamos diferencas na expressao das proteinas das MAPK entre os grupos EA-
Sed e C-Sed. Apesar da expressdo da ERK ser aproximadamente 46% menor no

grupo EA-Sed que no C-Sed, a diferenca ndo alcancou significancia estatistica. Nos

ratos com estenose adrtica, o exercicio fisico reduziu a expressdo proteica da JNK
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total no grupo EA-Ex em comparacdo ao EA-Sed e aumentou a expressdao da forma
fosforilada da ERK no grupo EA-Ex em comparacdo aos grupos EA-Sed e C-Ex.
Enquanto ativacdo da JNK e p38 esta associada com a resposta celular ao estresse
e perda muscular, a ativacdo da ERK1/2 estd relacionada com processos
anabdlicos como divisdo celular, crescimento e diferenciacio 2. Portanto,
podemos concluir que a modulacdo das proteinas JNK e pERK pelo exercicio
ocorreu no sentido de preservacdo da sintese proteica e prevencdo de perda
muscular. Em estudos prévios observamos, no diafragma e no séleo de ratos com
insuficiéncia cardiaca induzida por infarto do miocardio, alteracdes na expressao
das MAPK como reducdo da ERK com ou sem aumento da fosforilagdo da JNK & 82
Ndo observamos alteracdes na expressao das proteinas da via do NF-kB, exceto

reducdo de IkB nos grupos C-Ex e EA-Sed em relacdo ao C-Sed.
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CONCLUSAO



Em conclusdo, o exercicio fisico melhora a capacidade funcional de
ratos com estenose aodrtica independentemente de alteracdo das estruturas
cardiacas ou funcdo ventricular esquerda. No musculo séleo, o exercicio fisico
reduz o estresse oxidativo, preserva a atividade de enzimas antioxidantes e
modula a expressdo das MAPK JNK e pERK, sem alterar a atividade da enzima
NADPH oxidase, a expressdo génica de suas subunidades ou a expressdo de

proteinas da via NF-kB.

CoNCLUSAO 53



REFERENCIAS



Lindenfeld J, Albert NM, Moser DK, Boehmer JP, Rogers ]G, Collins SP,
Starling RC, Ezekowitz JA, Stevenson WG, Givertz MM, Tang WHW, Katz SD,
Teerlink JR, Klapholz M, Walsh MN. Executive summary: HFSA 2010
Comprehensive heart failure practice guideline. / Cardiac Fail

2010;16:476-506

Go AS, Mozaffarian D, Roger VL, Benjamin EJ, Berry JD, Blaha MJ, Dai S,
Ford ES, Fox CS, Franco S, Fullerton HJ, Gillespie C, Hailpern SM, J.A. H,
Howard V), Huffman MD, Judd SE, Kissela BM, Kittner SJ, Lackland DT,
Lichtman JH, Lisabeth LD, Mackey RH, Magid DJ, Marcus GM, Marelli A,
Matchar DB, McGuire DK, Mohler ER, Moy CS, Mussolino ME, Neumar RW,
Nichol G, Pandey DK, Paynter NP, Reeves MJ, Sorlie PD, Stein J, Towfighi A,
Turan TN, Virani SS, Wong ND, Woo D, Turner MB. Heart disease and
stroke statistics-2014 update: A report from the American Heart
Association. Circulation. 2014;129:¢28-e292

Mansur AP, Favarato D. Mortalidade por doencas cardiovasculares no Brasil
e na regido metropolitana de Sao Paulo: Atualizacdo 2011. Arg Bras Cardiol

2012;99:755-761
IBGE. Indicadores sociodemograficos e de satide no Brasil. 2009

Albanesi Filho FM. O que vem ocorrendo com a insuficiéncia cardiaca no

Brasil? Arg Bras Cardiol. 2005;85:155-156

Phillips SA, Vuckovic K, Cahalin LP, Baynard T. Defining the system:
Contributors to exercise limitations in heart failure. Heart Fail Clin.

2015;11:1-16

Mandic S, Myers J, Selig SE, Levinger 1. Resistance versus aerobic exercise

training in chronic heart failure. Curr Heart Fail Rep. 2012;9:57-64

Bertaglia RS, Reissler J, Lopes FS, Cavalcante WL, Carani FR, Padovani CR,
Rodrigues SA, Cigogna AC, Carvalho RF, Fernandes AA, Gallacci M, Dal Pai

Silva M. Differential morphofunctional characteristics and gene expression

REFERENCIAS 95



10.

11.

12.

13.

14,

15.

le6.

in fast and slow muscle of rats with monocrotaline-induced heart failure. /

Mol Histol. 2011;42:205-215

Downing J, Balady GJ. The role of exercise training in heart failure. / Am
Coll Cardiol. 2011;58:561-569

Mancini DM, Walter G, Reichek N, Lenkinski R, McCully KK, Mullen JL,
Wilson JR. Contribution of skeletal muscle atrophy to exercise intolerance
and altered muscle metabolism in heart failure. Circulation. 1992;85:1364-

1373

Lipkin DP, Jones DA, Round JM, Poole-Wilson PA. Abnormalities of skeletal
muscle in patients with chronic heart failure. Int / Cardiol. 1988;8:187-195

Clapier VR, Garnier A, Veksler V. Energy metabolism in heart failure. /
Physiol. 2004;555:1-13

Kiilavuori K, Naveri H, Salmi T, Harkonen M. The effect of physical training
on skeletal muscle in patients with chronic heart failure. Eur J Heart Fail.

2000;2:53-63

Trachtenberg BH, Hare JM. Biomarkers of oxidative stress in heart failure.

Heart Fail Clin. 2009;5:561-577

Linke A, Adams V, Schulze PC, Erbs S, Gielen S, Fiehn E, Mobius-Winkler S,
Schubert A, Schuler G, Hambrecht R. Antioxidative effects of exercise
training in patients with chronic heart failure: Increase in radical scavenger

enzyme activity in skeletal muscle. Circulation. 2005;111:1763-1770

Martinez PF, Bonomo C, Guizoni DM, Oliveira Jr SA, Damatto RL, Cezar
MDM, Lima ARR, Pagan LU, Seiva FR, Fernandes DC, Laurindo FRM, Novelli
ELB, Matsubara LS, Zornoff LAM, Okoshi K, Okoshi MP. Influence of N-
acetylcysteine on oxidative stress in slow-twitch soleus muscle of heart

failure rats. Cell Physiol Biochem. 2015;35:148-159

REFERENCIAS 56



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

Gomes EC, Silva AN, Oliveira MR. Oxidants, antioxidants, and the beneficial
roles of exercise-induced production of reactive species. Oxid Med Cell

Longey. 2012;2012:756132

Javesghani D, Magder SA, Barreiro E, Quinn MT, Hussain SN. Molecular
characterization of a superoxide-generating NAD(P)H oxidase in the

ventilatory muscles. Am_J Respir Crit Care Med. 2002;165:412-418

Sullivan-Gunn M, Campbell-O'Sullivan S, Tisdale M]J, Lewandowski PA.
Decreased NADPH oxidase expression and antioxidant activity in cachectic

skeletal muscle. / Cachexia Sarcopenia Muscle. 2011;2:181-188

Mofarrahi M, Brandes RP, Gorlach A, Hanze J, Terada LS, Quinn MT, Mayaki
D, Petrof B, Hussain SN. Regulation of proliferation of skeletal muscle

precursor cells by NADPH oxidase. Antioxid Redox Signal. 2008;10:559-574

Bedard K, Krause KH. The NOX family of ROS-generating NADPH oxidases:
Physiology and pathophysiology. Physiol Rev. 2007;87:245-313

Clempus RE, Griendling KK. Reactive oxygen species signaling in vascular

smooth muscle cells. Cardiovasc Res. 2006;71:216-225

Bechara LR, Moreira JB, Jannig PR, Voltarelli VA, Dourado PM, Vasconcelos
AR, Scavone C, Ramires PR, Brum PC. NADPH oxidase hyperactivity induces
plantaris atrophy in heart failure rats. Int_J Cardiol. 2014;175:499-507

Ohta Y, Kinugawa T, Matsushima S, Ono T, Sobirin MA, Inoue N, Yokota T,
Hirabayashi K, Tsutsui H. Oxidative stress impairs insulin signal in skeletal
muscle and causes insulin resistance in postinfarct heart failure. Am /

Physiol Heart Circ Physiol. 2011;300:H1637-H1644

Byun MS, Jeon KI, Choi JW, Shim JY, Jue DM. Dual effect of oxidative stress
on NF-kappakB activation in Hela cells. Exp Mol Med. 2002;34:332-339

Martinez PF. Estresse oxidativo e sinalizacdo pelas vias MAPK e NF-kappaB
no musculo sdéleo de ratos com insuficiéncia cardiaca crdnica. Tese de

Doutoramento. Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP; 2012:74 p

REFERENCIAS o7



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Weinberg EO, Schoen FJ, George D, Kagaya Y, Douglas PS, Litwin SE,
Schunkert H, Benedict CR, Lorell BH. Angiotensin-converting enzyme
inhibition prolongs survival and modifies the transition to heart failure in
rats with pressure overload hypertrophy due to ascending aortic stenosis.

Circulation. 1994;90:1410-1422

Schunkert H, Dzau VJ, Tang SS, Hirsch AT, Apstein CS, Lorell BH. Increased
rat cardiac angiotensin converting enzyme activity and mrna expression in
pressure overload left ventricular hypertrophy. Effects on coronary

resistance, contractility, and relaxation. / Clin Invest. 1990;86:1913-1920

Ribeiro HB, Okoshi K, Cicognha AC, Bregagnollo EA, Rodrigues MAM,
Padovani CR, Aragon FF, Jamas E, Okoshi MP. Estudo evolutivo da
morfologia e funcdo cardiaca em ratos submetidos a estenose adrtica

supravalvar. Arg Bras Cardiol. 2003;81:562-568

Moreira VO, Pereira CA, Silva MO, Felisbino SL, Cicogna AC, Okoshi K,
Aragon FF, Padovani CR, Okoshi MP, Castro AV. Growth hormone
attenuates myocardial fibrosis in rats with chronic pressure overload-
induced left ventricular hypertrophy. Clin Exp Pharmacol Physiol.
2009;36:325-330

Moreira VO, Castro AVB, Yaegaschi MY, Cicogna AC, Okoshi MP, Pereira CA,
Aragon FF, Bruno MB, Padovani CR, Okoshi K. Echocardiographic criteria
for definiton of ventricular dysfunction severity in aortic banded rats. Arg

Bras Cardiol. 2006;86:432-438

Santos DP, Okoshi K, Moreira VO, Seiva FRF, Almeida FLA, Padovani CR,
Carvalho RF, Okoshi MP, Cicogna AC, Castro AVB, Dal Pai-Silva M. Growth
hormone attenuates skeletal muscle changes in experimental chronic heart

failure. Growth Horm IGF Res. 2010;20:149-155

Pacagnelli F, Okoshi K, Campos DHS, de Souza RWA, Padovani CR, Carvalho
RF, Aguiar AF, Dal Pai M, Cicogna AC. Physical training attenuates cardiac

REFERENCIAS 58



34,

35.

36.

37.

38.

remodeling in rats with supra-aortic stenosis. Exp Clin Cardiol.

2014;20:3889-3905

De Sousa E, Lechene P, Fortin D, N'Guessan B, Belmadani S, Bigard X,
Veksler V, Ventura-Clapier R. Cardiac and skeletal muscle energy
metabolism in heart failure: Beneficial effects of voluntary activity.

Cardiovasc Res. 2002;56:260-268

Carvalho RF, Cicogna AC, Campos GER, Assis JMF, Padovani CR, Okoshi MP,
Dal Pai-Silva M. Myosin heavy chain expression and atrophy in rat skeletal
muscle during transition from cardiac hypertrophy to heart failure. Int /
Exp Path. 2003;84:201-206

Carvalho RF, Dariolli R, LA. JJ, Sugizaki MM, Okoshi MP, Cicogna AC,
Felisbino SL, Dal Pai-Silva M. Heart failure alters matrix metalloproteinase
gene expression and activity in rat skeletal muscle. nt J Exp Pathol.

2006;87:437-443

Yancy CW, Jessup M, Bozkurt B, Butler J, Casey Jr. DE, Drazner MH, Fonarow
GC, Geraci SA, Horwich T, Januzzi JL, Johnson MR, Kasper EK, Levy WC,
Masoudi FA, McBride PE, McMurray JJ, Mitchell JE, Peterson PN, Riegel B,
Sam F, Stevenson LW, Tang WH, Tsai EJ, Wilkoff BL. 2013 ACCF/AHA
guideline for the management of heart failure: Executive summary: A
report of the American College of Cardiology Foundation/American Heart
Association task force on practice guidelines. Circulation. 2013;128:1810-
1852

McMurray ]J, Adamopoulos S, Anker SD, Auricchio A, Bbhm M, Dickstein K,
Falk Vv, Filippatos G, Fonseca C, Gomez-Sanchez MA, Jaarsma T, Kgber L, Lip
GY, Maggioni AP, Parkhomenko A, Pieske BM, Popescu BA, Rgnhnevik PK,
Rutten FH, Schwitter J, Seferovic P, Stepinska J, Trindade PT, Voors AA,
Zannad F, Zeiher A. ESC guidelines for the diagnosis and treatment of
acute and chronic heart failure 2012: The task force for the diagnosis and

treatment of acute and chronic heart failure 2012 of the European Society

REFERENCIAS 39



39.

40.

41].

42.

43,

44,

45.

46.

of Cardiology. Developed in collaboration with the Heart Failure
Association (HFA) of the ESC. Eur J Heart Fail. 2012;14:803-869

Bocchi EA, Marcondes-Braga FG, Bacal F, Ferraz AS, Albuquerque D,
Rodrigues D. Sociedade Brasileira de Cardiologia. Atualizacdo da diretriz
brasileira de insuficiéncia cardiaca crénica - 2012. Arg Bras Cardiol.

2012;98:1-33

Evangelista FS, Brum PC, Krieger JE. Duration-controlled swimming exercise
training induces cardiac hypertrophy in mice. Braz J Med Biol Res.
2003;36:1751-1759

Lee IM, Sesso HD, Oguma Y, Paffenbarger RSJ. Relative intensity of physical
activity and risk of coronary heart disease. Circulation. 2003;107:1110-
1116

Ciolac EG. High-intensity interval training and hypertension: Maximizing
the benefits of exercise? Am_J Cardiovasc Dis. 2012;2:102-110

Belardinelli R, Georgiou D, Cianci G, Purcaro A. 10-year exercise training in
chronic heart failure: A randomized controlled trial. / Am Coll Cardiol.

2012;60:1521-1528

Adams V, Linke A, Krdankel N, Erbs S, Gielen S, Mébius-Winkler S, Gummert
JF, Mohr FW, Schuler G, Hambrecht R. Impact of regular physical activity
on the NAD(P)H oxidase an angiotensin receptor system in patients with

coronary artery disease. Circulation. 2005;111:555-562

Lenk K, Erbs S, Hollriegel R, Beck E, Linke A, Gielen S, Winkler SM, Sandri M,
Hambrecht R, Schuler G, Adams V. Exercise training leads to a reduction of
elevated myostatin levels in patients with chronic heart failure. Eur_/ Prev

Cardiol. 2012;19:404-411

Cunha TF, Bacurau AV, Moreira JB, Paixdo NA, Campos JC, Ferreira JC, Leal
ML, Negrao CE, Moriscot AS, Wisloff U, Brum PC. Exercise training prevents
oxidative stress and ubiquitin-proteasome system overactivity and reverse

skeletal muscle atrophy in heart failure. PLoS ONE. 2012;7:e41701

REFERENCIAS 60



47.

438.

49.

50.

51.

52.

Martinez PF, Okoshi K, Zornoff LA, Carvalho RF, Oliveira Junior SA, Lima
AR, Campos DH, Damatto RL, Nogueira CR, Dal Pai-Silva M, Okoshi MP.
Chronic heart failure-induced skeletal muscle atrophy, necrosis, and

myogenic regulatory factors changes. Med Sci Monit. 2010;16:374-383

Lima AR, Martinez PF, Okoshi K, Guizoni DM, Zornoff LA, Campos DH,
Oliveira SAJ, Bonomo C, Pai-Silva MD, Okoshi MP. Myostatin and follistatin
expression in skeletal muscles of rats with chronic heart failure. Int J Exp

Path. 2010;91:54-62

Martinez PF, Okoshi K, Zornoff LA, Oliveira SAJ, Campos DH, Lima AR,
Damatto RL, Cezar MD, Bonomo C, Guizoni DM, Padovani CR, Cicogha AC,
Okoshi MP. Echocardiographic detection of congestive heart failure in
postinfarction rats. / Appl Physiol. 2011;111:543-551

Ferreira JC, Rolim NP, Bartholomeu JB, Gobatto CA, Kokubun E, Brum PC.
Maximal lactate steady state in running mice: Effect of exercise training.

Clin Exp Pharmacol Physiol. 2007;34:760-765

Cezar MD, Damatto RL, Martinez PF, Lima AR, Campos DH, Rosa CM,
Guizoni DM, Bonomo C, Cicogna AC, Gimenes R, Pagan LU, Okoshi MP,
Okoshi K. Aldosterone blockade reduces mortality without changing cardiac
remodeling in spontaneously hypertensive rats. Cell Physiol Biochem.

2013;32:1275-1287

Lang RM, Bierig M, Devereux RB, Flachskampf FA, Foster E, Pellikka PA,
Picard MH, Roman MJ, Seward J, Shanewise JS, Solomon SD, Spencer KT,
Sutton MSJ, Stewart WJ. Recommendations for chamber quantification: A
report from the American Society of Echocardiography's guidelines and
standards committee and the chamber quantification writing group,
developed in conjunction with the European Association of
Echocardiography, a branch of the European Society of Cardiology. / Am
Soc Echocardiogr. 2005;18:1440-1463

REFERENCIAS 61



53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

Rosa CM, Xavier NP, Campos DH, Fernandes AA, Cezar MD, Martinez PF,
Cicogna AC, Gimenes C, Gimenes R, Okoshi MP, Okoshi K. Diabetes mellitus
activated fetal gene program and intensifies cardiac remodeling and
oxidative stress in aged spontaneously hypertensive rats. Cardiovasc

Diabetol. 2013;12:152

Livak KJ, Schmittgen TD. Analysis of relative gene expression data using
real-time quantitative PCR and the 24 method. Methods. 2001;25:402-
408

Fernandes DC. Modulacdo do estado redox em células endoteliais por forcas
hemodinamicas: Efeito do “shear stress” na expressdo e atividade da
dissulfeto isomerase protéica. Tese de Doutoramento. Faculdade de

Medicina da Universidade de Sdo Paulo, USP; 2007:137 p

Laurindo FRM, Fernandes DC, Santos CXC. Assessment of superoxide
production and NADPH oxidase activity by HPLC analysis of
dihydroethidium oxidation products. Methods Enzymol. 2008;441:237-260

Fernandes DC, Wosniak J, Pescatore LA, Bertoline MA, Liberman M,
Laurindo FRM, Santos CXC. Analysis of DHE-derived oxidation products by
HPLC in the assessment of superoxide production and NADPH oxidase

activity in vascular systems. Am_/ Physiol Cell Physiol. 2007;292:C413-C422

Okoshi K, Nakayama M, Yan X, Okoshi MP, Schuldt AJT, Marchionni MA,
Lorell BH. Neuregulins regulate cardiac parasympathetic activity.
Muscarinic modulation of beta-adrenergic activity in myocytes from mice

with neuregulin-1 gene deletion. Circulation. 2004;110:713-717

Souza RW, Piedade WP, Soares LC, Souza PA, Aguiar AF, Vechetti-Junior I,
Campos DH, Fernandes AA, Okoshi K, Carvalho RF, Cicogna AC, Dal-Pai-Silva
M. Aerobic exercise training prevents heart failure-induced skeletal muscle
atrophy by anti-catabolic, but not anabolic actions. PLOS One.
2014;9:e110020

REFERENCIAS 62



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

Cicogna AC, Robinson KG, Conrad CH, Singh K, Squire R, Okoshi MP, Bing
OHL. Direct effects of colchicine on myocardial function. Studies in
hypertrophied and failing spontaneously hypertensive rats. Hypertension.
1999;33:60-65

Conrad CH, Brooks WW, Hayes JA, Sen S, Robinson KG, Bing OHL.
Myocardial fibrosis and stiffness with hypertrophy and heart failure in the
spontaneously hypertensive rat. Circulation. 1995;91:161-170

Bing OHL, Brooks WW, Robinson KG, Slawsky MT, Hayes JA, Litwin SE, Sen
S, Conrad CH. The spontaneously hypertensive rat as a model of the
transition from compensated left ventricular hypertrophy to failure. / Mo/

Cell Cardiol. 1995;27:383-396

Woodiwiss AJ, Tsotetsi OJ, Sprott S, Lancaster EJ, Mela T, Chung ES, Meyer
TE, Norton GR. Reduction in myocardial collagen cross-linking parallels left
ventricular dilatation in rats models of systolic chamber dysfunction.

Circulation. 2001;103:155-160

Moreira JB, Bechara LR, Bozi LH, Jannig PR, Monteiro AW, Dourado PM,
Wislgff U, Brum PC. High- versus moderate-intensity aerobic exercise
training effects on skeletal muscle of infarcted rats. / App/ Physiol.
2013;114:1029-1041

Emter CA, McCune SA, Sparagna GC, Radin MJ, Moore RL. Low-intensity
training delays onset of decompensated heart failure in spontaneously
hypertensive heart failure rats. Am J Physiol Heart Circ Physiol.
2005;289:H2030-H2038

Chicco AJ, McCune SA, Emter CA, Sparagna GC, Rees ML, Bolden DA,
Marshall KD, Murphy RC, Moore RL. Low-intensity exercise training delays
heart failure and improves survival in female hypertensive heart failure

rats. Hypertension. 2008;51:1096-1102

Gimenes C, Gimenes R, Rosa CM, Xavier NP, Campos DHS, Fernandes AAH,
Cezar MDM, Guirado GN, Cicogha AC, Takamoto AHR, Okoshi MP, Okoshi K.

REFERENCIAS 63



68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

Low intensity physical exercise attenuates cardiac remodeling and
myocardial oxidative stress and dysfunction in diabetic rats. / Diabetes Res.

2015: in press

Schultz RL, Swllow JG, Waters RP, Kuzman JA, Redetzke RA, Said S, Escobar
GM, Gerdes AM. Effects of excessive long-term exercise on cardiac function
and myocyte remodeling in hypertensive heart failure rats. Hypertension.

2007;50:410-416

Schultz RL, Kullman EL, Waters RP, Huang H, Kirwan JP, Gerdes AM,
Swallow JG. Metabolic adaptations of skeletal muscle to voluntary wheel
running exercise in hypertensive heart failure rats. Physiol Res.

2013;62:361-369

van Deel ED, Boer M, Kuster DW, Boontje NM, Holemans P, Sipido KR, van
der Velden J, Duncker DJ. Exercise training does not improve cardiac
function in compensated or decompensated left ventricular hypertrophy

induced by aortic stenosis. / Mo/ Cell Cardiol. 2011;50:1017-1025

Okoshi MP, Romeiro FG, Martinez PF, Oliveira Jr SA, Polegato BF, Okoshi K.
Cardiac cachexia and muscle wasting: definition, physiopatholoy, and

clinical consequences. Res Report Clin Cardiol. 2014;5:319-326

Lima ARR, Damatto RL, Pagan LU, Bonomo C, Gomes MJ, Okoshi K, Okoshi
MP. Growth hormone administration alters protein expression in skeletal
muscle of rats with aortic stenosis-induced heart failure. FASEB .
2013;27:386.3

Bonaldo P, Sandri M. Cellular and molecular mechanisms of muscle
atrophy. Dis Model Mech. 2013;6:25-39

Loncar G, Fulster S, von Haehling S, Popovic V. Metabolism and the heart:
An overview of muscle, fat, and bone metabolism in heart failure. Int /

Cardiol. 2013;162:77-85

REFERENCIAS 64



75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

Russel AP, Foletta VC, Snow RJ, Wadley GD. Skeletal muscle mitochondria: a
major plaer in exercise, health and disease. Biochim Biophys Acta.

2014;1840(4):1276-1284

Von Haehling S, Steinbeck L, Doehner W, Springer J, Anker SD. Muscle
wasting in heart failure: An overview. Int J Biochem Cell Biol.

2013;45:2257-2265

Powers SK, Jackson M]J. Exercise-induced oxidative stress: Cellular
mechanisms and impact on muscle force production. Physiol Rev.

2008;88:1243-1276

Campos JC, Gomes KM, Ferreira JC. Impact of exercise training on redox

signaling in cardiovascular diseases. Food Chem Toxicol. 2013;62C:107-119

Radak Z, Chung HY, Goto S. Exercise and hormesis: Oxidative stress-related
adaptation for successful aging. Biogerontology. 2005;6:71-75

Bacurau AV, Jardim MA, Ferreira JC, Bachara LR, Bueno CRJ, Alba-Loureiro
TC, Negrao CE, Cesarini DE, Curi R, Ramires PR, Moriscot AS, Brum PC.
Sympathetic hyperactivity differentially affects skeletal muscle mass in
developing heart failure: Role of exercise training. / Appl Physiol.
2009;106:1631-1640

Shi H, Scheffler JM, Zeng C, Pleitner JM, Hannon KM, Grant AL. Mitogen-
activated protein kinase signaling is necessary for the maintenance of

skeletal muscle mass. Am_J Physiol Cell Physiol. 2009;296:C1040-C1048

Lima ARR, Martinez PF, Damatto RL, Cezar MDM, Guizoni DM, Bonomo C,
Oliveira SAJ, Dal-Pai Silva M, Zornoff LAM, Okoshi K, Okoshi MP. Heart
failure-induced diaphragm myopathy. Cell Physiol Biochem. 2014;34:333-
345

REFERENCIAS 65



