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RESUMO



Introdugdo: A insuficiéncia cardiaca caracteriza-se por intolerancia aos exercicios
fisicos com o aparecimento precoce de fadiga e dispneia. Anormalidades intrinsecas
da musculatura tém sido frequentemente descritas em musculos esqueléticos durante
a insuficiéncia cardiaca e implicadas na fisiopatogenia dos sintomas. Os fatores
responsaveis pelas alteragdes da musculatura esquelética na insuficiéncia cardiaca
ainda nao estdo completamente definidos. Ha substancial evidéncia que o estresse
oxidativo estd aumentado na insuficiéncia cardiaca e que possa estar envolvido nas
alteracbes musculares. Entretanto, as fontes de geracdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) na musculatura esquelética e suas vias de sinalizacdo intracelular
durante a insuficiéncia cardiaca ainda nado estdo completamente esclarecidas. Ha
poucos trabalhos sobre o complexo NADPH oxidase, importante fonte geradora de
EROs, na insuficiéncia cardiaca. Estudos realizados em diversos modelos
experimentais sugerem que as vias das proteinas quinases ativadas por mitégeno
(MAPKs) e do fator nuclear-kB (NF-kB) possam estar envolvidas nos mecanismos de
resposta ao estresse oxidativo. O objetivo deste estudo foi verificar a participacao das
vias das MAPK e do NF-kB na resposta muscular ao estresse oxidativo em ratos com
insuficiéncia cardiaca cronica induzida por infarto do miocardio (IM). Métodos: IM foi
induzido por oclusdo da artéria corondria esquerda. Quatro meses apds a cirurgia,
foram constituidos trés grupos de animais: sham (n=24), IM-C (sem tratamento,
n=24) e IM-NAC (IM tratado com o antioxidante N-acetilcisteina, 120 mg/kg/dia,
n=24). Seis meses apds a cirurgia, os animais foram submetidos a avaliacdo
ecocardiografica e, posteriormente, eutanasiados. O tamanho do IM foi avaliado por
analise histoldgica; animais com infarto menor que 30% foram excluidos do estudo. A
drea seccional transversa das fibras do musculo séleo foi mensurada em cortes
corados com hematoxilina-eosina. A atividade das enzimas antioxidantes glutationa
peroxidase, superdxido dismutase e catalase e a concentracdo muscular de
hidroperoéxido de lipideo foram avaliadas por espectrofotometria no muisculo séleo. A
concentracdo sérica e muscular de 3-nitrotirosina e a concentracdo sérica de
malondialdeido foram determinadas por ELISA e HPLC, respectivamente. A atividade
da NADPH oxidase foi avaliada pela quantificacdo de produtos fluorescentes derivados
da oxidacao de dihidroxietidio por HPLC para avaliar a produgédo de superéxido e por

ensaio com AmplexRed® para avaliar a producdo de H,0, no musculo séleo. A
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expressdo génica dos fatores de regulacdo miogénica (MyoD, miogenina e MRF4) e
das subunidades do complexo NADPH oxidase (NOX2, NOX4, p22Ph* e p47°Ph) foi
analisada por RT-PCR em tempo real no musculo séleo. A expressdo proteica dos
fatores de regulacdo miogénica e de proteinas das vias das MAPK e do NF-«B foi
avaliada por Western blot no musculo séleo. A comparacdo entre os grupos foi
realizada por andlise de variancia de uma via complementada com teste de
Bonferroni (comparagdes: Sham x IM-C, IM-C x IM-NAC), exceto para avaliacdo do
tamanho do infarto (teste t de Student). Resultados: O tamanho do IM foi
semelhante entre os grupos IM e IM-NAC (IM-C: 47,6 = 5,9%; IM-NAC: 47,7 + 8,3%;
P>0,05). A avaliacdo ecocardiogréfica, o grupo IM-C apresentou dilatacdo das
camaras cardiacas esquerdas associada a disfuncdo sistélica e diastélica. O
tratamento com NAC atenuou a disfuncédo diastdlica, verificada pela menor relacao
E/A no grupo IM-NAC em relacdo ao grupo IM-C. Quanto a analise da musculatura
esquelética, ocorreu diminuicdo da atividade das enzimas antioxidantes glutationa
peroxidase e superodxido dismutase no musculo séleo de ratos com infarto do
miocdrdio e o tratamento com NAC nao restaurou a atividade destas enzimas e
reduziu a atividade da enzima catalase. A producdo de superdxido e de H,0, pela
NADPH oxidase, em fracdo de membrana estimulada com NADPH, ndo se mostrou
alterada no musculo séleo dos ratos infartados. A atividade da NADPH oxidase foi
menor no grupo IM-NAC em relacdo ao grupo IM-C, constatada pela menor producéo
de superodxido, porém sem alteracdo da producdo de H,0,. A expressdao das
subunidades NOX2, NOX4 e a p22P"* nio se alterou nos animais do grupo IM-C,
porém a expressdo da p47P"* foi menor neste grupo em relacdo ao Sham. A
administracdo de NAC promoveu reducdo na expressdo de NOX4 e p22°P"* e nao
atenuou a reducio da p47P"* no musculo séleo dos ratos infartados. Em relacéo aos
marcadores de estresse oxidativo no musculo séleo, nao houve diferenca significativa
entre os grupos quanto a concentracdo tecidual de hidroperéxido de lipideo. A
concentracdo muscular de 3-nitrotirosina foi semelhante entre os grupos Sham e IM-
C e menor no grupo IM-NAC quando comparado ao IM-C (Sham 2,89 = 0,80; IM-C
3,33 £0,95; IM-NAC 2,1 + 0,96 nM/mg proteina; P = 0,039). Quanto a concentragao
sérica, houve aumento significativo de malondialdeido no grupo IM-C quando

comparado ao Sham, mas nao houve diferenca significativa entre os grupos IM-C e
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IM-NAC (Sham 0,98 + 0,22; IM-C 1,24 + 0,11; IM-NAC 1,35 * 0,16 pmol/mL; P <
0,001). A concentracdo sérica de 3-nitrotirosina foi semelhante entre os grupos IM-C
e Sham e menor no grupo IM-NAC que no IM-C. A expressdo génica e protéica dos
fatores de regulacdo miogénica foi semelhante entre os grupos Sham e IM-C. Nos
animais infartados tratados com NAC, ocorreu apenas aumento da expressdo génica
do MRF4, porém ndo acompanhada de alteracdo em sua expressdo proteica.
Considerando a expressao de proteinas das vias das MAPK, verificamos que os animais
do grupo IM-C apresentaram aumento da fosforilacdo da JNK1/2 e reducdo da
expressdo de p38 MAPK total e ERK1/2 fosforilada e total no musculo séleo.
Verificamos também reducéo da expressdo de MSK1 total e preservacdo da expressao
de Src. Nos ratos infartados, o tratamento com NAC restaurou a expressdo de
ERK1/2 total e nao alterou a fosforilacdo da JNK e da ERK e a expressdo de p38
MAPK total e MSK1 total. Entretanto, a expressao de Src total foi reduzida no grupo
IM-NAC. Quanto a via do NF-kB, observamos reducédo da expressdo da subunidade p65
do NF-«kB total associada a aumento da fosforilacdo em Ser276, sem alteracdo da
fosforilacdo em Ser536, e aumento da fosforilacdo do IkB. O tratamento com NAC
ndo alterou a expressao da subunidade p65 do NF-kB total, mas promoveu reducao
da fosforilagdo tanto em Ser276 quanto em Ser536 desta proteina. Ja a fosforilacao
do IkB foi semelhante entre os grupos IM-C e IM-NAC. Conclusédo: Aumento do
estresse oxidativo estd associado com ativacao das vias MAPK e do NF-kB no musculo
séleo de ratos com insuficiéncia cardiaca. A administracdo de N-acetilcisteina resulta

em atenuacdo do estresse oxidativo sistémico e no musculo séleo.
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ABSTRACT



Introduction: Heart failure is characterized by decreased exercise tolerance with early
exacerbation of symptoms, such as muscle fatigue and dyspnea. Intrinsic skeletal
muscle abnormalities have been suggested to play a role in reduced physical capacity
during heart failure. Nevertheless, causal or contributing factors responsible for
cardiac failure-induced muscle alterations have not been completely defined. There is
substantial evidence that increased oxidative stress in heart failure can contribute to
skeletal muscle changes. However, source of reactive oxygen species (ROS) generation
and signaling pathways in skeletal muscle during heart failure are still unclear. There
are few studies on heart failure evaluating NADPH oxidase, an important ROS source,
in skeletal muscle. Several experimental studies have suggested that mitogen-
activated protein kinase (MAPK) and nuclear factor-kappaB (NF-kB) can be involved in
skeletal muscle response to oxidative stress. This study aimed to evaluate the
participation of MAPK and NF-kB signaling pathways in soleus muscle response to
oxidative stress in rats with myocardial infarction-induced chronic heart failure.
Methods: Myocardial infarction (MI) was induced by left coronary occlusion. Sham-
operated animals were used as controls. Four months later, rats were assigned to
three groups: Sham (n=24), MI-C (MI without treatment, n=24), and MI-NAC (MI
treated with the antioxidant N-acetylcysteine, 120 mg/kg/day, n=24). Six months
after surgery, rats were subjected to echocardiographic evaluation and euthanized.
Infarct size was measured by histological analysis; rats with small MI (< 30%) were
excluded. Soleus muscle fibers cross-sectional areas were measured in hematoxylin
and eosin stained sections. Activity of the antioxidant enzymes gluthatione
peroxidase, superoxide dismutase, and catalase (Cat), and muscle concentration of
lipid hydroperoxide were assessed by spectrophotometry. 3-Nitrotyrosine
concentration was determined by ELISA in both serum and soleus muscle.
Malondialdehyde (MDA) serum concentration was evaluated by HPLC. NADPH oxidase
activity was assessed by HPLC analysis of dihydroethidium oxidation fluorescent
products to evaluate superoxide generation and by AmplexRed” assay to evaluate
hydrogen peroxide production in soleus muscle. Gene expression of myogenic
regulatory factors (MyoD, myogenin, and MRF4) and subunits of NADPH oxidase
complex (NOX2, NOX4, p22P"* e p47P") was evaluated by real time RT-PCR in soleus

muscle. Protein levels of myogenic regulatory factors and total and phosphorylated
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forms of MAPK and NF-kB pathways proteins were analyzed by Westen blot in soleus
muscle. For statistical analysis, one-way analysis of variance and Bonferroni test were
performed to evaluate all the variables (comparisons: Sham x MI-C, MI-C x MI-NAC),
but MI size (Student’s t test). Results: MI size did not differ between MI-C and MI-
NAC groups (MI-C 47.6 = 5.9%; MI-NAC 47.7 + 8.3%; P>0.05). In echocardiografic
evaluation, MI-C group presented dilation of left cardiac chambers combined with
systolic and diastolic dysfunction. NAC treatment attenuated diastolic dysfunction,
verified by a reduced E/A ratio in MI-NAC group compared to MI-C group. In skeletal
muscle, activity of the antioxidant enzymes gluthatione peroxidase and superoxide
dismutase was decreased in the MI-C group; NAC did not restore these enzymes
activity and reduced catalase activity. Superoxide and hydrogen peroxide generation
by NADPH oxidase, in NADPH-stimulated enriched membrane fraction, was not
changed in soleus muscle of infarcted rats. NADPH oxidase activity was lower in MI-
NAC compared to MI-C group, as superoxide production was reduced and hydrogen
peroxide generation was unchanged. Gene expression of NOX2, NOX4, and p22Ph
subunits did not differ between Sham and MI-C groups; p47P"* expression was lower
in MI-C compared to Sham. NAC treatment decreased NOX4 e p22Ph* gene
expression, but did not attenuate the reduction in p47°P"* expression in the soleus
muscle of infarcted rats. Muscle concentration of lipid hydroperoxide did not differ
between groups; 3-Nitrotyrosine was lower in MI-NAC than MI-C and similar between
MI-C and Sham groups (Sham 2.89 + 0.80; MI-C 3.33 + 0.95; MI-NAC 2.1 + 0.96
nM/mg protein; P=0.039). MDA serum concentration was higher in MI-C than Sham,
with no difference between MI-C and MI-NAC groups (Sham 0.98+0.22; MI
1.24+0.11; MI/NAC 1.35+0.16 pmol/mL serum; P<0.001). 3-Nitrotyrosine serum
concentration was similar in MI-C and Sham groups and lower in MI-NAC than MI-C.
Gene expression and protein levels of myogenic regulatory factors did not differ
between Sham and MI-C groups. In infarcted rats treated with NAC, MRF4 gene
expression was increased, while protein levels did not change. Considering protein
levels of MAPK pathway, we detected increase in phosphorylated JNK1/2 and decrease
in total p38, and total and phosphorylated ERK1/2 in soleus muscle of infarcted rats.
Furthermore, total MSK1 was reduced and Src was preserved. NAC treatment

restored the level of total ERK1/2, but did not change JNK and ERK phosphorylation

ABSTRACT 7



and total p38 and MSK1 levels. Protein levels of total Src was lower in MI-NAC than
in MI-C group. Concerning to NF-kB pathway, we observed reduction of total NF-kB
p65 subunit combined with increased phosphorylation of both Ser276 residue in p65
and IkB, and unchanged Ser536 phosphorylation. Treatment with NAC did not
modify IkB phosphorylation and total NF-kB p65 subunit, but decreased Ser276 and
Ser536 residues phosphorylation. Conclusion: Increased oxidative stress is associated
to MAPK and NF-kB pathways changes in soleus muscle of rats with heart failure.

Treatment with N-acetylcysteine attenuates systemic and muscular oxidative stress.
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INTRODUCAO



A insuficiéncia cardiaca cronica caracteriza-se por reducao da tolerancia
aos exercicios fisicos com ocorréncia precoce de fadiga e dispneia. Embora os
mecanismos responsdveis por esses sintomas venham sendo estudados nas ultimas
décadas, sua fisiopatogenia ainda é pobremente entendida '. Inicialmente,
considerava-se que a capacidade reduzida para exercicios e a ocorréncia prematura
de sintomas fossem causadas por diminuicao da capacidade funcional do coracao com
consequente congestdo pulmonar e reducdo da perfusdo e oxigenacdo tecidual.
Posteriormente, foi observado que ha fraca associacao entre variaveis hemodinamicas
e de funcdo ventricular em repouso e tolerdncia ao exercicio em pacientes com
insuficiéncia cardiaca **. Como nao foi confirmada a suposicdo inicial de que a
capacidade para exercicios fosse diretamente relacionada ao grau de disfuncao
ventricular, foi levantada a hipdtese que alteragdes intrinsecas na musculatura
esquelética periférica pudessem ter papel na tolerancia reduzida aos exercicios
fisicos®.

A partir de 1990, diversas anormalidades passaram a ser descritas em
musculos esqueléticos durante a insuficiéncia cardiaca. Atrofia muscular foi
detectada em 68% dos pacientes com insuficiéncia cardiaca crénica®, principalmente
em musculos dos membros inferiores ’. Aumento de fibrose e reducio da densidade
capilar foram observados em musculos de ratos com insuficiéncia cardiaca ®. Além
das alteracées morfoldgicas, também foram descritas anormalidades metabdlicas,
enzimdticas e bioquimicas. Diminuicdo da atividade de enzimas oxidativas como
citrato sintase, 3-hidroxiacil-CoA-desidrogenase e citocromo-c oxidase foi observada

na musculatura esquelética periférica tanto de animais *'?

como de pacientes com
insuficiéncia cardiaca *'*. Alteracées no padrao das fibras musculares esqueléticas,
com aumento das fibras tipo II, rdpidas, e reducdo das fibras tipo I, lentas, tém sido

frequentemente encontradas na insuficiéncia cardiaca *.

Em estudo prévio,
verificamos que ratos com estenose adrtica apresentam alteracao da composicao das
cadeias pesadas de miosina do musculo séleo, com diminuicao das fibras do tipoIe
das cadeias pesadas de miosina (MyHC) I e aumento das fibras do tipo IIa e MyHC
IIa'¢. Interessantemente, esta alteracdo foi observada tanto na fase de hipertrofia
ventricular compensada, como na fase de insuficiéncia cardiaca estabelecida, o que

sugere que as modificacdes da musculatura esquelética possam ser decorrentes nao
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somente da piora hemodinamica caracteristica da insuficiéncia cardiaca, mas também
de anormalidades bioquimicas e/ou neuro-hormonais associadas ao quadro de injuria
do coracio.

Os fatores responsaveis pelas alteracoes da musculatura esquelética na
insuficiéncia cardiaca ainda nao estdo completamente definidos. Também nao sao
conhecidos os mecanismos moleculares e as vias sinalizadoras que controlam as
alteracdes dos musculos esqueléticos durante a insuficiéncia cardiaca.

Ha substancial evidéncia que o estresse oxidativo estd aumentado na
insuficiéncia cardiaca, tanto no miocardio como em nivel sistémico '’. Recentemente,
também foi observado aumento do estresse oxidativo na musculatura esquelética
durante insuficiéncia cardiaca '*'?. Em bidpsias do musculo vasto lateral de pacientes,
foram verificados aumento da nitrotirosina e lipoperoxidacdo com reducao dos niveis
de mRNA e da atividade das enzimas antioxidantes superodxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GPX) e catalase (Cat) . Em camundongos com infarto do
miocardio, foi observado aumento da peroxidacao lipidica associado a aumento da
geracdo de espécies reativas de oxigénio, porém sem alteracdo na atividade de
enzimas antioxidantes *°.

Embora ja esteja bem estabelecido que ocorre aumento do estresse
oxidativo na musculatura esquelética durante a insuficiéncia cardiaca, as fontes de
geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) ainda nao estdo completamente
esclarecidas. O complexo NADPH oxidase (NOX) constitui importante fonte geradora
de EROs *?%_ A classe de proteinas NADPH oxidases constitui um grupo de enzimas
cuja funcdo é produzir espécies reativas de oxigénio. Durante muito tempo,
considerou-se que apenas fagdcitos pudessem produzir superdxido a partir da NADPH
oxidase. Entretanto, nos ultimos anos, seis homologos da subunidade NOX2 (gp91P*¥)
de fagocitos foram descritos e identificados em vdrios tecidos. Essas enzimas
compartilham a capacidade de gerar superdxido e outras espécies reativas de
oxigénio”. No musculo esquelético, sdo expressas duas isoformas, NOX2 e
NOX421’24’25.

Apesar destas similaridades, as proteinas NOX diferem entre si quanto
ao modo de ativacdo, a interacdo com a pequena proteina transmembrana p22P"™ e a

necessidade adicional de fatores de maturacao e ativagcdo. A NOX2 forma complexo
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com a p22P"* cuja ativacdo depende da ligacdo com as subunidades regulatérias
citosdlicas p47P"* e p67Ph* 2. Diferentemente das outras isoformas, a NOX4 é
constitutivamente ativa e independente de proteinas citosdlicas regulatorias ou
ativadoras. Outra diferenca importante entre a NOX2 e NOX4 é que a NOX2 tem
como produto primario o anion radical superdéxido e como secunddrio o peréxido de
hidrogénio (H,0,), derivado da dismutacdo do superoxido pela enzima SOD *,
enquanto a NOX4 pode gerar diretamente H,0, *°.

Na insuficiéncia cardiaca, Ohta e cols. **

verificaram, por ensaio
quimiluminescente com lucigenina, aumento da atividade da NADPH oxidase na
musculatura esquelética de camundongos infartados. Entretanto, nao avaliaram a
expressao das subunidades do complexo NADPH oxidase e também nao verificaram a
producao de H,0, estimulada com NADPH.

Outro fator que ainda nado estda completamente esclarecido na
fisiopatogenia da miopatia associada a insuficiéncia cardiaca refere-se as vias de
sinalizacdo pelas quais o estresse oxidativo leva as alteracées da musculatura
esquelética. Estudos realizados em diversos modelos experimentais sugerem que as
vias das proteinas quinases ativadas por mitdégeno (MAPKs) e do fator nuclear-kB (NF-
KB) possam estar envolvidas nestes mecanismos de resposta **°.

As MAPK incluem quatro subfamilias, das quais trés ja estdo bem
caracterizadas, ERKs, JNKs e p38-MAPK. As ERKs estdo envolvidas, principalmente, em
processos anabdlicos como divisdo celular, crescimento e diferenciacdo, enquanto as
JNKs e p38-MAPK estdo mais associadas com respostas celulares a diversos tipos de
estresse ?*?°. Ha relatos que, apés aumento do estresse oxidativo, a ativacdo das
MAPKs, em especial JNK e ERK, é decorrente de estimulacao por quinases da familia
Src 332 Outros estudos, entretanto, implicam as proteinas tiorredoxina (Trx) e
quinase 1 reguladora do sinal de apoptose (ASK1) na ativacdo de MAPKs **3* Mais
especificamente, as espécies reativas de oxigénio induzem a dimerizacao de Trx e sua
dissociacdo da ASK1 que, entdo, se torna ativada. A seguir, a ASK1 ativada promove a
estimulacdo da p38-MAPK e da JNK 3¢ Estudos recentes mostraram que a p38-

37

MAPK pode ter papel dual na miogénese . Enquanto nos estdgios iniciais da

miogénese, a p38 induz diferenciacdo celular, em estagios mais avancados, sua
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atividade deve ser suprimida para permitir alongamento, polarizacdo, agregacao e
fusdo das células diferenciadas *’.

Adicionalmente, as MAPK estdo envolvidas na modulacio dos fatores de
regulacdo miogénica (MRF) miogenina, MyoD e MRF4. Lluis et al. *® mostraram que a
p38 fosforila a proteina E47 em serina 140 e induz a associacdo MyoD(E47 e a
ativacédo da transcricdo de genes musculo-especificos. Por outro lado, a p38 também
pode inibir a atividade transcricional do MRF4 por meio de fosforilacao de dois
residuos de serina *’. A miogenina também pode ser influenciada pela p38. Chen et
al.*> mostraram que a ativacao da p38 induzida por baixas concentragées de TNF-q,
como ocorre em condigdes fisiologicas, estimula a expressao da miogenina. Por outro
lado, em situacdes de altas concentracdes de TNF-a, ha maior ativacdo da p38 e,
nessa condicdo, ocorre reducdo da quantidade de miogenina nas células musculares.

Enquanto hd varios estudos mostrando a participacdo da p38 na
regulacdo da miogénese, pouco é conhecido sobre o papel das ERKs e JNKs neste
processo. A JNK, assim como a p38, esta associada a atrofia muscular induzida por
citocinas **2, Por outro lado, a sinalizacdo da ERK esta envolvida na sinalizacido dos
efeitos hipertréficos do IGF-1 ** e dos agonistas do receptor B-adrenérgico **.

Outra via sinalizadora que pode ser ativada pelo aciimulo das espécies
reativas de oxigénio é a via NF-«kB. A ativacdo do NF-kB, especialmente em sua forma
mais comum, dimero p50-p65, depende da fosforilacao do seu inibidor endégeno IkB
por meio da acdo das IkB quinases (IKKs). Este processo leva a ubiquitinizacao do IkB
e sua subsequente degradacdo proteossomal, permitindo a translocacdo do
heterodimero de NF-kB para o ntcleo, onde ele ativa genes alvos especificos *>*¢.
Recentemente, varios trabalhos indicaram que modifica¢cées pds-traducionais do NF-
kB, particularmente fosforilacdo e acetilacdo, desempenham papel adicional
significativo na ativacdo do fator transcricional. Quatro diferentes residuos de serina
da subunidade p65 (também conhecida como RelA) podem ser fosforilados. Entre
eles, Ser276 e Ser536 podem ser fosforilados pela quinase-1 ativada por mitégeno e
estresse (MSK1) ** ou pela quinase-1 S6 ribossomica (RSK1), respectivamente **. Uma
vez que membros da familia das MAPK ativam estas quinases, elas representam um
ponto de interacdo em potencial entre as duas vias. Finalmente, é importante

salientar que, em determinadas condicdes experimentais, as EROs podem também
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inibir a ativacdo do fator NF-kB 3%*>3° como verificado em cultura de linfécitos T*%°°.
Néo identificamos, porém, estudos em musculo esquelético que tenham mostrado
inibicdo da via NF-kB decorrente de aumento do estresse oxidativo.

O papel do NF-kB na diferenciagdio muscular ainda é controverso.
Enquanto alguns estudos sugerem que a atividade transcricional do NF-«B ¢é

necessdria para o processo de diferenciacao >

, outros apontam o NF-kB como um
regulador negativo da miogénese cuja ativacdo cronica esta associada a perda de
massa muscular >*. Os trabalhos favoraveis a participacao do NF-kB na diferenciacao
muscular sugerem que sua atividade transcricional é mediada pela p38 e pode levar a
aumento na expressao da MyoD >3,

Diante do exposto, hd substancial evidéncia que as MAPK e o NF-kB
podem desempenhar papel importante na miogénese por meio da modulagao tanto
da transcricdo como da ativacdo dos fatores de regulacao miogénica. Os fatores de
regulacdo miogénica MyoD, miogenina, Myf5 e MRF4 atuam como reguladores da

5358 S3o fatores

expressdo de proteinas musculares e do metabolismo celular
transcricionais que ativam a expressdo de genes especificos do musculo por meio de
ligacdo a elementos de controle no DNA, conhecidos como E-box, presentes na regiao
promotora de varios genes musculo-especificos. A MyoD é expressa em maior
quantidade que a miogenina em musculos rdpidos, enquanto o oposto ocorre em
musculos lentos >>°¢. A MyoD encontra-se aumentada em situacdes de ativacédo e
proliferacao de células satélites, que sdo precursoras das fibras musculares e
responsaveis pela regeneracao dos musculos esqueléticos *>*°. A miogenina, por sua
vez, encontra-se frequentemente associada a expressdo de enzimas oxidativas e
parece ter papel fundamental na caracterizacdo do metabolismo muscular €62
Finalmente, o MRF4 parece estar envolvido na regulacdao do fenétipo muscular e sua

%3, Em nosso

expressdo ocorre, predominantemente, em fibras lentas, oxidativas
laboratorio, em modelo de insuficiéncia cardiaca induzida por infarto do miocardio
em ratos, observamos aumento da expressdo génica da MyoD e reducao da expressao
proteica de miogenina no musculo esquelético séleo ¢*. Entretanto, ndo identificamos
estudos sobre insuficiéncia cardiaca avaliando, especificamente, a relacdo entre
aumento do estresse oxidativo, MRF e vias das MAPK e do NF-kB na musculatura

esquelética.
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Finalmente, para demonstrar o papel do estresse oxidativo nas
alteracdes musculares associadas a insuficiéncia cardiaca, é importante a realizacao
de interferéncia funcional com farmaco com potencial para proteger células
musculares contra o estresse oxidativo e, consequentemente, impedir o
desenvolvimento das alteracées musculares. O tripeptideo glutationa (L-glutamil-
cisteinil-glicina) participa de vérias fun¢des metabdlicas celulares e desempenha papel
importante na defesa celular contra o estresse oxidativo ®*. Na insuficiéncia cardiaca
cronica, foram verificadas alteracdes do estado redox da glutationa ® e diminuicao da
concentracdo de glutationa total ¢’ no tecido cardiaco. Recentemente, foi observado
que a administracao oral de N-acetilcisteina (NAC), um precursor da glutationa, pode
restabelecer os niveis de glutationa total no coracdo de ratos infartados e reduzir
significativamente marcadores de estresse oxidativo, como hidroperéxido de lipideo e
peroxido de hidrogénio 6",

Neste trabalho testamos a hipdtese que as vias das MAPK e do NF-kB
estdo envolvidas na resposta muscular ao aumento do estresse oxidativo durante a
insuficiéncia cardiaca e que o tratamento com N-acetilcisteina pode atenuar as

alteracdes nestas vias sinalizadoras.
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OBJETIVOS



Objetivo geral

Verificar a participacdo das vias das MAPK e do NF-kB na resposta
muscular ao estresse oxidativo em ratos com insuficiéncia cardiaca crénica induzida

por infarto do miocardio.

Objetivos especificos

1. Avaliar a atividade de enzimas antioxidantes e quantificar marcadores de
estresse oxidativo na musculatura esquelética de ratos com insuficiéncia
cardiaca cronica. Elucidar a fonte de espécies reativas de oxigénio por meio da
andlise da atividade da NADPH oxidase.

2. Analisar a expressao génica das subunidades do complexo enzimatico NAPDH
oxidase;

3. Quantificar proteinas das vias das MAPK e do NF-«B;

4. Mensurar a drea seccional transversa das fibras;

5. Determinar a expressao génica e proteica dos fatores de regulagdo miogénica na
musculatura esquelética;

6. Verificar se o tratamento com o precursor da glutationa N-acetilcisteina atenua
ou previne as alteracbes musculares e se este potencial efeito benéfico é

mediado pelas vias estudadas.
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1. Grupos experimentais

Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso corporal entre 200 e
250 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 (22 = 2 °C), com ciclos de
luminosidade de 12 h e alimentados com ra¢do comercial Purina e dgua ad libitum
(aprovado em 27/11/2008 pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da
Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, Protocolo n°® 707).

O infarto agudo do miocardio foi produzido de acordo com o método
previamente descrito em nosso laboratério ®>’°. Em resumo, os ratos foram
anestesiados com cloridrato de cetamina (60 mg/kg) e submetidos a toracotomia
lateral esquerda. Apos exteriorizacao do coragdo, o atrio esquerdo foi afastado e a
artéria corondria esquerda ligada com fio mononylon 5.0 entre a saida da artéria
pulmonar e o atrio esquerdo. A seguir, o coracao foi recolocado no térax, os pulmoes
foram inflados com pressao positiva e o térax fechado por sutura com algodao 10.
Os animais pertencentes ao grupo controle foram submetidos ao mesmo
procedimento cirurgico, porém sem a ligacdo da artéria corondria, responsavel pela
producao do infarto. Foram constituidos dois grupos de animais: Sham e infarto do
miocardio (IM).

Apés a inducdo de infarto do miocdrdio, o desenvolvimento de
insuficiéncia cardiaca ocorre, habitualmente, em ratos com infartos moderados ou
grandes, que acometem porcentagem equivalente ou superior a 30% da massa do

%71 Portanto, trés semanas apods a inducao do infarto, foi

ventriculo esquerdo
realizado ecocardiograma transtoracico para avaliacao do tamanho do infarto. Ratos
com infartos pequenos (< 30%) “* foram descartados do presente estudo. Quatro
meses apos a inducdo do infarto do miocédrdio, o grupo com IM foi subdividido em
dois grupos: IM nao tratado (IM-C) e IM tratado com NAC adicionada a racdo (IM-
NAC; dose: 120 mg/kg/dia) ¢’. Para certificar que os ratos infartados apresentavam o
mesmo grau de comprometimento cardiaco antes do tratamento com NAC, foi

realizado ecocardiograma transtoracico antes do inicio do tratamento

medicamentoso.
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Seis meses apds o procedimento cirurgico para ligacdo da artéria
corondria, foi novamente realizado ecocardiograma transtordcico. No dia
subsequente, os animais foram avaliados por dois examinadores para verificacao do
sinal clinico de insuficiéncia cardiaca taquipnéia/respiracdo laboriosa e, a seguir,
eutanasiados para coleta de sangue e obtencao de tecidos. No exame post mortem,
foram pesquisados sinais patolégicos para confirmacdo do diagnéstico de
insuficiéncia cardiaca como ascite, congestdo hepatica, derrame pleural e pericardico,
trombo em éatrio esquerdo, hipertrofia do ventriculo direito (relacdo peso do
ventriculo direito em mg/peso corporal em g > 0,8) e congestao pulmonar (relacdo
peso dos pulmdes/peso corporal > 2 desvios padrdo acima da média do grupo
Sham)®7°,

Conforme referido anteriormente, em nosso laboratério foram
realizados estudos prévios da musculatura esquelética de ratos para avaliar
alteracdes associadas a insuficiéncia cardiaca. Para andlises morfoldgicas e
moleculares dos musculos esqueléticos, a inclusdo de sete a dez animais por grupo foi
suficiente para mostrar diferencas estatisticamente significantes nas variaveis
estudadas '¢¢*7%73 Assim, para cada analise, foram avaliados oito animais por grupo

experimental.

2. Avaliacao estrutural e funcional do coracao pelo ecocardiograma

Quatro e seis meses apos o procedimento cirurgico, os animais foram
anestesiados com cloridrato de cetamina (60 mg/kg) e cloridrato de «ilidino (1
mg/kg), por via intraperitoneal para o estudo ecocardiografico. Apds tricotomia da
regido anterior do tdrax, os animais foram posicionados em decubito lateral
esquerdo para realizacdo do ecocardiograma utilizando-se equipamento Vivid S6
(General Electric Medical Systems, Tirat Carmel, Israel) equipado com transdutor
multifrequencial de 5 a 11,5 MHz. A avaliacdo do fluxo transvalvar mitral foi
realizada com o mesmo transdutor operando em 5,0 MHz. As varidveis morfoldgicas
e funcionais do coracdo foram obtidas de acordo com a metodologia previamente
descrita em nosso laboratério 7*. Posteriormente, as estruturas cardiacas foram

medidas manualmente com o auxilio de um paquimetro de precisdo, de acordo com
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as recomendacdes da American Society of Echocardiography 7 ja validadas no modelo
de ratos infartados “®. As estruturas cardiacas foram medidas em, pelo menos, cinco
ciclos cardiacos consecutivos.

O diametro diastélico do ventriculo esquerdo (DDVE), a drea diastolica
da cavidade ventricular esquerda, a espessura diastélica da parede posterior (EDPP) e
a espessura diastolica do septo interventricular (EDSIV) foram mensurados no
momento do ciclo cardiaco correspondente ao diametro maximo da cavidade. O
diametro sistolico (DSVE) e a drea sistolica da cavidade do ventriculo esquerdo foram
obtidos no momento em que a cavidade apresentava o diametro minimo. Foram
mensurados também os didmetros do atrio esquerdo (AE) e da aorta (AO). A funcao
sistolica do VE foi avaliada pelo célculo da porcentagem de encurtamento
endocardico (AD = (DDVE-DSVE)/DDVE x 100), pela velocidade de encurtamento da
parede posterior (VEPP) e pela porcentagem de variacdo de drea (A Area). O fluxo
diastélico transmitral foi obtido com o transdutor colocado na posicao apical quatro
camaras, permitindo as medidas da onda E (E), onda A (A) e do tempo de
desaceleracdo da onda E (TDE). O tempo entre o final da ejecdo e o inicio do
enchimento diastélico ventricular, correspondente ao tempo de relaxamento
isovolumétrico (TRIV), foi também mensurado. A frequéncia cardiaca (FC) foi

calculada pelo intervalo de tempo entre dois batimentos consecutivos.

3. Coleta da musculatura esquelética e de outros tecidos para analise

A coleta do material foi realizada no Laboratério Experimental da
Clinica Médica da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP. Um dia apds a
realizacdo do ecocardiograma, os animais foram pesados e, a seguir, anestesiados
com injecdo intraperitoneal de pentobarbital sédico (50 mg/kg) e eutanasiados por
decapitacdo. Apos coleta do sangue, o coragao 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.
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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
apos a disseccdo, as amostras musculares foram pesadas, congeladas em nitrogénio
liquido e conservadas a -80 °C. O peso dos pulmées foi utilizado para avaliagdo do
grau de congestao pulmonar. Fragmentos de pulmao e figado foram pesados antes e
apos desidratacdo em estufa a 65 °C por 72 horas para avaliar o grau de edema dos

tecidos.

4. Analise histoldgica do coracao

Amostras anelares do VE foram fixadas em solucdo de formol a 10% por
periodo de 24 horas e, a seguir, lavadas em dgua corrente e transferidas para solucao
com etanol 70%, de acordo com o método previamente descrito *’. Para célculo do
tamanho do infarto, foi realizado corte do VE na distancia de 5 a 6 mm do épice. Os
valores obtidos nesta regido correspondem a média dos valores obtidos em cortes de
todo o coracdo "®. Os cortes histoldgicos foram corados em lamina com Picrosirius
Red e examinados em microscopio Leica DM LS acoplado a cdmera de video, que envia
imagens digitais a computador dotado do programa Image Pro-plus (Media
Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA). O tamanho do infarto foi determinado
pela razdo entre a soma dos comprimentos epicardico e endocardico do segmento
infartado e a soma das circunferéncias epicardica e endocardica totais ’. O valor foi

expresso em porcentagem do VE.

5. Analise histologica da musculatura esquelética

Para o preparo das laminas histoldgicas, 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 pequenas quantidades de adesivo (OCT - Tissue Tek Compound) e

orientados de modo que os cortes fossem feitos transversalmente a direcdo das
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fibras. Os cortes foram corados pelo método hematoxilina e eosina. A drea seccional
das fibras musculares foi avaliada no sistema de anadlise 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.

6. Quantificacao do estresse oxidativo

O estresse oxidativo foi analisado por meio da quantificacdo de
marcadores de lipoperoxidacao (hidroperéxido no musculo séleo e malonaldialdeido
no soro) e nitracdo proteica (3-nitrotirosina, no musculo séleo e no soro). Para
elucidar a fonte de EROs, a atividade da NADPH oxidase foi avaliada no musculo sdleo.
Também foi analisada a atividade das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase,

superoxido dismutase e catalase.

6.1. Analise da atividade de enzimas antioxidantes e dosagem de hidroperoéxido de

lipideo

As amostras de musculo esquelético (200 mg) foram descongeladas e
homogeneizadas em Potter Elvehjem, com pistilo de teflon, com 5 mL de tampao
fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,0. Os homogenatos foram centrifugados a 10.000 rpm
por 15 minutos, em centrifuga refrigerada a 4 °C. O sobrenadante foi utilizado para
determinacao de proteinas totais *°, analise da atividade das enzimas antioxidantes e
dosagem de hidroperdxido de lipideo. As leituras espectrofotométricas foram
realizadas no espectrofotometro Pharmacia Biotech (com software Swift I, 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 peréxido de
hidrogénio e cumene hidroperdxido ®'. A atividade da superoéxido dismutase (SOD,
E.C. 1.15.1.1) foi determinada pela alteracdo na reducdo do nitroblue-tetrazélio

(NBT) por radicais superdxido gerados pela mistura NADH (nicotinamida adenina
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dinucleotideo reduzido) e fenazina metassulfato em pH fisiologico *2. 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 perodxido de hidrogénio (30%). As leituras
espectrofotométricas foram realizadas a 240 nm *3.

A concentracdo de hidroperoxido de lipidio (LOOH) 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 analises descritas nesta secdo foram realizadas no Laboratério de
Pesquisa do Departamento de Quimica e Bioquimica do Instituto de Biociéncias de

Botucatu, UNESP, sob orientacdo da Prof. Titular Dra. Ethel Lourenzi Barbosa Novelli.

6.2. Quantificacdo de malondialdeido

A peroxidacdo lipidica foi também avaliada pela dosagem de
malondialdeido (MDA) utilizando-se cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) .
Resumidamente, 100 pL de soro foram tratados com butil hidroxitolueno (5% em
etanol), seguido por precipitacdo de proteina utilizando 4cido tricloroacético (10%
massa/volume), a 95 °C por 20 min. A seguir, a amostra foi resfriada em gelo por 5
min e centrifugada a 14.000 rpm por 10 min para precipitacdo do material insoltivel.
Aliquota do sobrenadante (300 pL) foi acrescida de 650 pL acido tiobarbiturico (0,4%
massa/volume, em tampao acetato, pH 3,5) e 50 pyL de KOH 3,065 M e aquecida
novamente a 95 °C por 45 min, seguido de resfriamento em gelo por 5 min.
Posteriormente, 50 pL da amostra foram injetados no cromatégrafo e analisados
utilizando-se Coluna C18 (0,46 x 8,3 cm) e detector de fluorescéncia (Waters 2475),
com excitagcdo 515 nm e emissdo 553 nm. A fase mével do HPLC foi constituida por
tampao fosfato 20 mM e acetonitrila (80:20, por volume) e o fluxo foi estabelecido
em 0,8 mL{min. O tempo de corrida foi de 20 min. A quantificacdo do MDA foi
realizada por comparacdo das integrais das dreas dos picos correspondentes com as
integrais obtidas com padrées auténticos submetidos as mesmas condi¢des

cromatogréficas.
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6.3. Quantificacdo de 3-nitrotirosina

A concentracao de 3-nitrotirosina foi quantificada no soro e em extrato
proteico do musculo séleo utilizando-se OxiSelect™ Nitrotyrosine ELISA Kit (STA-
305, Cell Biolabs, San Diego, CA, EUA), de acordo com protocolo preconizado pelo
fabricante. Em resumo, 50 pL de amostra ou solucdo padrao (fornecida pelo kit)
foram pipetados nos pocos da placa e incubados por 10 min, em temperatura
ambiente, no agitador orbital. A seguir, foram acrescentados 50 pL de anticorpo anti-
nitrotirosina e realizada incubacdo por 1 h em temperatura ambiente sob agitacao.
Apds este periodo, foram realizazadas trés lavagens com 250 pL de tampao de
lavagem 1X para cada poco. Foram acrescentados 100 pL de anticorpo secundério
conjugado a enzima e foi realizada incubacao por 1 h a temperatura ambiente sob
agitacdo. A seguir, foi efetuada outra lavagem, como descrito anteriormente, seguida
de acréscimo de 100 L de Substrate Solution e incubagdo por 15 min sob agitacao
no escuro. A reacao foi interrompida pela adicao de 100 pL de Stop Solution para
cada poco. A leitura foi imediatamente realizada em espectrofotometro com leitor de
microplaca utilizando 450 hm como primeiro comprimento de onda e 620 hm como

comprimento de onda de referéncia.

6.4. Avaliacao da atividade da NADPH oxidase

A atividade da NADPH oxidase foi avaliada em fracgbes enriquecidas de
membrana celular pela quantificacdo dos compostos fluorescentes 2-hidroxietidio
(EOH) e etidio (E) derivados da oxidacdo do dihidroetidio (DHE), detectada por meio
de HPLC ®%%. O EOH ¢ gerado especificamente pela oxidacao do DHE pela ac¢do do
anion superoxido *, enquanto a formacao de etidio estd associada, principalmente, a
vias envolvendo peréxido de hidrogénio e sistemas oxidativos baseados em metais,
como hemeproteinas e peroxidases *>%°.

As fracdes de membrana celular também foram utilizadas em ensaio de
microplaca contendo o reagente Amplex Red” (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA); neste

caso, a atividade da NADPH oxidase foi medida pelo acumulo de H,0,.
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O musculo séleo foi cuidadosamente lavado em PBS para remocao de
coagulos sanguineos e trombos. Fragmentos de miusculo (~200 mg) foram
homogeneizados com auxilio de um Polytron, em gelo, com 1 mL de tampdo de lise
contendo Tris 50 mM (pH 7,4), DTPA 100mM, B-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 18.000g, 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 (pellet) ressuspenso em 100 pL de tampao de lise,
obtendo-se, assim, a fracdo enriquecida de membrana ®. A quantificacao de proteinas
totais foi realizada, entdo, pelo método de Bradford °*.

Posteriormente, foram incubados 20 pg de fracdo enriquecida de
membrana em 100 pL de solucdo tampao fosfato (50 mM, pH 7,4, com DTPA 0,1
mM) contendo DHE (50 pM) e NADPH (300 pM), por 30 min, a 37 °C, em banho-
maria e protegido da luz. Apés adicdo de 40 pL de 4cido tricloroacético 10%, as
amostras foram mantidas em gelo, protegidas da luz, por 10 min. A seguir, as
amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por 10 min, a 4 °C. O sobrenadante foi
transferido para outro tubo e analisado em HPLC para quantificacdo de produtos de
fluorescéncia derivados do DHE, de acordo com o método previamente descrito por
Laurindo e cols. ®>%", A quantificacdo dos compostos foi realizada por comparacéo das
integrais das dreas dos picos correspondentes com as integrais obtidas com padroes
auténticos submetidos as mesmas condicoes cromatograficas. Os resultados foram
expressos pelas razoes 2-hidroxietidio/dihidroetidio consumido (EOH/DHE) e
etidio/dihidroetidio consumido (E/DHE). O DHE consumido foi calculado como a
diferenca entre a concentracio inicial adicionada as amostras e o DHE remanescente
quantificado por HPLC.

Para o ensaio com Amplex Red’, fracdo de membrana (20 ug) foi
incubada com NADPH (250 pM) em solugdo tampao fosfato (50 mM, pH 7,4, com
DTPA 0,1 mM) na presenca de HRP (peroxidase de rabanete, 0,2 U/pL) e reagente

Amplex Red” (140 puM), a 37 °C, no escuro, em microplaca de 96 pocos (volume final
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de 120 pL). A absorbancia foi acompanhada a 575 nm por 60 min em leitor de ELISA
(Spectramax 340, Molecular Devices) .

As analises descritas nesta secdo foram realizadas no Laboratério de
Pesquisa do Prof. Adjunto Dr. Francisco Rafael Martins Laurindo, do Departamento
de Cardio-Pneumologia, da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, sob

orientacado da pesquisadora Dra. Denise de Castro Fernandes.

7. Avaliacao da expressao génica dos fatores de regulacdo miogénica por RT-

PCR em tempo real

A analise de mRNAs das subunidades da enzima NADPH oxidase (NOX2,
NOX4, p22Phx e p47P"¥), dos fatores de regulacdo miogénica (MyoD, miogenina e
MRF4), e dos gene constitutivos 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 °*". Resumidamente, 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 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 apds
a centrifugacao 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 contaminacdo de DNA, as amostras

foram incubadas com DNase I (#18068-015, Invitrogen Life Technologies, CA, USA).
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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
considerada satisfatéria quando a razdo entre as densidades opticas a 260 e 280 nm
foi de aproximadamente 2,0.

Um micrograma de RNA foi submetido a RT utilizando-se o High
Capacity RNA-to-cDNA Kit (#4387406, Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA)
para um volume total de reacdo de 20 pL, de acordo com método recomendado pelo
fabricante. Aliquotas de 2,5 pL (10-100 ng) do produto da RT, contendo DNA
complementar (cDNA), foram submetidas a PCR em tempo real utilizando-se 10 pL
2X TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) e 1 pL de ensaio (20X)
contendo oligonucleotideos iniciadores (primers) senso e antisenso e sonda Tagman®
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) especificos para cada gene: miogenina
(Tagman assay Rn00567418_m1; Ref. seq. Genbank NM_017115.2), MyoD (Tagman
assay Rn00598571_m1; Ref. seq. Genbank NM_176079.1), MRF4 (Tagman assay
Rn00565920_m1; Ref. seq. Genbank NM_013172.1), NOX2 (Tagman assay
Rn00576710_m1; Ref. seq. Genbank NM_023965.1), NOX4 (Tagman assay
Rn00585380_m1; Ref. seq. Genbank NM_053524.1), p22P"* (Tagman assay
Rn00577357_m1; Ref. seq. Genbank NM_024160.1) e p47P"* (Tagman assay
Rn00586945_m1; 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 recomendacgdes do fabricante. Os dados de
expressdo génica dos genes alvo foram normalizados pela expressdao dos genes de
referéncia ciclofilina (Tagman assay Rn00690933_m1l; 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 foi

calculada pelo método do Cr (critical threshold cycle) comparativo (2247 22,

8. Quantificacao dos fatores de regulacdao miogénica, da via das MAPK e da
via do NF-kB por Western blot

A expressdo proteica dos fatores de regulacdo miogénica (MyoD,

miogenina e MRF4), e as formas total e fosforilada de proteinas da via das MAPK
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(JNK, ERK e p38-MAPK) e do NF-kB (IkB e subunidade p65 do NF-«B), e da Src e MSK1
foram avaliadas pela técnica de Western blot ***%*,

Resumidamente, fragmento do miusculo séleo (80-100 mg) foi
homogeneizado com 800 uL 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 insoltiivel. O sobrenadante foi coletado e separado em
aliquotas, as quais foram armazenadas a -80 °C. Uma das aliquotas foi utilizada para
quantificacdo de proteina pelo método de Bradford °'. Para cada proteina alvo, foi
realizada eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida a 4 °C (30 mina 50 Ve
2 'ha 120 V). Apos eletroforese, as proteinas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose em sistema de transferéncia umido por 90 min a 120 V, a 4 °C. A
seguir, a membrana foi incubada em solucao de leite desnatado 5% em temperatura
ambiente por 2 h (bloqueio) para prevenir ligacdes inespecificas com os anticorpos
primario e secunddrio. Posteriormente, a membrana foi lavada com TBST (tampao
contendo Tris, NaCl e Tween 20) e incubada durante a noite, a 4 °C, com anticorpo
primario especifico para cada proteina. No dia subsequente, a membrana foi lavada
com TBST e incubada a temperatura ambiente por 90 min com anticorpo secundario
(conjugado a peroxidase) adequado para ligagcdo com o anticorpo primdrio utilizado,
de acordo com recomendacao do fabricante. A seguir, apds incubacdo da membrana
com Super Signal® West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce Protein Research
Products, Rockford, USA) para deteccdo do anticorpo ligado a membrana, foi obtida a
autorradiografia.

Apds obtencdo do filme com as bandas referentes a proteina alvo, a
membrana foi incubada com Restore Western Blot Stripping Buffer (Pierce Protein
Research Products, Rockford, USA) para remocéo dos anticorpos ligados a membrana.
A seguir, foi realizado novamente o processo de bloqueio e a membrana foi incubada
durante a noite, a 4 °C, com anticorpo primdrio para a proteina constitutiva GAPDH.
O procedimento prosseguiu da mesma forma como descrito anteriormente até a
deteccdo do sinal e obtencdo da autorradiografia.

Os filmes foram digitalizados e as bandas 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.
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Anticorpos primdrios (Santa Cuz Biotechnology Inc., Califérnia, EUA):
MyoD (sc-760), miogenina (sc-576), MRF4 (sc-301), 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 276 p-p65 NF-kB (sc-
101749), Ser 536 p-p65 NF-«kB (sc-33020), p65 NF-kB total (sc-7151), p-Src (sc-
101802), Src total (sc-5266), p-MSK1 (sc-130205), MSK1 total (sc-25417) e GAPDH
(sc-32233).

Anticorpos secundarios (Santa Cuz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA,

EUA): anti-mouse (sc-2005) e anti-rabbit (sc-2004).

9. Analise estatistica

A comparacdo entre os grupos foi realizada por analise de variancia
(ANOVA) de uma via complementada pelo teste de Bonferroni (comparacoes
efetuadas: Sham versus IM-C, IM-NAC versus IM-C). O teste t de Student foi utilizado
para comparacao entre os grupos IM-C e IM-NAC quanto ao tamanho do infarto do

miocdrdio. O nivel de significancia considerado foi de 5%.
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RESULTADOS



1. Caracterizagao dos grupos experimentais e variaveis anatomicas

No momento da eutandsia, foram verificados sinais de insuficiéncia
cardiaca, cuja incidéncia é apresentada na Tabela 1. O grupo controle (Sham, n=24)
foi constituido por animais que nao tiveram a artéria coronaria obstruida durante o
procedimento cirurgico e, consequentemente, ndo apresentaram infarto do
miocardio. Neste grupo, nenhum rato apresentou qualquer evidéncia de insuficiéncia
cardiaca.

As varidveis anatomicas dos animais estao apresentadas na Tabela 2.0
peso corporal (PC) e o peso do VE foram semelhantes entre os grupos. O peso do VD,
dos atrios e dos pulmdes foi maior no grupo IM-C quando comparado ao Sham e
semelhante entre os grupos infartados. As relagées VE(PC, VD/PC, atrios/PC e
pulmoes/PC foram maiores no grupo IM-C em relacdo ao Sham e nao diferiram entre
os grupos IM-C e IM-NAC. A relacdo entre peso umido e peso seco para pulmoes e
figado nao foram diferentes entre os grupos. Nao houve diferenca estatisticamente
significante entre os trés grupos estudados para o peso do musculo séleo esquerdo e
para a relacdo peso do séleo esquerdo/PC.

O tamanho do infarto, avaliado por andlise histolégica do ventriculo
esquerdo, mostrou-se semelhante entre os grupos IM-C (47,6 + 5,9%) e IM-NAC (47,7
+ 8,3%; p>0,05).

2. Avaliacao ecocardiografica

As estruturas cardiacas e a funcdo do ventriculo esquerdo foram
analisadas por meio de ecocardiograma transtoracico. Antes do tratamento com NAC,
todas as variaveis ecocardiograficas analisadas foram semelhantes entre os grupos
IM-C e IM-NAC (dados nao mostrados). As varidveis estruturais, avaliadas ao final do
periodo experimental, sdo apresentadas na Tabela 3 e os resultados da avaliacao

funcional do ventriculo esquerdo estdo expostos na Tabela 4.
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3. Analise histolégica do musculo sdleo

As areas seccionais das fibras do musculo séleo, mensuradas em cortes
histolégicos corados por hematoxilina-eosina, nao foram estatisticamente diferentes
entre os grupos (Sham 3.408 + 381; IM-C: 3.775 + 490; IM-NAC: 3.784 £ 513 pym? P
> 0,05).

4, Avaliacao do estresse oxidativo

4.1. Analise da atividade de enzimas antioxidantes

As atividades das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase (GSH-Px),
superoxido dismutase (SOD) e catalase (Cat) foram avaliadas no musculo séleo
(Figura 1). Constatou-se reducéo significativa da atividade das enzimas glutationa
peroxidase e superodxido dismutase no grupo IM-C quando comparado ao Sham, mas
nao se verificou diferenca significativa entre os grupos IM-C e IM-NAC (GHS-Px: Sham
214+ 24;IM-C 183 + 14; IM-NAC 180 + 20 nmol/mg proteina; P= 0,005; SOD: Sham
877 +80; IM-C 769 + 62; IM-NAC 716 £ 51 nmol/g proteina; P < 0,001). A atividade
da enzima catalase foi semelhante entre os grupos Sham e IM-C e menor no grupo
IM-NAC quando comparado ao IM-C (Cat: Sham 61,1 + 19,8; IM-C 49,3 + 20,8; IM-
NAC 27,7 + 9,4 nmol/g proteina; P = 0,003).

4.2. Marcadores de estresse oxidativo

Os marcadores de estresse oxidativo hidroperoéxido de lipideo (HP),
malondialdeido (MDA) e 3-nitrotirosina foram analisados, respectivamente, por
espectrofotometria, cromatografia liquida de alta eficiéncia e ELISA. No musculo
soleo, nao houve diferenca significativa entre os grupos quanto a concentracgao
tecidual de hidroperéxido de lipideo (Sham 248 + 13; IM-C 261 + 29; IM-NAC 249 +
25 nmol/g tecido; P = 0,469; Figura 2). A concentracdo de 3-nitrotirosina foi

semelhante entre os grupos Sham e IM-C e menor no grupo IM-NAC quando
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comparado ao IM-C (Sham 2,89 + 0,80; IM-C 3,33 £ 0,95; IM-NAC 2,1 + 0,96 nM/mg
proteina; P = 0,039; Figura 2).

Quanto a concentracdo sérica dos marcadores de estresse oxidativo,
houve aumento significativo da concentracdo de malondialdeido no grupo IM-C
quando comparado ao Sham, mas nao houve diferenca significativa entre os grupos
IM-C e IM-NAC (Sham 0,98 +0,22;IM-C 1,24 +0,11; IM-NAC 1,35 £ 0,16 pmol/mL; P
< 0,001). A concentracgdo de 3-nitrotirosina foi semelhante entre os grupos IM-C e
Sham e menor no grupo IM-NAC que no IM-C (Sham 115,2+60,0;IM-C 170,9 +51,7;
IM-NAC 88,2 £ 56,2 nM; P < 0,045; Figura 3).

4.3. Atividade da enzima NADPH oxidase

A atividade da enzima NADPH oxidase do muisculo séleo foi avaliada pela
quantificacdo de 2-hidroxietidio e etidio por HPLC e por meio de ensaio com Amplex
Red” (Figura 4). Considerando-se a relagdao EOH/DHE (Sham 30,9 + 11,2; IM-C 35,9 =
8,7; IM-NAC 22,1 + 6,4 nmol/umol; P =0,019), a producdo de superodxido foi
estatisticamente similar entre os grupos Sham e IM-C e diminuida no grupo IM-NAC
quando comparado ao IM-C. Quanto a razdo E/DHE (Sham 17,4 + 54; IM-C 19,5
6,1; IM-NAC 18,8 + 9,8 nmol/pumol; P >0,05), os grupos foram estatisticamente
semelhantes, mostrando que nao houve interferéncia de outros sistemas oxidantes
nesta andlise. Quanto a producédo de H,0, em fracdo de membrana estimulada com
NADPH em ensaio com Amplex Red’, hdo houve diferenca estatistica entre os grupos

estudados (Sham 100 = 41; IM-C 146 = 59; IM-NAC 130 = 61 %; P >0,05).

5. Expressao génica dos fatores de regulacdao miogénica e das subunidades da

enzima NADPH oxidase

A expressdao génica dos fatores de regulacdo miogénica MyoD (Sham
1,00 + 0,38; IM-C 0,78 + 0,33; IM-NAC 0,77 + 0,26 unidades arbitrarias; P >0,05) e
miogenina (Sham 1,00 = 0,25; IM-C 0,91 * 0,15; IM-NAC 0,98 = 0,17 unidades
arbitrarias; P >0,05) foi semelhante entre os grupos de estudo. Para o MRF4, a

expressdo génica foi semelhante entre os grupos Sham e IM-C e maior no grupo IM-
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NAC em relacdo ao IM-C (Sham 1,00 = 0,25; IM-C 1,00 = 0,16; IM-NAC 1,33 + 0,27
unidades arbitrarias; P =0,01).

Na Tabela 5, sdo apresentados os valores da expressdo de mRNA para as
subunidades do complexo enzimdtico NADPH oxidase. No grupo IM-C, somente a
expressao génica de p47P'* foi estatisticamente menor quando comparado ao grupo
Sham; a expressdo das demais subunidades foi semelhante entre os grupos IM-C e
Sham. No grupo infartado tratado com N-acetilcisteina, a expressdo de NOX4 e
p22Pr* foi menor e a expressdo de NOX2 e p47P"* foi semelhante em relacdo ao

grupo IM-C.

6. Expressao proteica dos fatores de regulacdo miogénica, da via das MAPK e
da via do NF-kB

Os resultados da expressdo das proteinas MAPK estdo apresentados na
Tabela 6. O grupo IM-C reducdo de p-ERK, ERK total e p38 MAPK total,
acompanhado de maior expressdo de p-JNK em comparacdo ao grupo Sham. No grupo
tratado com N-acetilcisteina, a expressao de ERK total foi maior quando comparado
ao grupo IM-C.

Os resultados sobre a expressdo de proteinas da via NF-kB estdo
apresentados na Tabela 7. Quando comparado ao grupo Sham, o grupo IM-C
apresentou maiores valores de Ser 276 NF-«kB e p-IkB, acompanhados de reduzida
expressdo de NF-«kB total. A administracdo de N-acetilcisteina acarretou diminuicao
das expressdes de Ser 276 NF-kB e Ser 536 NF-kB no grupo IM-NAC quando
comparado ao grupo IM-C.

A expressdo proteica de Src (Sham 1,00 + 0,10; IM-C 1,02 + 0,24; IM-
NAC 0,78 + 0,22 unidades arbitrdrias; P<0,05) foi semelhante entre os grupos Sham
e IM-C e estatisticamente reduzida no grupo IM-NAC quando comparado ao IM-C. Os
valores de MSK1 (Sham 1,00 + 0,26;IM-C 0,53 = 0,14; IM-NAC 0,43 + 0,09 unidades
arbitrdrias; P <0,05) foram estatisticamente menores no grupo IM-C quando
comparado ao grupo Sham e semelhantes entre os grupos infartados IM-C e IM-NAC.
Contudo, a expressao de p-Src (Sham 1,00 + 0,20; IM-C 1,25 + 0,42; IM-NAC 1,37 =
0,67 unidades arbitrarias; P>0,05) bem como de p-MSK1 (Sham 1,00 = 0,37; IM-C
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1,08 + 0,40; IM-NAC 0,97 + 0,61 unidades arbitrdrias; P>0,05) mantiveram-se
estatisticamente similares entre os grupos experimentais.

Quanto aos MRF, nao houve diferenca significativa entre os grupos para
expressao proteica de MyoD (Sham 1,00 * 0,38; IM-C 0,70 + 0,38; IM-NAC 0,75 *
0,33 unidades arbitrarias; P> 0,05), miogenina (Sham 1,00 + 0,21; IM-C 1,55 + 0,59;
IM-NAC 2,12 + 1,44 unidades arbitrarias; P> 0,05) e MRF4 (Sham 1,00 + 0,10; IM-C
0,86 + 0,39; IM-NAC 1,07 = 0,46 unidades arbitrarias; P > 0,05).
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Tabela 1. Incidéncia de sinais clinico e patoldgicos de insuficiéncia cardiaca nos ratos

infartados

. L . Incidéncia (%)
Sinais clinico e patolégicos de

insuficiéncia cardiaca IM-C IM-NAC

(n=24) (n=24)
Taquipnéia/respiracao laboriosa 54,2 41,7
Congestao hepatica 8,3 8,3
Trombo em atrio esquerdo 8,3 20,8
Ascite 33,3 25,0
Efuséo pleuropericardica 79,2 66,7
Congestao pulmonar 75,0 58,3
Hipertrofia do ventriculo direito 75,0 66,7

IM-C: animais com infarto do miocardio sem tratamento; IM-NAC: animais com infarto
do miocardio tratados com N-acetilcisteina (120 mg/kg/dia); n: nimero de animais.
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Tabela 2. Variaveis anatomicas

Variaveis Sham IM-C IM-NAC
(n=24) (n=24) (n=24)

PC (9) 502 + 47 487 £ 71 482 +55
VE (g) 0,900 + 0,090 0,936 + 0,132 0,946 £ 0122
VD (g) 0,269 + 0,033 0,489 £ 0,149* 0,454 £ 0,156
Atrios (g) 0,117 + 0,019 0,284 £ 0,099* 0,261 + 0,100
Pulmdes (g) 2,082+ 0,268 3,128 £ 0,860* 2,854 + 0,699
VE/PC (mg/g) 1,798 £0,126 1,929 +0,156* 1,970 + 0,185
VD/PC (mg/qg) 0,537 + 0,055 1,003 +0,276* 0,941 + 0,307
Atrios/PC (mg/g) 0,214 £ 0,034 0,579 +0,175* 0,543 £0,202
Pulm&es/PC (mg/g) 4,169 + 0,532 6,439 +1,614* 5973 +1,531
Pulmao Umido/seco 4,873 £0,694 4,807 £0,262 4,808 £0,494
Figado umido/seco 3,176 + 0,117 3,305+0,330 3,214 +£0,279
Soleo esquerdo (g) 0,237 £ 0,031 0,236 = 0,042 0,226 + 0,033
Soleo esquerdo/PC (mg/g) 0,476 + 0,065 0,485 = 0,052 0,471 + 0,066

Resultados expressos em média + desvio-padrao; IM-C: animais com infarto do miocardio sem
tratamento; IM-NAC: animais com infarto do miocardio tratados com N-acetilcisteina (120
mg/kg/dia); n: nimero de animais; PC: peso corporal; VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo
direito; ANOVA e teste de Bonferroni; * p<0,05 versus Sham.
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Tabela 3. Analise ecocardiogréfica de variaveis estruturais do coracao

Variaveis Sham IM-C IM-NAC
(n=24) (n=24) (n=24)

DDVE (mm) 8,83+£0,51 11,32 +1,39* 10,86 + 0,93
DDVE/PC (mm/kg) 17,05+ 1,53 22,62 £ 2,75* 21,88 +2,18
DSVE (mm) 4,43 +0,63 9,06 + 1,45* 8,73+1,23
EDPP (mm) 1,51+0,12 1,85 +0,30* 1,76 £ 0,35
AO (mm) 4,0+0,2 3,7+0,2* 3,8+0,2
AE (mm) 6,1+0,5 8,5+1,0* 83+1,2
AE/AO 152+0,14 2,29 £0,27* 2,20 +£0,32
AE/PC (mm/kg) 11,68 +1,31 17,08 +2,11* 16,81 + 2,57

Resultados expressos em média + desvio padrdo; IM-C: animais com infarto do miocardio sem
tratamento; IM-NAC: animais com infarto do miocardio tratados com N-acetilcisteina (120 mg/kg/dia);
n: namero de animais; DDVE e DSVE: didmetros diastdlico e sistdlico do ventriculo esquerdo (VE);
PC: peso corporal; EDPP: espessura diastdlica da parede posterior do VE; AO: didmetro da aorta;
AE: didmetro do atrio esquerdo; ANOVA e teste de Bonferroni; * p<0,05 versus Sham.
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Tabela 4. Analise ecocardiogréfica de variaveis funcionais do coracao

Variaveis Sham IM-C IM-NAC
(n=24) (n=24) (n=24)
FC (bpm) 281 +41 285 + 56 265 + 34
AD (%) 49,9 +5,6 20,3 + 4,6* 19,9+5,6
AArea (%) 67,5+5,5 24,9 +5,9* 25,0+5,9
VEPP (mm/s) 36,9+3,1 21,6 + 3,9* 21,3+4,7
Onda E 82,0 +10,4 105,0 + 20,6* 96,5 + 13,7
Onda A 57,9+10,6 26,3 +16,4* 33,5+19,8
E/A 1,44 +0,17 5,21 + 2,44* 3,91+2,13#
TDE (ms) 48,9 +6,0 36,5+ 8,8* 39,9+10,2
TRIV (ms) 27,0+4,3 32,8 +7,0* 326+75
TRIV/R-R 58,2+9,3 70,6 +13,9* 68,0 + 14,2

Resultados expressos em média + desvio padréo; IM-C: animais com infarto do miocardio sem
tratamento; IM-NAC: animais com infarto do miocardio tratados com N-acetilcisteina (120
mg/kg/dia); n: namero de animais; FC: frequéncia cardiaca; AD: encurtamento endocardico;
AArea: porcentagem de variagdo de area do ventriculo esquerdo (VE); VEPP: velocidade de
encurtamento da parede posterior do VE; E/A: raz@o entre picos de velocidade de fluxo de
enchimento inicial (onda E) e da contracao atrial (onda A) do fluxo transmitral; TDE: tempo de
desaceleracdo da onda E mitral; TRIV/R-R: tempo de relaxamento isovolumétrico do VE
normalizado pela frequéncia cardiaca; ANOVA e teste de Bonferroni; * p<0,05 versus Sham, #
p<0,05 versus IM-C.
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Tabela 5. Expressao génica das subunidades da enzima NADPH oxidase no musculo

soleo
R
NOX2 1,00 £0,53 0,85 £0,26 0,60 +0,26
NOX4 1,00 £0,30 1,09+£0,12 0,79 +0,17#
p22phox 1,00 £0,21 1,09+0,13 0,79 £0,19#
p47phox 1,00 £0,13 0,83 +0,08* 0,81 +0,20

IM-C: animais com infarto do miocardio sem tratamento; IM-NAC: animais com infarto
do miocérdio tratados com N-acetilcisteina (120 mg/kg/dia); n: nimero de animais.
Dados expressos em média + desvio padrdo. ANOVA e Bonferroni. * p<0,05 vs.
Sham; # p<0,05 vs. IM-C.

Tabela 6. Expressdo proteica das MAPK no musculo séleo

Proteinas Sham IM-C IM-NAC
(n=8) (n=8) (n=8)
p-ERK/GAPDH 1,00 £0,32 0,57 +0,11* 0,82 +£0,35
ERK/GAPDH 1,00 £0,12 0,63 +0,19* 1,15+ 0,47#
p-JNK/GAPDH 1,00 £0,31 3,12 +1,54* 2,15+1,31
IJNK/GAPDH 1,00 £0,32 1,38 £0,52 1,48 +0,47
p-p38 MAPK/GAPDH 1,00+£0,34 0,88 + 0,25 1,13 +0,55
p38 MAPK total/GAPDH 1,00 £0,27 0,65 +0,18* 0,64 £0,11

Resultados expressos em média + desvio padrédo; IM-C: animais com infarto do miocérdio sem
tratamento; IM-NAC: animais com infarto do miocéardio tratados com N-acetilcisteina (120
mg/kg/dia); n: nimero de animais; ANOVA e teste de Bonferroni. * p<0,05 versus Sham; # p<0,05
versus IM-C.

Tabela 7. Expressdo de proteinas da via NF-kB no musculo séleo

Proteinas Sham IM-C IM-NAC
(n=8) (n=8) (n=8)
Ser 276 NF-kB/GAPDH 1,00 £0,45 1,40 £0,25* 0,95 +0,25#
Ser 536 NF-kB/ GAPDH 1,00 £0,16 0,85+0,11 0,46 £0,17#
NF-kB total/GAPDH 1,00 £0,25 0,73 +0,10* 0,68 +0,18
p-IkB/GAPDH 1,00 +£0,49 1,71 +0,89* 2,10+£0,54
IkB total/GAPDH 1,00 +0,46 1,06 £ 0,46 1,18 £ 0,85

Resultados expressos em média + desvio padrédo. IM-C: animais com infarto do miocardio sem
tratamento; IM-NAC: animais com infarto do miocéardio tratados com N-acetilcisteina (120
mg/kg/dia); n: nimero de animais. ANOVA e teste de Bonferroni. * p<0,05 versus Sham; # p<0,05
versus IM-C.
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Figura 1. Atividade das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase (GSH-Px),
superdxido dismutase (SOD) e catalase (Cat) no musculo séleo; IM-C:
animais com infarto do miocardio sem tratamento; IM-NAC: animais com
infarto do miocdrdio tratados com N-acetilcisteina. Resultados expressos em
média + desvio padrdao; ANOVA e teste de Bonferroni; * p<0,05 versus Sham;
# p<0,05 versus IM-C.
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Figura 2. Concentracdo tecidual de hidroperdxido de lipideo (LOOH) e 3-
nitrotirosina no musculo séleo. IM-C: animais com infarto do miocardio sem
tratamento; IM-NAC: animais com infarto do miocardio tratados com N-
acetilcisteina. Resultados expressos em média + desvio padrdo; ANOVA e
teste de Bonferroni; # p<0,05 versus IM-C.
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Figura 3. Concentracdo sérica de malondialdeido (MDA) e 3-nitrotirosina; IM-C:
animais com infarto do miocardio sem tratamento; IM-NAC: animais com
infarto do miocdrdio tratados com N-acetilcisteina. Resultados expressos em
média + desvio padrdao; ANOVA e teste de Bonferroni; * p<0,05 versus Sham;
# p<0,05 versus IM-C.
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Figura 4. Atividade da enzima NADPH oxidase do musculo séleo. A e B: Quantificacao
dos compostos fluorescentes derivados da oxidacdo do dihidroetidio (DHE)
por HPLC: razdes 2-hidroxietidio/dihidroetidio consumido (EOH/DHE) e
etidio/dihidroetidio consumido (E/DHE). C: Producéo de H,0, em fracdo de
membrana estimulada com NADPH em ensaio com Amplex Red, IM-C:
animais com infarto do miocardio sem tratamento; IM-NAC: animais com
infarto do miocdrdio tratados com N-acetilcisteina. Resultados expressos
em média * desvio padrao; ANOVA e teste de Bonferroni; # p<0,05 versus
IM-C.
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Neste estudo avaliamos, pela primeira vez, a participacdo das vias das
MAPK e do NF-kB na resposta do tecido muscular esquelético ao estresse oxidativo em
ratos com insuficiéncia cardiaca cronica. Adicionalmente, analisamos a influéncia da
N-acetilcisteina sobre as vias sinalizadoras e os marcadores de estresse oxidativo.

A insuficiéncia cardiaca foi induzida por infarto do miocardio decorrente
de ligadura da artéria corondria esquerda. O modelo experimental de infarto é muito
utilizado porque ¢ pratico e mimetiza causas frequentes de insuficiéncia cardiaca em
humanos, a isquemia e o infarto, e apresenta boa reprodutibilidade dos resultados
quando comparados aos estudos clinicos subsequentes ">*°. Além disso, cursa com o
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca esquerda de lenta evolucdo,
semelhantemente ao que se observa em humanos.

O diagnéstico da insuficiéncia foi baseado na observacéo de sinais clinico
e/ou anatomo-patoldgicos avaliados in vivo, como taquipnéia/dispnéia, ou post
mortem, como ascite, derrame pleuropericardico, congestdo hepatica, trombo em
atrio esquerdo, hipertrofia do ventriculo direito e congestdo pulmonar ¢¢%°. O
tamanho do infarto do miocdrdio é fator determinante para o desenvolvimento de
insuficiéncia cardiaca pos-infarto, tanto em humanos como em animais de
experimentacdo. No modelo experimental, apenas ratos com infarto de tamanho
moderado a grande desenvolvem insuficiéncia cardiaca. Animais com infarto pequeno
habitualmente apresentam disfuncao ventricular, porém sem sinais de insuficiéncia
cardiaca. Assim, ratos com infartos pequenos, a avaliacdo ecocardiogrifica inicial,
foram excluidos do presente estudo. Posteriormente, animais com infarto menor que
30%, mensurado por analise histolégica do ventriculo esquerdo, também foram
excluidos do estudo. Os grupos IM-C e IM-NAC apresentaram tamanho do infarto do
miocardio semelhante. Esse fato foi importante para assegurar que os ratos
infartados, com e sem tratamento com NAC, tiverssem o mesmo grau de injuria
cardiaca. Confirmando a presenca de insuficiéncia cardiaca, os pesos do ventriculo
direito, atrios e pulmées normalizados pelo peso corporal foram estatisticamente
maiores no grupo IM-C que no Sham. Os valores destas varidveis foram semelhantes
entre os grupos IM-C.

A andlise ecocardiografica permite analisar varidveis estruturais

cardiacas e funcionais do ventriculo esquerdo e determinar o grau de injtiria causado
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pelo infarto do miocardio e pelo decorrente processo de remodelacdo. Com a
realizacdo do ecocardiograma quatro meses apds o infarto, foi possivel obter dois
grupos de animais infartados, IM-C e IM-NAC, que foram constituidos por animais
com tamanho de infarto e grau de comprometimento cardiaco semelhantes antes do
tratamento com N-acetilcisteina (dados nado apresentados).

Ao final do periodo experimental, seis meses apds a indugédo do infarto e
com dois meses de tratamento, foi realizada novamente avaliacao ecocardiogréfica.
Observamos que os ratos do grupo IM-C apresentaram dilatacdo das camaras
cardiacas esquerdas acompanhada de disfuncéo sistélica e diastédlica do ventriculo
esquerdo, quando comparados aos do grupo Sham. Por exemplo, o didmetro
diastélico do ventriculo esquerdo, em valores absolutos ou normalizados pelo peso
corporal, e o didmetro do atrio esquerdo, em valores absolutos ou normalizados pelo
diametro da aorta ou pelo peso corporal, foram maiores no grupo IM-C que no grupo
Sham. Da mesma forma, os indices de funcéo sistdlica porcentagem de encurtamento
endocardico, velocidade de encurtamento da parede posterior e porcentagem de
variacdo de fracdo de drea do ventriculo esquerdo foram reduzidos no grupo IM-C em
relacdo do Sham. Quanto a avaliacdo da funcao diastdlica, o grupo IM-C apresentou
aumento dos valores da onda E mitral e da razdo E/A e reducdo dos valores da onda
A em comparacdo com o grupo Sham, caracterizando a presenca de disfuncdo
diastodlica severa ©°.

A N-acetilcisteina, molécula com propriedades antioxidantes, reage tanto
direta quanto indiretamente com vdrios tipos de espécies reativas de oxigénio '®.
Como acdo antioxidante direta, a NAC pode inativar eletrofilos por meio de reagoes
de reducgdo ou conjugacao. Indiretamente, por conter um grupo sulfidrila, serve como
importante fonte de cisteina para a sintese de glutationa, molécula endégena que
desempenha importante papel na defesa celular contra o estresse oxidativo *°'.

Em nosso estudo, o tratamento com WN-acetilcisteina, iniciado
tardiamente apds o infarto do miocardio, ndo atenuou as alteracdes estruturais
cardiacas ou a disfuncao sistdlica ventricular, porém promoveu melhora discreta da
funcao diastdlica, verificada pela menor relacdo E/A no grupo IM-NAC em relagdo ao
grupo IM-C. Recentemente, alguns autores avaliaram o efeito do tratamento com

NAC nas alteracdes cardiacas de ratos com infarto do miocardio ¢""% Lee et al. ?
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mostraram que o tratamento com 250 mg/kg/dia de NAC iniciado 24 horas apos a
inducao do infarto em ratos, por quatro semanas, melhora a fracdo de encurtamento
endocardico e atenua o aumento dos didmetros sistélico e diastélico do ventriculo
esquerdo. No estudo de Lee et al. %, como em nosso trabalho, ratos com infarto
menor que 30% do ventriculo esquerdo, avaliado por histologia, foram excluidos das
analises. Adamy et al. ¢ trataram ratos com infarto do miocdrdio com NAC durante
um més e, apesar de administracdo de dose menor (120 mg/kg/dia), e inicio mais
tardio do tratamento (dois meses ap6s a inducao do infarto), também verificaram
melhora da fracdo de encurtamento endocardico e do débito cardiaco. No presente
estudo, utilizamos dose de 120 mg/kg/dia de NAC, porém com periodo de tratamento
mais longo, de dois meses, e nao observamos melhora da funcéo sistolica a avaliacao
ecocardiografica. Como o inicio do tratamento foi mais tardio que nos demais
estudos (quatro meses apds infarto), é possivel que os ratos ja apresentassem grau
avancado de dilatacdo das camaras cardiacas esquerdas e disfuncdo ventricular,
dificultando a reversdo ou atenuacao do processo. O fato do tratamento com NAC
ndo ter atenuado as alteracdes cardiacas mostra que seus efeitos na musculatura
esquelética sao independentes de melhora da funcao cardiaca e da perfusao tecidual e
diretamente relacionados as suas propriedades antioxidantes. Este dado revelou-se
importante considerando que o principal foco do estudo é verificar a participacdo do
estresse na modulacdo das alteracdes musculares associadas a insuficiéncia cardiaca.

A avaliacdo da musculatura esquelética foi realizada no musculo séleo
porque estudos prévios de nosso grupo mostraram que este musculo é sensivel as
alteracdes induzidas pela insuficiéncia cardiaca aguda ">'°? ou cronica *¢¢*7°.

No presente trabalho, verificamos que ocorre diminuicdo da atividade
das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase e superéxido dismutase no musculo
séleo de ratos com infarto do miocardio. Reducio da atividade das enzimas
antioxidantes na musculatura esquelética apds infarto do miocardio e durante
insuficiéncia cardiaca ja havia sido demonstrada em estudo clinico *°. Os efeitos
adversos das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio sao controlados por complexo
sistema antioxidante endégeno, composto pelas enzimas antioxidantes superoxido
dismutase, glutationa peroxidase e catalase. A superdxido dismutase catalisa a

dismutacdo do anion radical superéxido em H,0, e O, em presenca de ion H*. A
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catalase, por sua vez, catalisa a formacao de agua e oxigénio a partir de H,0,formado
pela reacdo da superdxido dismutase. Jd a atividade da glutationa peroxidase é
dependente da concentracao de glutationa. A glutationa é um tripeptideo contendo
um grupo sulfidrila presente na cisteina, que confere a esta molécula grande
capacidade redutora '°*. Ela pode se apresentar na forma reduzida (GSH) ou oxidada
(GSSG). A concentracdo da forma reduzida da glutationa é mantida estavel por acao
da enzima glutationa redutase, que catalisa a reducdo da glutationa oxidada '**. A
atividade antioxidante da glutationa pode ser associada a sua capacidade de reagir
com H,0, e perdxidos organicos pela oxidacdo da GSH a GSSG, por meio da acgdo da
glutationa peroxidase ***.

O tratamento com NAC ndo restaurou a atividade das enzimas
superoxido dismutase e glutationa peroxidase e ainda reduziu a atividade da enzima
catalase no musculo séleo dos animais infartados. Recentemente, tem sido observado
que a administracao oral de N-acetilcisteina pode restabelecer os niveis de glutationa
total no coracgao de ratos infartados e reduzir significativamente a concentracao de
perdxido de hidrogénio e marcadores de estresse oxidativo, como hidroperdxido de
lipideo ¢7®. Entretanto, ndo encontramos estudos avaliando a influéncia da
administracdo de N-acetilcisteina na musculatura esquelética de ratos com infarto do
miocardio. Em nosso modelo, apesar do tratamento nao ter resultado em melhora do
sistema enzimatico antioxidante na musculatura esquelética, a NAC pode ter

100 substrato da enzima

contribuido para a reducdo da concentracdo de H,0,
catalase, que teve, assim, sua atividade diminuida no grupo IM-NAC.

Além do sistema enzimatico antioxidante, avaliamos também o complexo
NADPH oxidase, reconhecidamente uma importante fonte geradora de espécies
reativas de oxigénio. Primeiramente, analisamos, no musculo séleo, a expressao
génica de subunidades do complexo NADPH oxidase: as subunidades transmembranais
NOX2, NOX4 e p22°" além da subunidade citosdlica p47P"* A expressdo das
subunidades NOX2, NOX4 e a p22P"* ndo se alterou nos animais do grupo IM-C,
porém a expressdo da p47P" foi menor neste grupo em relacdo ao Sham. Além da
expressao génica, avaliamos também a atividade da NADPH oxidase no musculo séleo

como possivel fonte de geracdo de espécies reativas de oxigénio. A producdo de

superokido pela NADPH oxidase, avaliada pela quantificacao de 2-hidroxietidio, e a
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producéo de H,0,, em fracdo de membrana estimulada com NADPH em ensaio com
Amplex Red’, ndo se mostraram alteradas no musculo séleo dos ratos infartados. A
subunidade catalitica NOX2 forma um complexo com a p22°">, cuja ativacio depende
da ligacdo com as subunidades regulatérias citosolicas p47P"* e p67P"*. Embora
tenhamos verificado reducio da expressdo génica de p47P"* no grupo IM-C, ¢ possivel
que os niveis proteicos de p47P"* (ndo avaliados neste estudo) ainda estivessem
preservados e, por isso, a reducdo da expressao génica nao se refletiu em alteragdes
na atividade da NADPH oxidase. Por outro lado, a NOX4, apesar de também formar
um complexo com a p22P" ¢ constitutivamente ativa e independente de proteinas
citosolicas regulatdrias ou ativadoras. No presente estudo, nao verificamos alteracéao
de mRNA para a subunidade catalitica NOX4 e para a p22P"* na musculatura
esquelética dos ratos infartados, o que mostrou-se coerente com a atividade
preservada da NADPH oxidase.

As informacgodes sobre o papel da NADPH oxidase na miopatia associada a
insuficiéncia cardiaca sdo escassas. Identificamos apenas um estudo, conduzido por
Ohta e cols.””, que, diferentemente do presente trabalho, observaram aumento da
atividade da NADPH oxidase na musculatura esquelética de camundongos infartados.

Entretanto, os autores *” utilizaram ensaio quimiluminescente com lucigenina para
avaliar a atividade da NADPH oxidase. O anion radical superdxido, produto da
atividade da NADPH oxidase, pode ser reduzido ou oxidado. Por isso, existem técnicas
indiretas (colorimétricas, quimiluminescentes ou fluorescentes) para a dosagem do
superoxido que exploram uma ou outra via. Em geral, as moléculas que sdo reduzidas
pelo superdxido, como a lucigenina, sdo passiveis de redox cycling, isto é, a molécula
reduzida é capaz de reagir com o oxigénio dissolvido no meio reacional e gerar
superoxido artefactual '°°. Por outro lado, existem moléculas suscetiveis a oxidagao
pelo anion radical superdxido, como o dihidroxietidio (DHE), que tem se destacado
como marcador da producao de superoxido. A oxidacdo do DHE gera dois compostos
fluorescentes, o 2-hidroxietidio (EOH) e o etidio (E). A formacao do EOH foi associada
a oxidacdo especifica da DHE pelo superdxido, enquanto que a producédo de etidio
estaria relacionada a oxidacdo da DHE por outras espécies reativas °*°°. Os
compostos, EOH e E, podem ser separados e quantificados por HPLC permitindo,

assim, maior precisao na quantificacao indireta da geracdo de superdxido por um
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determinado sistema oxidante. Em nosso estudo, avaliamos a atividade da NADPH
oxidase em fracdo de membrana estimulada com NADPH em presenca de DHE, e os
compostos fluorescentes gerados nesta reacao foram avaliados por HPLC. A diferenca
entre os resultados de nosso estudo e aqueles obtidos por Ohta e cols. " quanto a
atividade da NADPH oxidase pode ser decorrente tanto da diferenca inerente ao
modelo animal utilizado quanto da divergéncia metodolégica para a analise da
NADPH oxidase.

Em nosso estudo, a preservacdo da atividade da NADPH oxidase
associada a reducao da atividade das enzimas antioxidantes sugere que had aumento
do estresse oxidativo no musculo séleo dos ratos infartados.

A administracdo de N-acetilcisteina promoveu reducédo na expressao de
NOX4 e p22P"* e ndo atenuou a reducdo da p47P"* no musculo séleo dos ratos
infartados. Além disso, a atividade da NADPH oxidase foi menor no grupo IM-NAC em
relacdo ao grupo IM-C, constatada pela menor producao de superoéxido, porém sem
alteracdo da producdo de H,0,. A atividade do complexo enzimdtico NADPH oxidase
gera como produto primdrio o anion radical superéxido e como produto secundario
H,0,, derivado da dismutacdo do superoxido pela enzima SOD. Entretanto, estudos
recentes mostram que a NOX4, uma das isoformas expressas no musculo esquelético,
produz H,0,. Assim, apesar da expressdao génica da subunidade catalitica NOX2 nao
ter se alterado, a reduzida expressdo das subunidades auxiliares p22P e p47prho
alterou a atividade da NADPH com consequente reducao da producao de superoxido.
Por outro lado, esperava-se que também houvesse diminuicdo significativa da
producdo de H,0,, uma vez que, com a menor geracdo do superoxido, produto
primario da NOX2, também ocorresse menor geracdao do produto secundario H,0,.
Podemos sugerir que, embora ocorra menor formacao de superoxido, a dismutacao
deste radical em H,0, pela enzima antioxidante SOD também esta ocorrendo em
taxas menores e, por isso, ndo se observa alteracdo na producédo de H,0,. Da mesma
forma, a menor expressdo de NOX4 e p22P'* também poderia resultar em atividade
diminuida da NOX4 e menor producao do seu produto primario H,0,. Porém isto nao
se confirmou, provavelmente, pelo fato de nao haver alteracao da expressao génica

destas subunidades, o que poderia preservar a atividade da NOX4.
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Neste trabalho, verificamos que ha aumento dos niveis circulantes de
MDA, marcador de lipoperoxidacdo, nos ratos com infarto do miocardio.
Adicionalmente, observamos que o tratamento com NAC reduziu a quantidade de 3-
nitrotirosina no soro e no musculo esquelético dos animais infartados. Entretanto, o
tratamento com NAC nido teve efeito sobre a concentracido sérica de MDA. A
peroxidacdo lipidica é causada pela agressdo de uma espécie reativa (geralmente
radical hidroxil), que abstrai um dtomo de hidrogénio do 4cido graxo insaturado e
deixa um elétron desemparelhado no carbono, caracterizando a etapa de iniciacdo do
processo de lipoperoxidacdo. A seguir, ocorre a fase de propagacao, na qual ocorre a
formacao do radical peroxil (LOO-) que é capaz de retirar um dtomo de H* do acido
graxo adjacente gerando o hidroperoxido de lipideo (LOOH). O radical peroxil pode
também formar perdxidos ciclicos, que sdo clivados em aldeidos, como o
malondialdeido, um produto secundario da lipoperoxidagao *°*'°¢.

A 3-nitrotirosina representa modificacdo pés-traducional de proteinas e
peptideos com importante papel na sinalizacdo celular, no turnover proteico e na
proliferacao celular, entre outros. Recentemente, tem sido mostrado que a 3-
nitrotirosina correlaciona-se com estados patolégicos, como inflamacao e doencas
cardiovasculares '°*'%, A transformacao de residuos de tirosina de uma proteina em
3-nitrotirosina tem sido detectada em sistemas bioldgicos submetidos a estresse
oxidativo '®. A principal via de formacao de 3-nitrotirosina decorre da reacdo do
radical superéxido (O,) com o 6xido nitrico para formar o radical peroxinitrito
(ONOO), o qual, por sua vez, reage com residuos de tirosina formando 3-
nitrotirosina '°°. O peroxinitrito, formado pela reacdo do radical superdxido com
6xido nitrico, é instavel e apresenta tempo de vida curto, mas é oxidante potente,
com propriedades semelhantes as do radical hidroxila. Causa danos a muitas
moléculas bioldgicas, inclusive a grupos sulfidrila das proteinas e provoca
hidroxilacdo e nitracdo de compostos aromdticos. Portanto, a habilidade de
quantificar especificamente a presenca deste aminodacido nitrado em proteinas pode
permitir a quantificacdo de estresse nitrosativo em tecidos biolégicos assim como
determinar a importancia das proteinas nitradas como marcadores progndsticos de
doencas '*. A deteccdo de proteinas contendo 3-nitrotirosina tem sido relatada em

vérios tipos de doenca em humanos e em modelo animais ou cultura de células.
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Teoricamente, todos os residuos de tirosina podem ser alvos de nitracdo; entretanto,
a eficiéncia da nitracdo de tirosina depende de vérias condicbes bioldgicas, como a
producao local e a concentracdo de espécies reativas, a existéncia e disponibilidade de
antioxidantes e removedores de radicais livres, o acumulo de células inflamatérias e a
presenca de citocinas pré-inflamatorias.

O tratamento com NAC nido teve efeito sobre o marcador de
lipoperoxidagdo MDA, mas reduziu os niveis circulantes e musculares de 3-
nitrotirosina, marcador de estresse nitrosativo. Como jd discutido anteriormente, a
NAC diminuiu a producgéo de superoxido pela NADPH oxidase no musculo séleo, o que
pode ter contribuido para a menor formacao de peroxinitrito e, consequentemente,
reduzida concentracdo de 3-nitrotirosina. Além disso, é possivel que a NAC
desempenhe papel especifico na producao de 6xido nitrico mediada pela 6xido nitrico
sintase (NOS) a partir de L-arginina, como ja descrito em outros tecidos '**'*'. Por
outro lado, como a NAC nao reduziu a concentracao sérica de MDA, é provavel que a
geracdo de espécies reativas de oxigénio ainda estivesse elevada em nivel sistémico.
Adicionalmente, este efeito dual da NAC pode estar relacionado a forma distinta
como a GSH atua na defesa de proteinas e lipideos contra o ataque de EROs. Diversas
proteinas possuem grupos sulfidrila cuja oxidacdo pode levar a perda de funcao da
proteina. A GSH é capaz de proteger e até mesmo regenerar estes grupos sulfidrila
contra o ataque de EROS e, assim, reverter algumas reacdes de oxidacdo que levam a
inativacdo de proteinas. Quanto ao processo de peroxidacao de lipideos, a agdo direta
da GSH é pouco eficiente, uma vez que a GSH estd presente em compartimentos
aquosos da célula, o que a torna menos acessivel ao compartimento lipossoltvel da
membrana. Assim, a GSH depende da acdo da enzima glutationa peroxidase para

12 Em nosso trabalho, a atividade da

remover produtos de lipoperoxidacao
glutationa peroxidase nao foi restaurada com o tratamento com NAC e pode ter
contribuido para a manutencdo da concentracao sérica elevada de MDA.

O aumento do estresse oxidativo culmina com a ativacdo de varias vias
sinalizadoras intracelulares, entre elas as vias das MAPK e do NF-kB. Neste estudo
mostramos, pela primeira vez, que ratos com infarto do miocardio apresentam

aumento da fosforilacao da JNK1/2 e reducdo da expressao de p38 MAPK total e

ERK1/2 fosforilada e total no musculo sdleo. Além disso, verificamos reducio da
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expressdo de MSK1 total e preservacdo da expressdo de Src. Quanto a via do NF-kB,
observamos reducdo da expressdo da subunidade p65 do NF-kB total associada a
aumento da fosforilacdo em Ser276, sem alteracdo da fosforilacdo em Ser536, e
aumento da fosforilacdo do IkB.

Nos ratos infartados, o tratamento com NAC restaurou a expressao de
ERK1/2 total e fosforilada e nao alterou a fosforilagcdo da JNK nem a expressdo de
p38 MAPK total e MSK1 total. Entretanto, a expressdo de Src total foi reduzida no
grupo IM-NAC. Além disso, a expressao da subunidade p65 do NF-kB total ndo se
alterou com o tratamento, mas houve reducdo da fosforilacdo tanto em Ser276
quanto em Ser536 desta proteina. Ja a fosforilacdo do IkB foi semelhante entre os
grupos IM-C e IM-NAC.

Hé relatos que, apds aumento do estresse oxidativo, a ativacdo das
MAPKs, em especial JNKs e ERKs, é decorrente de estimulacdo por quinases da familia
Src 3132, Além disso, ativacdo da proteina quinase Src culmina em ativacdo da JNK e
fosforilagao do residuo Ser276 da subunidade p65 do NF-kB, de forma dependente da
ativacdo da via ERK/MSK1, e em fosforilacio do residuo Ser536, de forma
independente da ativacdo da ERK '**. No presente trabalho, verificamos que a
fosforilacdo do residuo Ser536 da subunidade p65 do NF-«B apresenta
comportamento semelhante ao da expressao de Src, mostrando-se preservada no
grupo IM-C e reduzida no grupo tratado com NAC. Por outro lado, o comportamento
da JNK e da fosforilacdo do residuo Ser276 da subunidade p65 do NF-kB assemelha-se
mais ao padrao de resposta frente a ativacao cronica por TNF-a. Jamaluddin e cols. '**
mostraram, em cultura de mondcitos humanos, que o TNF-a promove ativacdo das
trés MAPK e de MSK1 de forma aguda. Porém, cronicamente, apenas a ativacao de
JNK é mantida com a estimulacdo por TNF-a. Além disso, estes autores mostraram
que a ativacdo da JNK é necessaria para a producdo de EROs induzida pelo TNF-a e
que as EROs funcionam como segundo mensageiro para a interacgdo entre JNK e NF-
kB. Sob estimulacdo com TNF-a, a intervencdo com antioxidante nido atenuou a
ativacdo de JNK, mas reduziu a fosforilacdo do NF-kB no residuo Ser276 ''*. A
reducdo da fosforilacdo em Ser276 é mediada por proteina quinase A dependente de

AMP ciclico (PKAC) e ndo relacionada com MSK1 %
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A sinalizacdo da ERK 1/2 tem sido associada também a efeitos
hipertroficos promovidos por IGF-1. Considerando-se que ha reducdo do eixo IGF-
1/GH na insuficiéncia cardiaca “''°, é provavel que ocorra inibicdo da sinalizacdo da
ERK. Por outro lado, a inibicdo concomitante da ERK e da p38 MAPK associada a
ativacdo da JNK nos animais infartados pode ser resultante da acdo de MAPK
fosfatases especificas, como a DUSP2/PAC1, por mecanismos ainda pouco conhecidos.
Estudos mostram que a DUSP2/PAC1 inibe ERK e p38 MAPK, sem influéncia sobre a
ativacdo da JNK !¢ Além disso, em células musculares, a inibicdo da ERK, modulada
por outra MAPK fosfatase, a MPK-1, foi associada a redugdo no tamanho de miotubos
e aumento na degradacao protéica, tanto por ativacdo da via ubiquitina-proteossoma
quanto por ativacdo do NF-kB 7. Em nosso estudo, o tratamento com NAC restaurou
apenas a expressdo de ERK total, provavelmente em decorréncia de atenuacdo da
degradacao protéica mediada por inibicdo do NF-«B.

A p38 MAPK participa da miogénese modulando tanto a transcricdo
quanto a ativacdo de fatores transcricionais musculo-especificos ***°. Em nosso
modelo, apesar da reducdo na expressdo de p38 MAPK no musculo esquelético dos
animais infartados, ndo verificamos alteracdo na expressdo génica e protéica dos
fatores de regulacdao miogénica. Nos animais infartados tratados com NAC, ocorreu
apenas aumento da expressdo génica do MRF4, porém nao acompanhada de alteracao
em sua expressdo proteica. A expressao proteica preservada dos fatores de regulacao
miogénica, apesar da alteracdo na p38 MAPK, é coerente com a manutencdo da
massa muscular e da area seccional transversa das fibras que verificamos no musculo
séleo.

Em trabalho recente de nosso laboratoério, utilizando o mesmo modelo
experimental de insuficiéncia cardiaca, detectamos atrofia de fibras no musculo séleo
acompanhada de alteracdo na expressao génica e proteica dos MRFs ®*. Esta diferenca
pode ser explicada pela gravidade da doenca nos ratos utilizados nos dois estudos. No
trabalho anterior, identificamos sinais de insuficiéncia cardiaca em todos os animais
infartados avaliados, que apresentaram peso corporal menor que o grupo Sham,
resposta indicativa de presenca de caquexia. No presente trabalho, apesar do

comprometimento cardiaco bastante importante, os sinais de insuficiéncia cardiaca
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nao foram detectados em todos os animais dos grupos IM-C ou IM-NAC e também
ndo houve diferenca quanto ao peso corporal dos animais.

Por fim, em nosso estudo, a ativacdo do NF-kB no musculo séleo dos
animais infartados parece ser apenas parcialmente dependente do estresse oxidativo.
Verificamos que a fosforilacdo aumentada do IkB nos animais infartados nao foi
alterada pelo tratamento com NAC, indicando que a translocacdo do NF-kB para o
nucleo também esta aumentada. Esta resposta ndo parece ser dependente
diretamente do estresse oxidativo e pode estar relacionada ao aumento de TNF-a
circulante, alteracdo comumente encontrada na insuficiéncia cardiaca. No entanto, a
fosforilacdao do NF-kB em diferentes residuos de serina parece ser dependente, pelo
menos em parte, do estresse oxidativo. Como discutido anteriormente, a ativacao da
proteina quinase Src pelo estresse oxidativo culmina em fosforilacdo do residuo
Ser276 da subunidade p65 do NF-kB, de forma dependente da ativacdo da via
ERK/MSK1, e em fosforilacdo do residuo Ser536, de forma independente da ativacao
de ERK **. A fosforilacdo em Ser536 e a expressdo de Src, apesar de nao estarem
alteradas nos animais do grupo IM-C, diminuiram com a administracdao de NAC,
mostrando que sdo responsivas ao estresse oxidativo. Ja a fosforilacdo em Ser276 foi
aumentada no grupo IM-C e diminuida no grupo IM-NAC, comportamento nao
compativel com a resposta da proteina quinase Src e da via ERK/MSK1. Entretanto, o
padrao de fosforilacdo do NF-kB no residuo Ser276 assemelha-se ao mecanismo

estudado por Jamaluddin e cols. '*

, no qual, sob estimulacdo com TNF-q, a
intervencdo com antioxidante reduziu a fosforilacdo do NF-kB no residuo Ser276 de
forma dependente da PKAc.

Em resumo, os principais resultados deste estudo referentes as vias de

sinalizacdo intracelular do musculo séleo estao ilustrados na figura 5.
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CONCLUSAO



Aumento do estresse oxidativo estd associado com ativacdo das vias
MAPK e do NF-kB no musculo séleo de ratos com insuficiéncia cardiaca. A
administracdo de N-acetilcisteina resulta em atenuacdo do estresse oxidativo

sistémico e no musculo sdleo.
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ATIVIDADES DESENVOLVIDAS NO
CURSO DE P0S-GRADUACAO



Atividades Desenvolvidas no Curso de Pés-Graduacao "Fisiopatologia
em Clinica Médica" — periodo de 2006 a 2012

Disciplinas cursadas

Metodologia da Pesquisa Cientifica
2°9semestre de 2005, carga horaria: 90 horas-aula.

Seminarios de Trabalhos Cientificos
2006 a 2010, carga horéria: 45 horas-aula por semestre.

Principios Gerais de Biologia Molecular Aplicada a Clinica Médica
1°semestre de 2006, carga horéaria: 75 horas-aula.

Estatistica Aplicada a Metodologia da Investigacao Cientifica
1°semestre de 2006, carga horaria: 60 horas-aula.

Propriedades Mecéanicas do Coracao
1°semestre de 2007, carga horaria: 45 horas-aula.

Captacédo de Recursos Externos para Pesquisa
2°semestre de 2006, carga horaria: 30 horas-aula.

Estrutura e Redacgéo do Trabalho Cientifico
2°semestre de 2006, carga horéria: 30 horas-aula.

Microscopia Eletrénica e Ultraestrutura Celular
2°semestre de 2006, carga horaria: 60 horas-aula.

Alteracfes Metabodlicas e Funcionais Induzidas por Estresse Oxidativo. Modelo de
Investigacéao
1°semestre de 2008, carga horaria: 60 horas-aula.

Modelos Experimentais para o Estudo da Isquemia Miocéardica
1°semestre de 2008, carga horaria: 45 horas-aula.

Insuficiéncia Cardiaca e Caquexia. Mecanismos Fisiopatoldgicos, Prevencéo e

Tratamento.
2°semestre de 2009, carga horéria: 60 horas-aula.

Participacdo em Orgaos Colegiados

Atuou como representante discente no Conselho do Programa de Pos-Graduacéo
Fisiopatologia em Clinica Médica do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de
Medicina de Botucatu, UNESP, no periodo de junho de 2008 a julho de 2009.
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Estaqgio de Docéncia

Disciplina: Anatomia Aplicada a Enfermagem, Curso de Graduagdo em Enfermagem
da Faculdade de Medicina de Botucatu, carga horaria: 120 h, periodo de 4 de margo a
18 de junho de 2009.

Proficiéncia em Linqua Inglesa

TOEIC, Listening and reading test, Score total: 770, realizado em 29 de novembro de
2009.

Participacdo em Cursos de Curta Duracdo como Ouvinte

Western Blot
Curso de Curta Duragéo, Ill Encontro de P6s-Graduacgéo da Faculdade de Medicina
Botucatu — UNESP, 21 de setembro de 2007, carga horéria: 8 horas-aula.

Avaliacdo Educacional de Competéncias Clinicas

Curso de Atualizagéo, Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, 26 a 28 de
outubro de 2006, carga horéria: 20 horas-aula.

Andlise de Expressédo Génica por PCR em Tempo Real

Curso — 16 h, Applied Biosystems do Brasil, Sdo Paulo, 6 e 7 de abril de 2009.

Cursos de Curta Duracao Ministrados

PCR em Tempo Real: curso realizado durante o Il Encontro de P6s-Graduagéo da
Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, 1°de dezembro de 2006, carga horaria:
8 horas-aula.

Coordenador do curso: Professor Peter Kopp (Northwestern University, Chicago, USA).
Ministrou as atividades praticas do curso em conjunto Dra. Renata A. M. Luvizotto.

Western Blot: curso realizado durante o IV Encontro de P6s-Graduagéo da Faculdade
de Medicina de Botucatu, no periodo de 16 a 18 de outubro de 2008. Carga horaria: 8
horas-aula. Ministrou o curso em conjunto com a Dra. Ana Paula Lima Leopoldo.

Western Blot: palestra e aula pratica ministradas durante 1°Curso de Atualiza¢gdes em
Técnicas Laboratoriais e suas Aplicacdes, realizado na Faculdade de Medicina de
Botucatu — UNESP, no periodo de 23/3/2010 a 17/8/2010. Carga horaria: aula teoria— 1
hora-aula; aula pratica — 2 horas-aula.

Palestra ministrada

“Aspectos Morfoldgicos e Histoquimicos do Musculo Estriado”, palestra proferida
durante o V Congresso Regional de Histotecnologia, Campus da UNESP/Botucatu, no
periodo de 13 a 15 de novembro de 2010.
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Organizacdo de Evento

Il Encontro de Pés-Graduacédo da Faculdade de Medicina de Botucatu - Unesp, 1 a
3 de dezembro de 2006, Botucatu.

Participou como membro da Comissdo Organizadora deste evento, no total de 14
horas-aula.

Participacdo em Reunides Cientificas

XXVII Congresso da Sociedade de Cardiologia do Estado de Sédo Paulo
Realizado em Campos do Jorddo-SP, no periodo de 25 a 27 de maio de 2006.

Il Encontro de P6s-Graduacgéo da Faculdade de Medicina Botucatu — UNESP
Realizado em Botucatu, no periodo de 1 a 3 de dezembro de 2006.

XXVIII Congresso da Sociedade de Cardiologia do Estado de S&o Paulo
Realizado em S&o Paulo-SP, no periodo de 28 a 30 de abril de 2007.

VI Congresso Brasileiro de Insuficiéncia Cardiaca
Realizado em Fortaleza-CE, no periodo de 28 a 30 de junho de 2007.

[l Encontro de POs-Graduacdo da Faculdade de Medicina Botucatu — UNESP
Realizado em Botucatu, no periodo de 21 a 23 de setembro de 2007.

Il Encontro Nacional de P6s-Graduacéo na Area de Ciéncias da Satde
Realizado em S&o Pedro, no periodo de 25 a 27 de setembro de 2008.

World Congress of Cardiology 2008
Realizado em Buenos Aires, Argentina, no periodo de 18 a 21 de maio de 2008.

IV Encontro de POs-graduacéo da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP
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