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RESUMO

Gomes-Santos IL. Angiotensina Il e treinamento fisico na insuficiéncia cardiaca:
implicacdes para a miopatia esquelética [Tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo, 2013.

INTRODUCAQ: Capitulo 1. A Insuficiéncia Cardiaca (IC) é acompanhada de uma
hiperativacdo simpética e do sistema renina-angiotensina (SRA). As acdes
deletérias do SRA séo atribuidas & Angiotensina Il (Angll), mas a Angiotensina-(1-
7) (Ang-(1-7)), um metabdlito da Angll, demonstra efeitos cardiovasculares
benéficos, contrarios aos da Angll. O conceito tradicional € de que as
concentracdes sistémicas mediam as respostas do SRA, mas evidéncias emergem
acerca da importancia funcional do SRA local. Nesse estudo, estudou-se o SRA
circulante e muscular esquelético na IC, testando-se a hipotese de que as
alteracdes seriam diferentes nesses dois territorios, e que o treinamento fisico
corrigiria essas alteracfes. Capitulo 2. A IC é uma sindrome sistémica, onde
fatores neuroenddcrinos, como a Angll, podem levar a alteracdes periféricas. Na
musculatura esquelética, a hiperatividade do sistema ubiquitina-proteassoma (SUP)
€ um dos elementos que compdem um quadro de miopatia, aumentando o
catabolismo muscular em direcéo a atrofia, e contribuindo com o agravamento da
sindrome. O treinamento fisico normaliza o SUP e reduz as concentragctes
plasmaticas de Angll na IC. Dessa forma, testamos a hipétese de que a redugéo do
SUP mediada pelo treinamento fisico na IC depende da queda das concentracfes
plasmaticas de Angll. METODOS: Capitulo 1. Ratos Wistar, machos, foram
induzidos a IC por ligadura da artéria coronéria descendente anterior, ou cirurgia
ficticia (Sham, SH). Os animais foram divididos em grupos mantidos sedentarios,
SD (SHSD, n=10 e ICSD, n=12) ou submetidos ao treinamento fisico, TR (SHTR,
n=10, ICTR, n=12). O treinamento fisico foi realizado em esteira, a 60% do
consumo méaximo de oxigénio, 5 dias por semana durante 8 semanas, quando
foram sacrificados para coleta de sangue e musculos (séleo e plantar). As
angiotensinas circulantes e musculares foram dosadas por HPLC. A atividade
sérica e muscular da ECA e da ECA2 por fluorimetria. Os receptores AT1 e AT2

foram analisados por expressdo génica (RT-PCR) e proteica (Western Blot), e 0
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receptor Mas por expressdo génica. Capitulo 2. Ratos Wistar, machos, foram
induzidos a IC por ligadura da artéria coronéria descendente anterior, ou cirurgia
ficticia (Sham). Apés 4 semanas, os animais Sham (n=10) constituiram um grupo
sedentario saudavel (SHSD) e os animais com IC (n=30) foram igualmente
alocados em 3 grupos: um mantido sedentario (ICSD), um treinado (ICTR) e um
treinado com as concentracfes plasmaticas de Angll nos mesmos niveis dos
animais do grupo ICSD (ICTRAII), mantidas através de minipump osmdtica. O
treinamento fisico foi realizado em esteira, a 60% do consumo maximo de oxigénio,
5 dias por semana durante 8 semanas, quando foram sacrificados para coleta de
sangue e musculos (s6leo e plantar). As angiotensinas circulantes e musculares
foram dosadas por HPLC. A expressdo génica das enzimas ligases E3a, MuRF e
Atrogin foi realizada por RT-PCR. O receptor AT1, as proteinas ubiquitinadas e as
proteinas carboniladas (Oxyblot) foram quantificadas por Western Blot. A atividade
da porcdo 26S do proteassoma foi determinada por fluorimetria. RESULTADOS:
Capitulo 1. Na circulagdo, a atividade da ECA2 estava reduzida na IC, e o
treinamento fisico reduziu a atividade da ECA e restaurou a atividade da ECA2
esses animais. A concentracdo de Angll reduziu nos grupos treinados, e a razdo
Ang-(1-7)/Angll aumentou no grupo ICTR. Nos musculos, ndo houve alteragdo em
relacdo a atividade ou expressao proteica da ECA ou da ECA2, mas a
concentracdo de Angll estava aumentada com a IC, e normalizou com o
treinamento fisico. A concentragdo de Ang-(1-7) aumentou no musculo plantar do
grupo ICTR, e a razdo Ang-(1-7)/Angll apresentou forte tendéncia de aumento no
musculo soleo dos animais treinados. No musculo soleo, o AT1 estava aumentado
nos animais com IC, e o treinamento fisico normalizou a expressdo génica e
proteica desse receptor, e também aumentou a expressao génica do receptor Mas
nos grupos treinados. No musculo plantar, normalizou a expressdo génica do
receptor Mas, sem alterar o AT1. Nao foram encontradas diferencas significativas
na expressao do receptor AT2 nos musculos estudados. Capitulo 2. O treinamento
fisico promoveu uma melhora da capacidade de exercicio em ambos 0s grupos
treinados. A Angll aumentou nos musculos dos animais com IC, e o treinamento
fisico normalizou esses valores. Na circulagdo, como se esperava, a Angll diminuiu
apenas no grupo ICTR. A expressao do receptor AT1 aumentou no musculo séleo
com a IC e normalizou com o treinamento fisico, sem diferengas entre grupos no
musculo plantar. Em relacdo a expresséo génica das E3 ligases e na quantidade de

proteinas ubiquitinadas e carboniladas, ndo houve diferengas entre os grupos no
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musculo séleo. Ja no musculo plantar, a expressdo do atrogin estava aumentada
nos animais com IC, e o treinamento fisico reduziu a expressao tanto da atrogin
guanto da E3a e da MuRF. Essa melhora foi prejudicada com a infusdo de Angll.
Refletindo esse cenério, a quantidade de proteinas ubiquitinadas e carboniladas
estavam aumentadas na IC e reduziram com o treinamento fisico, e a infuséo de
Angll atenuou a reducdo das proteinas ubiquitinadas e aboliu a diminuicdo das
oxidadas. A atividade do proteassoma aumentou em ambos os musculos de
animais com IC, e o treinamento fisico reduziu a atividade nos animais treinados,
sendo significativamente menor no grupo ICTRAIl. CONCLUSOES: Capitulo 1. Em
modelo de IC crbnica, os niveis de Angll estdo aumentados na musculatura
esquelética, mas ndo na circulacdo. O treinamento fisico reduz os niveis
plasméticos de Angll na circulagdo e normaliza nos muasculos. Essa reducéo é
acompanhada de um aumento dos niveis de Ang-(1-7) ou da melhora na razdo
Ang-(1-7)/Angll em ambos os territorios, indicando uma atenuacgéao da hiperativagdo
do SRA na IC com o treinamento fisico. Capitulo 2. Em modelo isquémico de IC
cronica em ratos, ha uma diferenga no perfil do SUP no musculo séleo e no
musculo plantar. O treinamento fisico reduz a atividade do SUP e, a0 menos no
musculo plantar, essa melhora parece ser dependente da reduc¢do dos niveis de
Angll.

Descritores:  Insuficiéncia cardiaca; Sistema renina-angiotensina; Doencas
musculares; Terapia por exercicio; Atrofia muscular/patologia;  Atrofia
muscular/reabilitacdo; Ubiquitina/genética; Exercicioffisiologia; Angiotensina |I;

Ratos Wistar.
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ABSTRACT

Gomes-Santos IL. Angiotensin Il and exercise training in Heart Failure: implications
to skeletal muscle myopathy [Thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”; 2013.

INTRODUCTION: Chapter 1. Heart Failure (IC) is a syndrome accompanied by a
sympathetic and renin-angiotensin system (RAS) hyperactivity. The deleterious
actions of RAS are attributed to Angiotensin Il (Angll), but Angiotensin-(1-7) (Ang-(1-
7)), a metabolite of Angll, shows benefic cardiovascular effects opposing to Angll.
The traditional concept states that the systemic concentrations are responsible for
RAS actions, although increasingly evidence emerge about the functional role of
local RAS. The working hypothesis was that the RAS alterations, if any, would be
different on this two territories of heart failure rats, and the exercise training should
correct this alterations. Chapter 2. Heart failure is a systemic syndrome in which
neuroendocrine factors, such as angiotensin 1l (Angll), can lead to peripheral
damage. In skeletal muscle, the hyperactivity of ubiquitin-proteasome system (SUP)
is one of the elements composing the myopathy framework, elevating the
catabolism toward atrophy, and contributing to the worsening of the syndrome.
Exercise training normalizes SUP and reduces plasmatic concentrations of Angll.
On this way, we tested the hypothesis that exercise training-mediated SUP
deactivation is dependent on plasma falls of Angll. METHODS: Chapter 1. Male
Wistar rats underwent left coronary artery ligation or Sham (SH) operation. They
were allocated in sedentary, SD (SHSD, n=10 and ICSD, n=12) or trained, TR
(SHTR, n=10 and ICTR, n=12) groups. The exercise training consisted in treadmill
running, at 60% of maximal oxygen uptake, 5 days per week, during 8 weeks, when
they were killed for blood and skeletal muscle (soleus and plantaris) collection.
Angiotensin’s concentrations were determined by HPLC. ACE and ACE2 activity
were accessed in serum and muscles by fluorimetry, and by protein expression
(Western Blot) in the muscles. AT1 and AT2 receptors were quantified by protein
and gene (RT-PCR) expression, and Mas receptor by gene expression. Chapter 2.

Male Wistar rats underwent left coronary artery ligation or Sham operation. After 4
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weeks, Sham operated rats (n=10) constituted a healthy, sedentary control group
(SHSD), and the heart failure rats (n=30) were equally allocated into 3 groups:
sedentary (ICSD), trained (ICTR) and trained with plasma Angll at the same level of
sedentary, heart failure rats (ICTRAII), kept by an osmotic minipump. The exercise
training consisted in treadmill running, at 55% of maximal oxygen uptake, 5 days per
week, during 8 weeks, when they were Kkilled for blood and skeletal muscle (soleus
and plantaris) collection. Angll concentrations were determined by HPLC. Gene
expression of E3a, MuRF e Atrogin were performed by PR-PCR. AT1 receptor,
ubiquitinated and carbonylated (oxyblot) proteins were quantified by Western Blot.
Proteasomal 26S activity were determined by fluorimetry. RESULTS: Chapter 1.
Heart failure reduced circulating ACE2 activity, and exercise training reduced ACE
and normalized ACE2 activity in this rats. Angll concentration reduced in both
trained groups, increasing Ang-(1-7)/Angll ratio on ICTR group. The studied skeletal
muscles did not change activity or protein expression of ACE and ACE2, although
the Angll, which was increased with heart failure, has normalized with exercise
training. Absolute Ang-(1-7) concentration increased in plantaris muscle, and a
strong tendency of significant increase was shown in soleus muscle of trained rats.
Also in the soleus, AT1 receptor raised with heart failure, and the exercise training
normalized the gene as well as protein expression of this receptor, also increasing
gene expression of Mas receptor of trained groups. In plantaris muscle, exercise
normalized Mas receptor in ICTR, without influencing AT1 receptor. No significant
changes among groups were found in relation to AT2 receptor of the studied
muscles. Chapter 2. Exercise training promoted an improvement of exercise
capacity in trained groups. Angll raised in skeletal muscle of rats with heart failure,
and exercise training normalized this. Circulating Angll, as expected, reduced only
in ICTR group. AT1 receptor expression increased in soleus muscle of heart failure,
and normalized after exercise in trained rats, without any difference among groups
in plantaris muscle. Regarding E3 ligases gene expression and quantity of
ubiquitinated and carbonylated proteins, there were no differences among groups in
soleus muscle. Nevertheless, in plantaris muscle, atrogin expression was increased
in heart failure rats, and exercise training reduced atrogin, as well as E3a and MuRF
expression. These improvements were impaired by Angll infusion. Mirroring this
scenario, the amount of ubiquitinated and carbonylated proteins increased with
heart failure and reduced with exercise training, but Angll infusion lessen the

reduction of ubiquitinated proteins and completely blunted the effects of exercise on
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carbonylated proteins. Proteasome 26S activity was increased in both muscles of
heart failure rats, and exercise avoided this increase in trained rats, being
significantly reduced in ICTRAII. CONCLUSIONS: Chapter 1. In a model of chronic
heart failure rats, Angll levels are increased in skeletal muscle, but not in the
circulation. The exercise training reduces plasma and normalizes skeletal muscle
concentration of Angll. This reduction is accompanied by an increase Ang-(1-7)
levels, or improvements of Ang-(1-7)/Angll ratio in both systemic and local
territories, indicating an attenuation of RAS hyperactivity with exercise training in
heart failure rats. Chapter 2. In a model of chronic heart failure rats, there is a
difference on SUP activation profile in soleus and plantaris muscle. Exercise training
reduces SUP activity and, in plantaris muscle, this amelioration seems to be, at least

in part, dependent of a reduction in Angll levels.

Descriptors: Heart failure; Renin-angiotensin system; Muscular diseases; Exercise
therapy; Muscular atrophy/pathology; Muscular atrophy/rehabilitation;

Ubiquitin/genetics; Exercise/physiology; Angiotensin II; Rats, Wistar



Efeito do treinamento fisico no balanco
sistémico e muscular esquelético dos
eixos ECA/ANngll/AT1 - ECA2/Ang-(1-7)/Mas

na insuficiéncia cardiaca cronica

CAPITULO 1.



1. INTRODUCAO

1.1. Sistema Renina Angiotensina

O Sistema Renina-Angiotensina (SRA) é um sistema complexo,
constituido por hormdnios e peptideos regulados por diversas enzimas, que
exercem um amplo espectro de funcdes em todo o organismo, em especial
no sistema cardiovascular. O marco inicial do SRA se deu na observacao de
Tigersted & Bergman, em 1898. Estes investigadores verificaram que o
extrato renal de coelhos, injetado na circulacdo em animais saudaveis,
causava um aumento rapido e sustentado da pressao arterial'. Este extrato
foi inicialmente denominado substancia de renina. Contudo, somente 42
anos depois se chegou ao isolamento de uma substancia vasoconstritora, o
que ocorreu de modo independente e concomitante por dois grupos.
Bernardo Houssay, fisiologista da Universidade de Buenos Aires, e seu
aluno Eduardo Braun-Menendez identificaram a renina como uma enzima
proteolitica de globulinas sanguineas que teria como produto final a
substancia denominada hipertensina?. Na mesma época, Irvine Page, do Eli
Lilly Research Laboratory, isolou e descreveu a substancia com as mesmas
propriedades vasoconstritoras, denominando-a angiotonina®. Em 1957, estes
autores sugeriram a adocado do termo hibrido angiotensina para essa

substancia®.

Classicamente, a cascata de sinalizacdo do SRA comeca com a
liberacdo de renina pelos rins. A renina é sintetizada como uma pré-enzima

(pré-pré-renina), com 406 aminoacidos e peso molecular de ~45kDa. Ela



passa por modificacbes pos-translacionais, como a clivagem de uma
sequéncia de 20 aminoacidos, gerando a pro-renina no interior do reticulo
endoplasmatico, que é em capsulada pelo complexo de golgi em uma forma
glicosilada. Parte é liberada na circulacdo® e parte direcionada as células
justaglomerulares renais, onde a separacdo na porcdo N-terminal de 46
aminoacidos é convertida na forma ativa com 38kDa®, a qual é exocitada

frente a estimulos como a reducéo da presséo de perfuséo renal’.

Uma vez na circulacao, a renina cliva a ligacdo Leul0O-Leull de seu
anico substrato conhecido, uma a-globulina circulante proveniente dos
hepatocitos, denominada angiotensinogénio, formando o decapeptideo
Angiotensina | (Angl). A Angl é degradada pela Enzima Conversora de
Angiotensina (ECA), uma glicoproteina com massa molecular de ~180kDa
pertencente a familia das zinco metalopeptidases, que catalisa a hidrolise
dipeptidica da porcéo carboxiterminal de diferentes oligopeptideos. A ECA é
caracterizada em trés formas distintas: a somatica, composta por dois
dominios homélogos, com um sitio catalitico cada (C-terminal e N-terminal)
que é ancorada em um unico dominio transmembréanico préximo a regiao C-
terminal na membrana plasmatica de diversos tipos de células, em especial
na superficie endotelial pulmonar®; a soltvel, presente no soro e em fluidos
corporais, derivada da propria forma somatica, que tem seu dominio
ectopico solubilizado pela acdo de mecanismos proteoliticos enddgenos
denominados “secretases da ECA™; e a testicular ou germinal, que possuli
apenas um sitio catalitico equivalente a porcdo C-terminal da forma

somatica, expressa exclusivamente nos testiculos que €é de grande



importancia na fertilidade®. Ambos os sitios cataliticos sdo capazes de
degradar a Angl. Entretanto, apesar da afinidade ser similar aos dois sitios,
a taxa de hidrdlise na porcao C-terminal da ECA é responsavel por cerca de
75% da clivagem da Angl, enquanto a porcdo N-terminal pelos 25%
restantes'®. A ECA hidroliza a por¢do Phe-His da Angl, liberando o

dipeptideo His-Leu! e, com isso, a Angiotensina Il (Angll).

A Angll é a forma biologicamente ativa mais importante do eixo
classico do SRA. Trata-se de um octapeptideo com meia-vida bastante
curta, em torno de 15 segundos na circulacdo de ratos, cujo catabolismo
ocorre durante o transito ao longo do leito vascular'?, o que sugere que a
geracédo desse peptideo na circulacdo esta associada a acao local. As acdes
da Angll sdo mediadas por sua ligagcdo ao receptor do Angll tipo 1 (AT1),
responsavel pelas acées mais conhecidas da Angll, e do tipo 2 (AT2), cuja
ativacdo leva a efeitos aparentemente opostos a ativacdo do AT1. Em
roedores, o AT1 é ainda expresso nas isoformas AT1la e AT1pb, que possuem
94% de homologia e semelhante afinidade de ligacdo e transducédo de sinal

a partir da AnglI*3.

O receptor AT1 é expresso de forma ubiquitaria em todo o organismo.
No sistema cardiovascular causa inotropismo cardiaco, vasoconstricao,
aumento da atividade simpéatica adrenérgica, retencdo de sédio e fluidos e,
consequentemente, aumento na pressdo arterial. Trata-se de um receptor
constituido por 359 aminoacidos e 40kDa que forma uma proteina integral
com 7 dominios transmembréanicos acoplados a mdltiplas heterotrimétricas

proteinas G. Ele também possui sinalizacdo independente de proteina G,



através da ativacdo de vias de MAP kinases, de receptores de tirosina

quinase e de atividade quinase independente da tirosinal415.

O efeito da ligacdo da Angll ao receptor AT1 parece transitorio. Apos
a ligacdo com a Angll, os receptores sdo dessensibilizados por fosforilacéo
de residuos Ser-Thr na porcdo intracelular e, entdo, internalizados
juntamente com o ligante por endocitose, formando vesiculas!®. A maior
parte dos receptores é reciclada por endossomos e retorna a membrana,
enquanto o restante, juntamente com a Angll, é degradado por peptidases
nos endossomos?!’. Entre outros mecanismos de dessensibilizacédo, pode-se
destacar o proprio receptor AT2, que provoca heterodimerizacdo com o AT1,

impedindo a sua alteragédo conformacional para ativar a proteina G*8,

Embora a associacdo do SRA com a regulacdo e aumento da pressao
arterial fosse evidenciada desde o seu descobrimento, a percep¢do de
envolvimento na fisiopatologia cardiovascular ganhou forgca no inicio dos
anos 1970, com a observacdo de desfechos clinicos importantes, como o
infarto agudo do miocéardio (IAM)® e de ensaios de opinido a partir de

achados clinicos e experimentais preliminares?.

1.2. Sistema Renina-Angiotensina e Insuficiéncia Ca rdiaca

A IC € uma sindrome complexa e comumente entendida como a via
final de doencas cardiacas. Ela causa intolerancia aos esforcos fisicos e
declinio da qualidade de vida. A taxa de hospitalizacbes recorrentes e

mortalidade em pacientes que sofrem de IC séo elevadas, constituindo-se,



portanto, numa condicéo de alto custo para o sistema de salide?'. Nos EUA,
a IC acomete mais de 5 milhdes de adultos, e esta aumentando. Atualmente,
o risco de um individuo com mais de 40 anos desenvolver IC ao longo da
vida € de 20% e, uma vez diagnosticada, apenas 50% dos pacientes

sobrevivem apds 5 anos??.

E bem descrito que apds uma injuria cardiaca importante, como a que
ocorre no IAM, ha queda no débito cardiaco. O mecanismo compensatorio
para essa resposta € 0 aumento no sistema nervoso simpatico, que provoca
elevacdo na contratilidade miocardica e aumento na pressédo de perfuséao,
cujo resultado é um aumento compensatério do débito cardiaco?®. Por outro
lado, a vasoconstricdo periférica decorrente da elevacdo simpatica leva a
diminuicdo de fluxo renal®*, causando liberacdo de renina pelas células
renais e consequente ativacdo do SRA. Este processo retroalimenta a
ativacdo do sistema nervoso simpatico e provoca aumento na retencao de
sodio e fluidos?®>, como forma de preservar a homeostase circulatoria.
Inicialmente benéfica, essa ativacdo neurohumoral em longo prazo aumenta
a pré-carga e a pos-carga do ventriculo esquerdo. O resultado de todo este
ajuste hemodinamico é o remodelamento e a fibrose progressivos do

coracdo e o agravamento da disfuncédo cardiaca?3.

As alteracbes cardiacas surgem antes do desenvolvimento dos
sintomas da IC e contribuem tanto para o agravamento quanto para o
aumento do risco de morte subita?®??. Curiosamente, elas apresentam baixa
associacdo com a intolerancia ao esfor¢co?®. Essa constatacdo é paradoxal e

de grande relevancia, uma vez que refor¢a o carater sistémico da sindrome.



Este fato levou alguns investigadores a voltarem a atencdo para as
alteracdes periféricas na IC, especificamente a estrutura e funcdo da
musculatura esquelética?®, dando origem a hip6tese de miopatia muscular
nesta sindrome. Foi possivel, entdo, identificar perda de massa muscular?®
e alteracdo na distribuicdo de fibras®'33, que séo fatores determinantes na
reducdo da forca e da tolerancia ao esforco. O SRA tem um papel
importante nesse processo, uma vez que ele modula a apoptose3#

protedlise® e, em consequéncia, a atrofia muscular3®.

Na progressao da IC, os niveis plasmaticos de Angll variam com o
estado clinico, com elevacdo progressiva de acordo com a evolugdo da
classificacdo funcional da New York Heart Association®’, e se tornando um
importante marcador de mortalidade em pacientes com IC grave3®3°, Tanto é
que o tratamento com inibidores da ECA tornou-se um dos principais
tratamentos farmacologicos da IC. O estudo CONSENSUS | mostrou
reducdo expressiva de mortalidade em pacientes com essa sindrome,
submetidos a tratamento com inibidores da ECA?%. Na realidade, os
resultados deste estudo mudaram o paradigma de tratamento da IC. Vale
ressaltar, também, que essa conduta terapéutica previne a reducdo de
massa corporal*t e a atrofia relacionada a apoptose*? na IC. Entretanto,
evidéncias recentes mostram que o bloqueio farmacologico é insuficiente
para evitar a elevacao dos niveis plasmaticos de Angll com a evolucao da
sindrome?®°. Ha ainda informag6es em modelos experimentais que o decurso
fisiopatolégico da IC apresenta respostas temporais que, cronicamente, se

associavam mais as elevacdes Angll regionais do que as circulantes*3.



Esses achados, em associacdo com o avanco das técnicas de
bioquimica e biologia molecular, propiciaram duas grandes constatacoes.
Primeiro, a existéncia de componentes do SRA em praticamente todos
tecidos, com novos peptideos e vias alternativas relevantes para a
degradacdo de angiotensinas**. Segundo, a caracterizagdo de um novo eixo
do SRA, cujas acdes se sobrepdem aos efeitos potencialmente deletérios da

elevacéo cronica do conhecido eixo ECA/AngII/AT14,

Em relacdo a ativacdo regional do SRA, constatou-se que, além da
concentracdo de angiotensinas e ECA, havia a existéncia de um completo
RAS local que podia expressar receptores ATl em diferentes
compartimentos celulares e, também, expressar e/ou captar da circulacao os
diversos componentes do SRA, tais como, a ECA%, o angiotensinogénio?*® e
a renina/prorenina*’, aumentando a concentracdo de angiotensinas no
interior das células e permitindo agfes intracrinas e paracrinas sinérgicas as
acdes hormonais circulantes**. Independente das concentracdes locais de
angiotensinas serem provenientes da formacdo intracelular® ou da
captacdo*® desses peptideos, o importante é que os sistemas teciduais
estariam mais relacionados a regulacéo cronica das funcbes do SRA e de

forma independente da circulacéo?®.

Outro aspecto relevante dos sistemas locais é a importancia de vias
alternativas geradoras de angiotensinas. Isto é, enzimas ja conhecidas, mas
por muito tempo pouco consideradas, tais como, a PEP, Catepsina G,
Tonina, Elastase-2, Neprilisina e Quimase®®°!, Estas enzimas teriam papel

significativo nos sistemas locais. Por exemplo, a Quimase responsavel por



mais de 90% da formac&o de Angll no coracédo®?. Nesse interim, uma nova e
interessante perspectiva acerca da geragcdo de Angll surgiu. Nagata e et al.
isolaram e identificaram um novo peptideo do SRA, presente no plasma e
em diversos tecidos, caracterizado com uma sequéncia de 12 aminoacidos

homologos a Angll até o 8° residuo (Figura 1)°3.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M1 12
Ang(1-12) Asp Arg Val Tyr lle His Pro Phe His Leu Leu Tyr
Angl Asp Arg Val Tyr Ille His Pro Phe His Leu
Ang(1-9) Asp Arg Val Tyr lle His Pro Phe His
Angll Asp Arg Val Tyr lle His Pro Phe
Ang(1-7) Asp Arg Val Tyr lle His Pro

Figura 1. Sequéncia de aminoacidos de angiotensinas mencionadas no estudo.

No estudo, o peptideo foi denominado proangiotensina-12 (Ang-(1-
12)), uma vez que sua acdo pressora foi abolida por bloqueadores dos
receptores AT1 e inibidores da ECA, sugerindo que se tratava de um
precursor da Angll. Posteriormente, ficou demonstrado que a Ang-(1-12) é
degradada por uma via independente de renina, em um ponto da cascata
acima da Angl, indicando uma via alternativa para a formagéo da AnglI>*%,
Foi sugerido, também, que a concentracdo de Ang-(1-12) € maior nos

tecidos e com respostas independentes da circulacdo®®, e recentemente



10

descrito que sua degradacdo se da principalmente pela Quimase®’°8, Pouco
se sabe sobre esse peptideo, mas surge o interesse pelos fatores que
poderiam influenciar sua concentracdo e degradacdo, e mesmo sua
relevancia na formacdo de Angll®®, uma vez que o seu metabolismo parece
independente das terapias farmacologicas de atenuacdo do SRA atualmente

empregadas.

O segundo ponto envolve o0 que se convencionou chamar de nova via
ou “braco” do SRA, que é o eixo ECA2/Ang-(1-7)/Mas. A grande importancia
desse novo “braco” € que a sua ativacao provoca resposta vasodilatadora,
antiproliferativa, antifibrotica e antiarritimogénica, cujos efeitos se opdem
aqueles mediados pela elevagédo crbnica do eixo ECA/Angll/AT1%. Uma
visdo ampla da complexa relacdo do SRA atualmente pode ser apreciada na

Figura 2.
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Figura 2. Esquema atualizado do Sistema Renina-Angiotensina. Em negrito a visdo classica
do SRA, e as demais possibilidades de formacao das angiotensinas biologicamente mais
ativas, a Angll e a Ang-(1-7). (P)RR, Receptor de Renina/Prorenina; ECA, Enzima
conversora de Angiotensina, NEP, Neprilisina, PEP, Prolilendopeptidase.

As principais acdes desse eixo envolvem a Angiotensina 1 a 7 (Ang-
(1-7)), um heptapeptideo descoberto ha 25 anos que chamou a atencéo da
comunidade cientifica por provocar uma acao diurética quando injetada no
cérebro de ratos®. Isto é, uma acdo contraria ao que se conhecia de uma
angiotensina. Posteriormente, observou-se que a infusdo de Ang-(1-7)

gerava vasodilatacédo e bradicardia®®. Além disso, associou-se a Ang-(1-7) o
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aumento da producdo de 6xido nitrico e prostaciclinas®? e a reducédo da
atividade proliferativa, apoptotica, arritmogénica e a melhora da resisténcia a

insulina, exatamente contrarias as agées da Angll*.

A formacdo da Ang-(1-7) se da a partir da degradacdo de outras
angiotensinas por acdes da ECA e de uma enzima conversora homologa a
ECA humana, recentemente descrita como ECA2%364, Trata-se de uma zinco
metaloproteinase com atividade carboxipeptidase em apenas um sitio
catalitico, que apresenta ~40% de homologia com a ECA somatica sem ser
influenciada pelos seus inibidores. Sugere-se que ela seja secretada e
clivada na superficie celular para hidrolisar o residuo -Leu da Angl e gerar
angiotensina 1-9 (Ang-(1-9)), peptideo biologicamente inativo cuja
degradacédo de dois residuos terminais gera a Ang-(1-7)%. Posteriormente,
foi demonstrado um efeito ainda mais importante da ECA2. Ele consiste na
remocao do residuo -Phe da Angll, com uma eficiéncia catalitica 400 vezes
maior que a degradacéo da Angl®®. Ou seja, além da formacgédo da Ang-(1-7),
a ECA2 degrada Angll. Para melhor compreensdo dos pontos de
degradacédo das angiotensinas mencionadas nesse estudo, a sequéncia de

aminoacidos das principais angiotensinas foi listada na Figura 1.

As principais acdes da Ang-(1-7) se dao pela sua ligacdo com o proto-
oncogene Mas, que é um receptor com 325 aminoacidos e 7 dominios
transmembranicos acoplado a proteina G, inicialmente descrito como sendo
expresso principalmente no cérebro e testiculos, e em menor quantidade nos
rins, coracdo e vasos sanguineos®%¢’, Posteriormente, o Dr. Robson Santos

e colaboradores identificaram a Ang-(1-7) como provavel ligante do receptor
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Mas. E, além disso, este grupo mostrou que a delecdo do receptor elimina

as acdes da Ang-(1-7)88,

O efeito cardioprotetor do aumento do eixo ECA- Ang-(1-7)-Mas tem
sido demonstrado na IC através de diferentes manipulacdes de seus
componentes. A superexpressédo da ECA2 previne hiperatividade simpatica®®
e a formacdo de colageno’™, consequentemente atenuando o
desenvolvimento de fibrose miocardica e deterioragcdo da funcéo sistélica’ .
Mesmo a administracdo farmacologica de DIZE, um ativador da ECAZ2,
previne o remodelamento associado a disfungdo apés o IAM’2, Da mesma
forma, tanto a administragdo oral de Ang-(1-7)”® quanto o aumento das
concentragdes mediadas por lentivirus’* previnem o desenvolvimento de IC
apos IAM experimental. Mesmo a administracdo de agonistas sintéticos do
receptor Mas, como o AVE-0991, e mais recentemente o CGEN-856S,
mantém esses efeitos cardioprotetores analogos a administracdo de Ang-(1-

7) ap6s dano miocardico farmacolégico ou IAM7>76,

1.3. Sistema Renina-Angiotensina e Exercicio Fisico na Insuficiéncia

Cardiaca

Com a constatacdo de que o SRA é um sistema muito mais complexo
do que se imaginava e de que a ativacao cronica do eixo ECA/Angll/AT1 néo
pode ser completamente controlada por acdo farmacolégica em seus
componentes, novas estratégias tem sido buscadas para atenuar o SRA na

IC. Neste sentido, o treinamento fisico tem emergido como uma importante
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conduta néo-farmacologica. Os seus efeitos de carater sistémico, cujos
beneficios incluem a reducdo da vasoconstricdo e a melhora da tolerancia

ao esforgco sdo fundamentais no tratamento da IC77-7°,

Em relacdo ao SRA, o treinamento fisico modula o eixo classico
desse sistema, isto, € a ECA/AngIlI/AT1. Sabe-se também que a melhora no
balanco autondmico mediada pelo exercicio na IC esta associada a uma
reducdo da ECA/Angll/AT18, especialmente dos niveis plasmaticos de
AnglI®82 No tecido cardiaco, a reducéo local desse eixo atenua a hipertrofia
e 0 conteldo de colageno®®* Embora se conheca que a Angll gerada
localmente exerca um papel mais importante na vasoconstriccdo periférica
do que a Angll sistémica®, e que a Angll provoque efeitos deletérios
musculatura esquelética, como, por exemplo, a geracao de espécie reativas
de oxigénio, associados a fibrose®®, apoptose** e atrofia®’, os niveis e as
implicacbes da Angll na musculatura esquelética na IC ainda sé&o

desconhecidos.

Os efeitos do treinamento fisico no eixo ECA2/Ang-(1-7)/Mas, mais
recentemente descrito, sdo bem menos conhecidos. O N0sso grupo mostrou
que o treinamento fisico, além de reduzir a ECA/Angll, aumenta ECA2/Ang-
(1-7) cardiaca em animais saudaveis®. Em condicdes patolégicas, a Unica
informacéo disponivel € que o treinamento fisico aumenta a Ang-(1-7) no
coracdo de animais espontaneamente hipertensos®® e normaliza a
expressao da ECA e ECA2 cerebral, que estavam aumentadas e diminuidas,
respectivamente, em animais com IC®. Entretanto, os efeitos do treinamento

fisico no balanco da ECA2/Ang-(1-7) na circulacdo e na musculatura
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esquelética na IC cronica ndo sdo conhecidos. Considerando que o
treinamento fisico reduz a Angll na circulagdo e modula o balanco desses
eixos no musculo estriado cardiaco, € possivel antecipar que ele também
atue no esquelético modulando o eixo ECA2/Ang-(1-7), tanto na circulacéo

guanto na musculatura esquelética.

Nesta etapa da presente investigacéo, nds descrevemos os efeitos do
treinamento fisico no balanco do SRA na circulacdo e na musculatura

esquelética, em ratos com IC crbnica de etiologia isquémica.
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OBJETIVOS

Testar a hipotese de que:

1) A IC provocada por isquemia do musculo cardiaco altera o SRA

circulante e muscular esquelético;

2) As alteracbes no SRA circulante provocada pela IC de modelo

isquémico podem ser distintas daquelas no musculo esquelético;

3) O treinamento fisico corrige as alteragbes no SRA circulante e

muscular esquelético provocadas pela IC de modelo isquémico.
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3. METODOS

3.1. Amostra

Foram estudados ratos Wistar, machos, com 2 meses de idade,
provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biolégica na Area
da Ciéncia em Animais de Laboratorio — CEMIB/UNICAMP. Os animais
chegaram com 3 semanas e foram mantidos no biotério do Laboratorio de
Fisiologia Celular e Molecular da Escola de Educacédo Fisica e Esporte da
Universidade de Séo Paulo, em sala com temperatura entre 22°-24° C, em
gaiolas com 4 animais cada e ciclo claro-escuro de 12-12 horas invertido ao
ciclo regular durante todo o protocolo. O estudo foi aprovado pela Comisséo
Cientifica do Instituto do Coracéo (InCor) e pela Comissdo de Etica para
Andlise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq 149/09) do Hospital das Clinicas

da Faculdade de Medicina da USP (HC/FMUSP).

3.2. Inducéao da Insuficiéncia Cardiaca

Para inducédo do infarto, os ratos foram anestesiados com solugcéo em
bolus de quetamina e xilazina (50 e 10 mg.kg?, respectivamente; i.p.), em
procedimento adaptado da técnica descrita por Johns e Olson®.
Brevemente, o animal anestesiado foi tricotomizado na regido do torax, e foi
conduzida a toracotomia lateral esquerda, entre o terceiro e quarto espaco
intercostal. O musculo peitoral foi divulsionado e as costelas expostas. O

coracao foi exteriorizado e a artéria coronaria descendente anterior foi
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enlacada com fio mononylon 6.0 a aproximadamente 3mm distalmente a sua
origem e, entdo, sutilmente foi atada permanentemente. Imediatamente, o
coracao foi recolocado na cavidade toracica, que foi rapidamente fechada.
Esse procedimento causava uma clara e demarcada area ciandtica de
isquemia miocardica aguda, correspondente a area irrigada pela artéria
coronaria esquerda, e permitiu o desenvolvimento de infartos transmurais.
Quatro semanas ap0s a cirurgia, assumimos que os ratos infartados com
fracdo de encurtamento (FS) menor do que 20% haviam desenvolvido

insuficiéncia cardiaca, e seguiriam no estudo.

3.3. Avaliacdo da Funcao Ventricular

A funcéo do ventriculo esquerdo foi avaliada por meio da técnica de
ecocardiografia, em colaboracdo com a Dra. Vera Maria Cury Salemi,
meédica cardiologista da Unidade de Cardiomiopatia do InCor-HC/FMUSP.
As medidas ecocardiograficas seguiram as recomendacdes do Comité de
Padronizacdo do modo M da Sociedade Americana de Ecocardiografia®?°:.
O exame ecocardiografico foi realizado com os animais anestesiados com
solucdo em bolus de quetamina e xilazina (50 e 10 mg.kg?,
respectivamente; i.p.). O animal anestesiado foi tricotomizado em toda a
regido toracica, e entdo colocado em decubito dorsal, em uma mesa
cirdrgica apropriada. Foi utilizado o equipamento Sequoia (Siemens,
Mountain View, CA, EUA) com transdutor de 5,5 a 10 MHz, que permite
imagens com 2 ou 3 cm de profundidade. Foram obtidas vistas longitudinais

e transversais do para-esternal e vista apical da cavidade 2 e 4 do coracéo,



19

para a avaliacdo do fluxo mitral e da velocidade da fracdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo através do Doppler. As imagens foram armazenadas em
fitas de videocassete ou em discos opticos, para analise posterior. A funcéo
sistélica foi avaliada pela mudanca da area fracional, que corresponde a
diferenca da area diastolica pela area sistodlica, dividida pela area diastolica e
multiplicada por 100, para representacdo em porcentagem de trés regides
(basal, média e apical) e pela fracdo de ejecao utilizando o método de
Simpson. A funcao diastélica foi avaliada pelos valores derivados da curva
de velocidade do enchimento na diastole pela fracéo de ejecédo do ventriculo
esquerdo realizado pelo Doppler. O exame ecocardiografico transtoracico foi
realizado apds 4 semanas de cirurgia de inducdo do infarto ou cirurgia
ficticia (Sham), e apds o periodo experimental. Em cada exame foi coletado
um total de trés medidas para cada variavel, sendo calculadas

posteriormente as médias dessas medidas.

3.4. Avaliacéo da Capacidade Funcional

A capacidade funcional foi determinada pelo consumo maximo de
oxigénio (VO2zmax), medido durante um teste escalonado progressivo em
esteira rolante (adaptado de Brooks e White%4). O teste teve inicio com a
velocidade de 6m/min e incrementos de 3 m.mint a cada 3 minutos até que

o animal n&o conseguisse manter a velocidade de corrida.

A medida do consumo de oxigénio foi feita por meio de um sistema de

analise metabdlica, que consistiu na utilizacdo de uma caixa metabdlica
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conectada a um analisador de oxigénio, fornecendo a concentracdo de
oxigénio no interior da caixa. Foi utilizada uma caixa metabdlica de 3,5L. A
essa camara foi conectado um tubo na forma de “Y” de onde parte da
amostra era retirada por uma bomba (Fanem, MOD. CAL) e, outra parte,
com menor fluxo, por uma bomba do analisador de gases (Sable Systems
SubsamplerVersion3, SS-3). A caixa possui um acesso para a entrada de
um fluxo de ar unidirecional, que é sugado pelas bombas aspiradoras. A
caixa metabdlica possui internamente uma esteira, permitindo a realizacéo
do exercicio fisico em um ambiente fechado e, no final do tapete da esteira,
ha uma grade metalica que permite uma area de estimulo intermitente
através de choque elétrico, variando de 0 a 1,5mA e 160V, em frequéncia de
repeticdo de até 3Hz. Os animais foram adaptados ao estimulo elétrico
previamente, e durante o teste 0 mesmo foi utilizado apenas nos estagios
finais. No caso de o animal entrar em fadiga antes de completar o ultimo
estagio, o tempo e a distancia percorrida foram calculados relativamente a
esse estagio, quando ao menos 30 dos 180s fossem completados. No
mesmo teste progressivo, a razao entre o produto da massa corporal (kg) e
da distancia total percorrida (m), e a aceleragédo vertical (10m.s?), forneceu o
trabalho realizado até a exaustdo, em J. O VO2zmax foi definido como o maior
consumo de oxigénio (VO2) atingido antes da exaustdo, calculado pela
formula VO2max=[(pO2 ambiente - pO2 estagio) x F] x m1, onde o pO2 é a
pressdo parcial de oxigénio medida no ambiente antes do teste e
continuamente em cada estagio dentro da camara, F € o fluxo dentro da

camara (3500 mL.mint) e m é a massa corporal do rato, em kg.
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3.5. Protocolo de Treinamento Fisico

O treinamento foi realizado em esteira rolante, com duracdo de 60
minutos por sessdo, 5 dias por semana ao longo de 8 semanas. O
treinamento ocorreu numa intensidade correspondente moderada, a 60% do
VO2zmax atingido no teste, até atingir gradativamente 60min por sesséo, o que
ocorria em 2 a 3 semanas de treinamento. Na metade do protocolo
experimental, ao fim da 42 semana, 0s animais dos grupos treinados fizeram

novamente o teste para reajuste da carga de treinamento®®,

3.6. Sacrificio e Coleta dos Tecidos

Vinte e quatro horas apés a ultima sessdo de treinamento fisico, 0s
animais foram eutanasiados por decaptacao, atraves de guilhotina especifica
e sem anestesia prévia. O sangue foi coletado em 3 tubos de ensaio, sendo
um tubo seco, um com acido etilenodinitrilotetraacético a 7,5 (EDTA) e um
contendo EDTA e coquetel inibidor de proteases (Complete Mini Tablets,
Roche, EUA). Assim que possivel, o sangue foi centrifugado a 3000rpm
durante 15min, a 4°C, e o soro (tubo seco) ou plasma (coletados com EDTA)

foram separados e estocados em freezer -80°C para posterior analise.

Os tecidos provenientes destes animais foram excisados, lavados
em solucdo salina, imediatamente pesados em balanca analitica e
descartados, a excecdo dos musculos soleo e plantar, que foram colocados
em microtubos individuais, rapidamente congelados em nitrogénio liquido e

estocados para analises posteriores. As cavidades cardiacas foram
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dissecadas e pesadas separadamente, sendo o peso do coracdo a soma de

suas cavidades.

O pulméo foi pesado e a massa encontrada correspondeu ao peso
umido do orgao (PU). Em seguida, foi colocado em estufa a 50°C por 48h,
sendo novamente pesado para obtencdo do peso seco (PS). De posse
desses valores, foi possivel calcular o teor de agua (% agua) presente nesse

6rgéo, através da férmula % agua = [(PU - PS) x PU1] x 100%.

3.7. Expressao Génica

Para extracdo do RNA total, cerca de 40mg de tecido foram
homogeneizados com o reagente TRIZOL (Invitrogen, USA). O
homogeneizado foi transferido para tubos de 1,5mL e centrifugados por 5
minutos a 10.000rpm a 4°C. O sobrenadante foi retirado e transferido para
um novo tubo 1,5mL, onde foi adicionado 200uL de cloroférmio. Os tubos
foram mantidos em temperatura ambiente por 10 minutos, € novamente
centrifugados por 15min a 12000rpm a 4°C. ApGs a centrifugacéo, observou-
se 3 fases, que consistiam no RNA, DNA e proteina respectivamente. O
RNA foi retirado e transferido para novos tubos. Em temperatura ambiente,
foi acrescentado 1mL de alcool isopropilico. Novamente, os tubos foram
centrifugados por 10min a 12000rpm e 4°C. Foi observada a formacao de
um precipitado. O sobrenadante foi retirado e a ele acrescentado 1mL de
etanol 75% para que o precipitado perdesse a aderéncia com o tubo. Os

tubos foram centrifugados novamente por 5min a 12000rpm e 4°C. O etanol
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foi retirado dos tubos e, uma vez seco, o0 precipitado foi ressuspenso em
H20 DEPC, agitando os tubos seréo para dissolvé-lo. Para confirmagéo da
qualidade do processo de extracdo, foi utilizada uma relacdo RNA/DNA,
determinada em espectrofotdometro (NanoDrop 2000, Thermo Scientific,
EUA), entre os comprimentos de onda de 260 e 280nm, sendo somente
utilizadas amostras que atingirem o intervalo de onde entre 1,6 a 2,0. A partir
disto, foi verificada a integridade do RNA em gel de agarose 1% corado com

brometo de etideo.

A transcricdo reversa (cDNA) foi confeccionada com RevertAidTM First
Strand cDNA synthesis kit (Fermentas, EUA). Para isso, 2ug de RNA total
foram adicionados num tubo contendo 0,5ug de oligo dT, 20u de
RiboLockTM RNAse inhibitor, 1mM de dNTP mix, 200u de RivertAidTM
Reverse transcriptase, totalizando uma solucéo final de 20uL (Fermentas,
EUA), que foi incubada a 42°C por uma hora e mais 10min a 70°C para o
término da transcricéo reversa. A expressdo do RNA mensageiro foi avaliada
por polimerase chain reaction (PCR) em tempo real, utilizando uma aliquota
de cDNA, primers especificos para os genes estudados (Tabela 1) e o
marcador fluorescente SYBR Green qPCR (Fermentas, EUA), que se liga a

dupla-fita amplificada.
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Tabela 1. Sequéncia de oligonucleotideos iniciadores (primers) para
avaliacdo da expressdo génica de RNA mensageiro em ratos com
insuficiéncia cardiaca sedentarios (ICSD) e treinados (ICTR) e ratos
saudaveis sedentarios (SHSD) e treinados (SHTR).

Sense Antisense

N TGG CAA GCATGT TGG GGT GAT CTT CTT GCT
Ciclofilina

GTC TTT GGG AAG GCTCTG CCATTC

Mas GAC CAG CCCACAGTT CCAGGGTTCCCCTTC
ACCAGTT TGACT

AT1a CAC AAC CCT CCC AGA AGG GCCATTTTIGTIT
AAG TG TTCTG

AT2 GAA CAG AAT TAC CCG ATG AAT GCC AAC ACA

TGA CC ACA GC

As reacOes de PCR se deram em tempo real, através da ciclagem a
50°C por 2min, 95°C por 10min, seguidos por 40 ciclos de 95°C por 15s cada
ciclo e 60°C por 1min. A guantificacdo da fluorescéncia emitida pela
amplificacdo dos genes foi detectada pelo Sistema de Deteccdo de
Sequencias ABI Prism 7500 (Applied Biosystems, EUA). O método de limiar
comparativo de ciclos (Ct) foi adotado, conforme recomendacdo do
fabricante, utilizando um limiar de 0,12. Os valores de delta Ct (DCt) foram
calculados para cada amostra e cada gene como o Ct do gene menos o
gene normalizador, nesse caso a ciclofilina. O calculo das mudancas
relativas a expressdo de RNAmM em cada grupo foi realizado pela subtracéo
do DCt pelo DCt do grupo controle (SHSD) (DDCt), e os resultados

apresentados em % do controle.
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3.8. Expresséao Proteica

Os niveis proteicos de AT1l, AT2, ECA e ECA2 nos mdusculos
esqueléticos foram analisados por western blot. Por¢des (aproximadamente
50mg) foram homogeneizadas em tampdes de lise celular contendo 100mM
Tris-HCI, 50mM NaCl, 1% Triton X-100 e inibidores de protease e fosfatase
(1:100; Sigma-Aldrich, USA). Os detritos insolluveis dos musculos foram
removidos por centrifugacédo a 3000xg, a 4°C por 10min. Foi adicionado as
amostras uma tampao de carga (Laemmli, 1:1 & quantidade de proteina,
Sigma-Aldrich, EUA), e 30ug de proteina para cada amostra foram
submetidas a SDS-PAGE em gel de poliacrilamida (10%). Ap6s a
eletroforese, as proteinas foram transferidas eletricamente para membrana
de nitrocelulose (BioRad Biosciences, EUA). Em seguida, a membrana foi
incubada em solucdo bloqueadora (5% BSA) por 2h em temperatura
ambiente e, entdo, incubada durante a noite a 4°C com 0s anticorpos
primarios para mouse anti-AT1 (ab9391, Abcam, EUA), rabbit anti-AT2 (sc-
9040, Santa Cruz, EUA), mouse anti-ECA (ab11734, Abcam, EUA) e rabbit
anti-ECA2 (sc-20998, Santa Cruz, EUA). No dia seguinte, as membranas
foram lavadas (0.1% Tween 20) e incubadas por 1h30 com os anticorpos
secundarios, quando foram novamente lavadas e reveladas. A ligacdo do
anticorpo primario foi detectada pela atividade peroxidase do anticorpo
secundario, enaltecidas por substratos ECL (Thermo Scientific, EUA), sendo
a quimioluminescéncia detectada pelo aparato ChemiDoc (BioRad
Bioscience, EUA). As membranas foram reincubadas com mouse anti-

GAPDH (Abcam, EUA) seguindo os mesmos passos ja descritos, e 0s niveis



26

de expressdo dessa proteina nos musculos esqueléticos foram utilizados
para normalizar os resultados obtidos para cada amostra. As analises foram
realizadas utilizando-se o software ImageJ (National Institute of Health,

EUA).

3.9. Determinacao da Atividade da ECA e da ECA2

Para a atividade da ECA, foram 5ul de soro ou 20uL de homogenato
de tecido muscular foram incubados com 10uL do substrato fluorescente
Abz-FRK(Dnp)P-OH (Abz, acido ortoominobenzodico; Dnp, dinitrofenil) e
tampéo Tris (HCI 1mM, NaCl 50mM e ZnCl2 10uM, pH 7,0) completando um
volume final de 200ul em cada po¢co de uma placa escura. Para cada
amostra, foi utilizado um controle negativo (0,5ul de Captopril, inibidor
especifico da ECA, reduzido do volume de tampéao). A atividade enzimatica
foi determinada em fluorimetro (Aem=420nm e Aex=320nm), em 90 ciclos de
leitura. A atividade da ECA2 foi conduzida seguindo-se 0S mesmos passos
da ECA, mas utilizando-se como substrato fluorescente o YVADAPK(Dnp)

(7-etoxycumarina-4yl acetil), e o DX600 1mM como inibidos especifico.

As leituras geraram uma curva de fluorescéncia por unidade de
tempo, que foi convertida em pmol de substrato hidrolisado por minuto, e
expressa em uF.mint.mL*? no caso das amostras séricas, e uF.mint.mg?

para as amostras de tecido®’.
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3.10. Determinacao das ConcentracOes de Angiotensin  as

A determinacdo das concentracfes plasmaticas e teciduais (soOleo e
plantar) de Ang I, Angll e Ang-(1-7) foram realizadas através da técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), em colaboracdo com a Dra.

Dulce Elena Casarini, Departamento de Nefrologia da Unifesp.

A extracdo das angiotensinas plasmaticas foi realizada através de
colunas Oasis Cis (Waters, MA, USA), previamente ativadas com metanol
(5mL), tetraiodofurano (5mL), hexano (5mL), metanol (5mL) e agua (10mL).
Apos ativacdo, as amostras foram aplicadas nas colunas, lavadas com agua
e eluidas em etanol / acido acético / 4gua na proporcao 90% / 4% / 6%. As
fracOes eluidas foram liofizadas e redissolvidas em 500uL de veiculo em
fase A (5% acetonitrila em 0,1% acido ortofosforico) e filtradas em
membranas de 0,22mm para analise no cromatografo (HPLC,
ShimadzuSystem, Japado). As angiotensinas de cada amostra foram
separadas em coluna de fase reversa ODS Aquapor 300 (250x4,6mm), 7u
(Colunas Browlee, PerkinElmer), usando um gradiente de 5 a 35% de fase
movel B (95% de acetonitrila em 0,1% de acido fosforico) sob um fluxo de
1,5 mL.min? por 40min. As angiotensinas foram identificadas por
comparacao com o tempo de retencdo amostras padrao de angiotensinas, e

os resultados expressos em pmol.mL* de plasma.

Ja os tecidos foram pesados e homogeneizados em 100mM de tampéao de
fosfato de sddio pH 7,2, 340mM de sucrose e 300mM de cloreto de soédio,
contendo o mesmo inibidor de proteases descrito na coleta de sangue. As

amostras foram centrifugadas a 10.000xg a 4°C, por 20min e, entdo,
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passaram pela coluna de extracdo, seguindo a mesma sequéncia descrita

para o plasma, e os resultados expressos em pmol.g* de tecido.

3.11. Analise Estatistica

A normalidade dos dados de cada grupo foi analisada pelo teste de
Shapiro-Wilk e a homoscedasticidade pelo método de Levene. Confirmando-
se a distribuicdo normal e variancias homogéneas, seguiram-se analises
paramétricas para comparacao entre os grupos. Os dados foram analisados
utilizando a analise de variancia ANOVA de duas vias, tendo o efeito do
tratamento (treinamento fisico) e sindrome (IC) como variaveis
independentes, comparadas pelo post-hoc de Sheffé quando necessério. A
correlacdo entre as variaveis foi verificada pela analise de regressao linear.
Os dados séao apresentados em meédia + erro padrédo da média (EPM). Foi

adotado um p<0,05 como significante.
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4. RESULTADOS

A seguir, descreveremos o0s resultados referentes ao Capitulo 1. No
primeiro momento, serdo descritas as caracteristicas fenotipicas dos animais
dos grupos Sham e dos animais infartados, antes de iniciar o protocolo

experimental.

4.1. Resultados Basais

Apos 4 semanas da cirurgia, ndo houve diferenca na massa corporal
entre do grupos Sham (386,51+14,469) e infartados (377,01+11,70g). Os
animais infartados apresentaram reducdo significativa na fracdo de
encurtamento do ventriculo esquerdo (p<0,001, Figura 3A). Além disso,
estes animais apresentaram reducao da capacidade funcional, evidenciadas
pela distancia percorrida (p<0,001, Figura 3B), trabalho até a exaustéo
(p<0,001, Figura 3C) e consumo maximo de oxigénio (p = 0,005, Figura 3D)

em relacdo aos animais do grupo Sham.
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Figura 3. Funcéo Ventricular e Capacidade Funcional Basal. Fracdo de encurtamento do
ventriculo esquerdo (A), distancia percorrida (B), trabalho até a exaustdo (C) e consumo
maximo de oxigénio (D) em ratos Sham controles (n=18 a 19 por grupo) e infartados. (n=22
a 24 por grupo). * p<0,05 vs. Sham.

Os animais infartados também apresentaram alteragbes no diametro
sistdlico e diastdlico do ventriculo esquerdo e na parede posterior em

diastole e tempo de relaxamento isovolumétrico (Tabela 2).
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Tabela 2. Caracteristicas ecocardiograficas do ventriculo esquerdo
basais de ratos Sham controles e infartados.

Sham Infarto p
DDVE, mm 7,36+0,16 9,92+0,22 <0,0001
DSVE, mm 4,01+0,20 9,75+0,45 <0,0001
SIVE, mm 1,23+0,06 1,20+0,06 0,32
PPVE, mm 1,11+0,06 0,92+0,05 0,05
FEVE, % 81,70+2,46 28,75+2,18 <0,0001
TRIV, ms 33,37+£1,35 43,32+2,44 0,13
E/A 1,69+0,13 1,48+0,24 0,33

Diametro diastolico (DDVE) e Sistélico (DSVE), espessura do septo em diastole (SIVE),
espessura da parede posterior em diastole (PPVE), fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo (FEVE), tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) e relacdo entre o pico de
velocidade de entrada das ondas E e A no fluxo de entrada ventricular (E/A). (Sham,
n=19; Infarto, n=22).

Apés a avaliagdo ecocardiogréafica, os animais infartados com fracao
de encurtamento do ventriculo esquerdo <30% foram aleatoriamente
alocados para os grupos com insuficiéncia cardiaca sedentario (ICSD) e
treinado (ICTR). O mesmo procedimento foi seguido no grupo de animais
com saudaveis. Eles foram aleatoriamente divididos em sedentérios (SHSD)

e treinados (SHTR).
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4.2. Efeito do Treinamento Fisico

4.2.1. Massa Corporal e Capacidade Funcional

ApOs oito semanas de protocolo experimental, ndo observamos
diferenca na massa corporal entre os grupos SHSD, SHTR, ICSD e ICTR
estudados (452,13+11,96, 424,97+7,93, 451,83+17,21 e 423,59+13,47¢,

respectivamente).

Como podemos observar na Tabela 3, os animais com IC
continuaram apresentando importantes alteracées na funcdo e estrutura
cardiaca, tais como, maior diametro sistolico e diastdlico e menor fracdo de
encurtamento e de ejecdo do ventriculo esquerdo (p<0,001 vs. SHSD).
Entretanto, o treinamento fisico preveniu o desenvolvimento de uma
disfuncéo diastdlica mais significativa, conforme observada na relacdo E/A

entre os grupos ICTR e ICSD (p=0,01).
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Tabela 3. Caracteristicas ecocardiograficas do ventriculo esquerdo de ratos
com insuficiéncia cardiaca treinados e sedentarios e ratos saudaveis
treinados e sedentarios.

SHSD SHTR ICSD ICTR
DDVE, mm 7,2410,24 7,70+0,21 11,55+0,32*  11,30+0,32*
DSVE, mm 3,72+0,25 4,54+0,19 10,13+0,36* 9,43+0,60*
SIVE, mm 1,27+0,06 1,18+0,11 1,1340,11 1,23+0,04
PPVE, mm 1,19+0,06 1,04+0,09 0,95+0,07 1,03+0,07
FEVE, % 81,83+2,73 79,92+1,42  29,73+2,69*  28,37+3,18*
TRIV, ms 45,90+6,17 38,30+3,40 43,70+3,85 50,50+6,50
E/A 1,62+0,12 1,50+0,07 3,85+0,69* 2,70+0,48

Diametro diastélico (DDVE) e Sistdlico (DSVE), espessura do septo em diastole (SIVE),
espessura da parede posterior em diastole (PPVE), fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo (FEVE), tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) e relagdo entre o pico de
velocidade de entrada das ondas E e A no fluxo de entrada ventricular (E/A). (n=10 a 12
por grupo). *p<0,05 vs. SHSD.

O treinamento fisico aumentou significativamente a distancia

percorrida e o trabalho até a exaustdo em ambos os grupos treinados. O

aumento estatistico do consumo maximo de oxigénio ocorreu apenas nos

grupo SHTR (Figura 4).
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Figura 4. Funcdo Ventricular e Capacidade Funcional. Fracdo de encurtamento do
ventriculo esquerdo (A), distancia percorrida (B), trabalho até a exaustdo (C) e consumo
maximo de oxigénio (D) em ratos com insuficiéncia cardiaca treinados e sedentarios e ratos
saudaveis treinados e sedentarios. (n=9 a 12 por grupo). *p<0,05 vs. SHSD; t p<0,05 vs.
ICSD.

4.2.2. Massa tecidual

A IC provocou aumento da massa cardiaca e pulmonar (vs. SHSD,
p<0,001, Figura 5). O treinamento fisico ndo alterou esses parametros. Em
relacdo ao teor de agua do pulméo, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos SHSD, SHTR, ICSD, ICTR (76,99+2,58,

77,21+2 95, 78,17+7,19, 78,49+2,12%, respectivamente).
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Figura 5. Massa cardiaca (A) e massa do pulméo (B) em ratos com insuficiéncia cardiaca
treinados e sedentarios e ratos saudaveis treinados e sedentéarios. (n=10 a 12 por grupo).
*p<0,05 vs. SHSD.

A massa dos atrios e do ventriculo direito foram significativamente
maiores nos animais com IC que nos animais Sham (Tabela 4, p<0,001). O

treinamento fisico ndo modificou estes parametros.

Em relacdo aos musculos esqueléticos, ndo se observaram diferencas
significativas entre os animais saudaveis e com IC. O treinamento fisico ndo
modificou a massa dos musculos soéleo e plantar nem nos animais saudaveis

nem nos animais com IC.
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Tabela 4. Massa tecidual das camaras cardiacas e dos musculos soéleo e
plantar em ratos com insuficiéncia cardiaca treinados e sedentérios e ratos
saudaveis treinados e sedentarios.

SHSD SHTR ICSD ICTR

Atrios, mg 67,34+4,57 67,52+4,01 140,39+16,60* 154,63+12,96*

VD, mg 226,0748,36  226,12+9,90 423,49+51,60* 431,08+17,59*

VE, mg 825,97+27,39 808,40+19,06 899,23+33,18 937,98+43,71

Soleo, mg 153,1145,38 164,69+4,47  153,53+7,93 161,5848,13

Plantar, mg 407,02+11,62 395,67+18,11 400,02+17,22 373,74+23,35

Ventriculo direito (VD), ventriculo esquerdo (VE). (n=10 a 12 por grupo). *p<0,05 vs. SHSD.

4.2.3. Sistema Renina-Angiotensina Sistémico

Na Figura 6, é mostrada a atividade sérica das enzimas ECA (A) e
ECA2 (B). A IC ndo alterou a atividade da ECA. Entretanto, a IC diminuiu a
atividade da ECA2 em 25% (p=0,04). O treinamento reduziu
significativamente a atividade da ECA no grupo ICTR (p=0,05), e restaurou a

atividade da ECAZ2 para os niveis verificados nos animais saudaveis.
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Figura 6. Atividade sérica das enzimas ECA (A) e ECA2 (B) em ratos com insuficiéncia
cardiaca treinados e sedentérios e ratos saudaveis treinados e sedentérios. (n=7 a 11 por

grupo). *p<0,05 vs. SHSD.

Em relagdo as angiotensinas plasmaticas, ndo houve diferenca na

concentracéo de Angll no grupo ICSD e no SHDS (p=0,74, Figura 7).
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Figura 7. Concentracdo plasmatica de Angiotensina Il em ratos com insuficiéncia cardiaca
treinados e sedentarios e ratos saudaveis treinados e sedentéarios. (n=10 a 12 por grupo).

*p<0,05 vs. SHSD; t p<0,05 vs. ICSD.
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O treinamento fisico reduziu substancialmente as concentracoes
desse peptideo no grupo SHTR (33%, p=0,03) e ICTR (43%, p=0,007) em
relacdo aos seus congéneres sedentarios (Figura 7). Quanto aos niveis de
Angl, ndo foram observadas diferencas significativas entre os quatro grupos
estudados. Resultados semelhantes foram verificados na razdo Angll/Angl
(Tabela 5). Nao foram observadas diferencas na razdo Angll/Angl entre os

quatro grupos estudados.

Tabela 5. Angiotensina | e razdo Angll/Angl no plasma em animais
saudaveis e com insuficiéncia cardiaca sedentarios e treinados.

SHSD SHTR ICSD ICTR
Angl, 80,80+10,83 83,52+47,79 102,03+11.92 71.75+11,50
pmol.mL
Razao
Angll/Angl 1,85+0,20 1,38+0,27 1,73+0,28 1,34+0,17

Angiotensina | (Angl), Angiotensina Il (Angll). (n=10 a 12 por grupo).

Os niveis de Ang-(1-7) entre os quatro grupos estudados sé&o
mostrados na Figura 8. A IC ndo alterou esses niveis. O treinamento fisico
nao modificou significativamente os niveis de Ang-(1-7) nos animais
saudaveis e com IC. Analisando a razdo Ang-(1-7)/Angll, verificou-se que o
treinamento fisico causou um aumento significativo nessa razao nos animais

com insuficiéncia cardiaca (Figura 8B).
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Figura 8. Concentracdo plasmatica de Angiotensina (1-7) (A) e Razdo Angiotensina (1-
7)IAngiotensina Il em ratos com insuficiéncia cardiaca treinados e sedentarios e ratos
saudaveis treinados e sedentarios. (n=10 a 12 por grupo). * p<0,05 vs. SHSD.

4.2.4. Sistema Renina-Angiotensina Tecidual

A seguir, serdo apresentados os resultados referentes ao SRA da

musculatura esquelética, isto é, do musculo s6leo e do musculo plantar.

424.1. Musculo Soéleo

A Figura 9 mostra os resultados referentes ao eixo ECA-Angll. Como
podemos observar, a IC ndo modificou a atividade nem e a expressao
proteica da ECA, embora os niveis locais de Angll estivessem aumentados
em relacdo aos animais saudaveis (p<0,001 vs. SHSD). O treinamento fisico
também néo alterou a atividade nem a expressao proteica da ECA, mas
reduziu as concentracoes de Angll para niveis de normalidade (p=0,007 vs.
ICSD). Andlises adicionais ndo mostraram correlacdo entre os niveis de

Angll e a atividade da ECA.
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Figura 9. Atividade (A) e Expressao Proteica (B) de ECA, concentracdo de Angiotensina Il
(C) e correlacado entre a atividade da ECA e os niveis de Angll (D, n=28) no musculo séleo
de ratos com insuficiéncia cardiaca sedentarios (ICSD) e treinados (ICTR) e ratos saudaveis
sedentarios (SHSD) e treinados (SHTR). (n=7 a 12 por grupo). *p<0,05 vs. SHSD; t p<0,05
vs. ICSD.

N&o foram encontrados niveis estatisticamente diferentes de Angl
entre os grupos estudados (Tabela 6). Entretanto, a razdo Angl/Angll foi
menor que o ICSD (p=0,014) e apresentou tendéncia de ser menor que 0

SHSD (p=0,061).
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Tabela 6. Angiotensina | e razdo Angll/Angl no musculo s6leo em animais
saudaveis e com insuficiéncia cardiaca sedentarios e treinados.

SHSD SHTR ICSD ICTR
Angl,

31,03+5,78  28,50+2,97  43,61+6,28  46,47+8,84
pmol.g?t
Razao
Angll/Angl 2,71+0,43 2,01+0,32 3,41+0,44 1,19+0,10%

Angiotensina | (Angl), Angiotensina Il (Angll). (n=7 a 12 por grupo). TP < 0,05 vs. ICSD.

Em relacdo ao eixo ECA2-Ang-(1-7), ndo houve modificagcdo na
atividade ou na expressao proteica da ECA2 nos grupos estudados (Figura
10, A e B, respectivamente). As concentragcdes locais de Ang-(1-7) (Figura
10C) também néo foram estatisticamente diferentes, apesar de forte
tendéncia de aumento nos grupos com IC em relacdo aos grupos saudaveis
(p=0,06). Andlises adicionais ndo mostraram correlacédo entre a atividade da

ECA2 e a concentracdo de Ang-(1-7) (Figura 10D).
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Figura 10. Atividade (A) e Expressao Proteica (B) de ECA2, concentracdo de Angiotensina-
(1-7) (C) e correlagao entre a atividade da ECA2 e os niveis de Angiotensina-(1-7) (D, n=23)
no musculo séleo de ratos com insuficiéncia cardiaca sedentéarios (ICSD) e treinados (ICTR)
e ratos saudaveis sedentarios (SHSD) e treinados (SHTR). (n=7 a 12 por grupo).

Outras andlises do balanco entre os eixos ECA-Angll e ECA2-Ang-(1-

7) séo apresentadas na Figura 11. Como pode ser observado, a IC né&o

modificou o balancgo entre a atividade da ECA e da ECAZ2 (Figura 11A), nem

a razdo Ang-(1-7)/Angll. Em relacdo ao treinamento fisico, observa-se forte

tendéncia de reducéo da relacdo entre ECA/ECA2 no grupo SHTR e uma

aumento da razao Ang-(1-7)/Angll nos grupos treinados quando comparados

com 0 seus congéneres sedentarios.
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Figura 11. Raz&o entre a atividade da ECA e da ECA2 (A) e razdo entre a Angiotensina-(1-
7)/Angiotensina Il (B) no musculo soleo de ratos com insuficiéncia cardiaca sedentarios
(ICSD) e treinados (ICTR) e ratos saudaveis sedentarios (SHSD) e treinados (SHTR). (n=7
a 11 por grupo).

Apronfundando mais os eixos de ativagcdo do SRA, apresenta-se a
seguir o nivel de expresséo dos principais receptores de angiotensina Il (AT1

e AT2).

Na Figura 12, pode-se verificar um aumento expressivo tanto da
expressao génica quanto proteica do receptor AT1 no musculo sdleo de
animais com IC (p=0,04 vs. SHSD). O treinamento fisico restaurou a

expressao génica e de protedina desse receptor nos animais com IC.
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Figura 12. Expresséo génica (A) e proteica (B) do receptor AT1 no musculo séleo de ratos
com insuficiéncia cardiaca sedentarios (ICSD) e treinados (ICTR) e ratos saudaveis
sedentarios (SHSD) e treinados (SHTR). (n=7 a 12 por grupo). *p<0,05 vs. SHSD; t p<0,05
vs. ICSD.

Em relacdo ao receptor AT2, a IC tendeu a aumentar os niveis de
expressao génica elevados desse receptor (Figura 13A). Entretanto, também
nao foram encontradas diferencas estatisticas em relacdo a expresséo

proteica desse receptor (Figura 13B).
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Figura 13. Expressdo génica (A) e proteica (B) do receptor AT2 no musculo séleo de ratos
com insuficiéncia cardiaca sedentarios (ICSD) e treinados (ICTR) e ratos saudaveis
sedentarios (SHSD) e treinados (SHTR). (n=6 a 12 por grupo).

Finalmente, observa-se na Figura 14 a expressao génica do receptor
Mas, descrito como ligante e principal responsavel por desencadear as
acbes da Ang-(1-7). A IC néo provocou alteragbes significativas nesse
receptor. Entretanto, o treinamento fisico aumentou significativamente a

expressdo génica desse receptor em relacdo aos seus congéneres

sedentarios (p=0,02).
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Figura 14. Expresséo génica do receptor Mas no musculo soleo de ratos com insuficiéncia
cardiaca sedentarios (ICSD) e treinados (ICTR) e ratos saudaveis sedentarios (SHSD) e
treinados (SHTR). (n=8 a 10 por grupo). *p<0,05 vs. SHSD; t p<0,05 vs. ICSD.

424.2. Musculo Plantar

Em seguida, serdo apresentados os dados referentes ao musculo

plantar.

Conforme observado na Figura 15, ndo houve alteracédo na atividade
ou expressao proteica da ECA. A IC aumentou significativamente os niveis
de Angll no musculo plantar (Figura 15; p=0,026). Nao se observou
correlacdo entre os niveis de Angiotensina Il e a atividade da ECA. O

treinamento fisico restaurou os niveis de Angll.
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Figura 15. Atividade (A) e expressao proteica (B) da ECA, concentracdo de Angll (C) e
correlacdo entre a atividade da ECA e a concentracdo de Angiotensina Il (D, n=30) no
musculo plantar de ratos com insuficiéncia cardiaca sedentarios (ICSD) e treinados (ICTR) e
ratos saudaveis sedentarios (SHSD) e treinados (SHTR). (n=7 a 12 por grupo). *p<0,05 vs.

SHSD.

A Tabela 7 apresenta os dados de Angl e a razdo Angll/Angl. Os

niveis absolutos de Angl foram significativamente aumentados nos animais

com IC (p=0,035), e normalizados com o treinamento fisico. Nao foram

encontradas diferencas estatisticas na razdo Angll/Angl entre os grupos no

musculo plantar.
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Tabela 7. Angiotensina | e razdo Angll/Angl no musculo plantar em
animais saudaveis e com insuficiéncia cardiaca sedentarios e treinados.

SHSD SHTR ICSD ICTR
Angl, * t
1 38,81+6,92 29,37+7,65 67,71+14,91* 33,99+3,58
pmol.mL
Razao
Angll/Angl 0,71+0,22 0,37+0,14 0,63+0,10 1,01+0,30

Angiotensina | (Angl), Angiotensina Il (Angll). (n=8 a 12 por grupo). *p<0,05 vs. SHSD;
Tp<0,05 vs. ICSD.

Em relacdo ao eixo ECA2-Ang-(1-7) (Figura 16), nem a IC nem o
treinamento fisico alteraram a atividade e a expressao proteica da ECA2. A
IC nédo alterou os niveis de Ang-(1-7), mas o treinamento fisico aumentou
significativamente os niveis de Ang-(1-7) treinados com IC. N&o foi
encontrada correlacdo entre a atividade da ECA2 e a concentracdo de Ang-

(1-7) (Figura 16D).
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Figura 16. Atividade (A) e expresséao proteica (B) da ECA2, concentracdo de Angiotensina-
(1-7) (C) e correlacdo entre a atividade da ECA2 e a concentragdo de Angiotensina-(1-7) (D,
n=35) no misculo plantar de ratos com insuficiéncia cardiaca sedentarios (ICSD) e

treinados (ICTR) e ratos saudaveis sedentarios (SHSD) e treinados (SHTR). (n=7 a 12 por
grupo) *p<0,05 vs. SHSD.

O balanco entre os eixos ECA/ECA2 e Ang-(1-7)/Angll no musculo

plantar, ndo foram influenciados pela IC nem pelo treinamento fisico (Figura

17).



50

PLANTAR

A 0,5 B 20
[ —
3 0,4 S 15
P T | o< T
SO 03 . = 'I
su N 10
<~ & -

0,2 g
83 2
S o < 8

0,0 0

SHSD SHTR IcSD  ICTR SHSD SHTR  ICSD ICTR

Figura 17. Raz&o entre a atividade da ECA e da ECA2 (A) e razdo entre a Angiotensina-(1-
7)! Angiotensina Il (B) no musculo plantar de ratos com insuficiéncia cardiaca sedentarios
(ICSD) e treinados (ICTR) e ratos saudaveis sedentarios (SHSD) e treinados (SHTR). (n=7
a 12 por grupo).

A IC provocou forte tendéncia de aumento na expressao génica dos
receptores ATl do mdusculo plantar (p=0,054) (Figura 18A). Nao foi
observada diferenca estatistica entre 0s grupos na expressao proteica do

receptor (B).
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Figura 18. Expressao génica (A) e proteica (B) do receptor AT1 no musculo plantar de ratos
com insuficiéncia cardiaca sedentarios (ICSD) e treinados (ICTR) e ratos saudaveis
sedentarios (SHSD) e treinados (SHTR). (n=6 a 11 por grupo).
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Em relacdo ao outro ligante da Angll, o receptor AT2, nem a IC nem o
treinamento fisico provocaram alteracdes na expressao génica ou proteica

desse receptor (Figura 19).
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Figura 19. Expressao génica (A) e proteica (B) do receptor AT2 no musculo plantar de ratos
com insuficiéncia cardiaca sedentarios (ICSD) e treinados (ICTR) e ratos saudaveis
sedentarios (SHSD) e treinados (SHTR). (n=6 a 11 por grupo).

Quanto ao receptor Mas, o treinamento fisico diminuiu os niveis de

expressao génica desse receptor na IC (Figura 20, p=0,014).
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Figura 20. Expressao génica do receptor Mas no musculo plantar de em ratos com
insuficiéncia cardiaca sedentarios (ICSD) e treinados (ICTR) e ratos saudaveis sedentarios
(SHSD) e treinados (SHTR). Tp<0,05 vs. ICSD. (n=6 a 8 por grupo).
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5. DISCUSSAO

Os principais achados do presente estudo sdo que o0 modelo
isquémico de IC em ratos provoca: 1) Diminuicdo na atividade seérica de
ECA2; 2) Aumento nos niveis de Angll nos musculos séleo e plantar, mas
nao na circulacéo; 3) Aumenta a expressdo génica e proteica do receptor
AT1 no musculo séleo, mas ndo no musculo plantar; 5) O treinamento fisico
reduz a atividade sérica da ECA e restaura a atividade da ECA2; 6) O
treinamento fisico reduz na circulacdo e normaliza nos musculos soleo e
plantar os niveis de Angll; 7) O treinamento fisico aumenta a razéo
Angll/Ang-(1-7) na circulagdo e musculo sdleo e 8) O treinamento fisico

aumenta a expressao génica do receptor Mas no musculo séleo.

5.1. Caracterizacdo morfofuncional do modelo de ins  uficiéncia

cardiaca Cronica e o efeito do treinamento fisico

A etiologia de IC mais frequente no Brasil e no mundo € a de origem
isqguémica. Ela é responsavel por mais de 60% dos casos de IC%%, Na
década de 1950 foi estabelecido um modelo de infarto do miocardio em
pequenos animais® que tem sido utilizado até os dias atuais como um

modelo experimental de 1C*%9,

A IC ndo é uma doenca, mas uma sindrome multifatorial, sem
sintomas patognomonicos, fazendo com que a IC seja diagnosticada através

de critérios clinicos. Na suspeita de etiologia isquémica, a recomendacéo
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para humanos é verificar a presenca de disfuncdo segmentar cardiaca®.
Usando estes conhecimentos de humanos, 4 semanas apo0s o indugcdo do
infarto, os animais do presente estudo foram submetidos a analise
ecocardiografica, onde constatamos uma reducao significativa na funcéo
ventricular esquerda, com fracdo de encurtamento reduzida para valor médio
de 11,97%, quando o valor em animais saudaveis é de 46%. Foi também
observada uma disfuncdo diastélica, evidenciada pelo maior tempo de
relaxamento isovolumétrico. A analise morfolégica indicou uma dilatacdo das
camaras cardiacas, verificadas pelo aumento do diametro sistolico e

diastolico do ventriculo esquerdo, e do estreitamento da parede posterior.

O impacto da IC foi também observado na capacidade funcional. NOs
verificamos que os animais com IC apresentavam reducdo na distancia
percorrida, no trabalho até a exaustdo e no consumo maximo de oxigénio,

corroborando resultados de outros estudos®-101,

Apos 8 semanas de tratamento experimental, com o0s animais
alocados em grupo sedentario e grupo treinado, com e sem IC, verificamos
que o treinamento fisico ndo alterou a funcao cardiaca, diferentemente dos
resultados encontrados em outros estudos!®?-195, Esta controvérsia pode ser
devida ao modelo de IC empregado no presente estudo. Em modelos de
miocardiopatias nédo isquémicas, como o genético e o farmacoldgico4?193-105
embora os cardiomiocitos estejam alterados pela sindrome, o tecido
cardiaco esta preservado. Neste caso, o exercicio fisico provoca melhora
nas vias relacionadas ao remodelamento descompensado e a0 maquinario

contratilt®4105 Um cenéario bem diferente ocorre no modelo de infarto, em
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que grande parte da area necrotica do tecido miocardico, causada pela falta
de irrigacdo, é completamente substituida por tecido conectivo®®, formando
um tecido cicatrizado n&do contratil, com menos cardiomiécitos para serem
regenerados. H4 de se considerar também que a funcéo sistélica dos
animais com IC do presente estudo € expressivamente menor que a de
outros estudos de IC por infarto®#192, o que sugere que 0S NOSSOS animais
possuiam uma funcéo sistolica mais grave que a de outros estudos. Este
argumento parece plausivel na medida em que em um estudo cujos animais
com IC apresentaram fracdo de encurtamento semelhante a do nosso, o
treinamento fisico ndo provocou melhora na funcdo cardiaca'®’. Ademais,
uma recente meta-analise mostrou que os efeitos do treinamento fisico
sobre a funcao sistélica de repouso em pacientes com IC e fracdo de ejecao

reduzida ndo sdo conclusivosioe,

A eficacia do treinamento fisico no nosso estudo pode ser confirmada
pela melhora na capacidade funcional. Isto €, o treinamento fisico aumentou
o trabalho até a exaustdo e a distancia total percorrida em ambos, os grupos

treinados saudaveis e doentes com [C109-111

5.2. Sistema Renina-Angiotensina Circulante

A cascata bioquimica classica do SRA na circulagcdo envolve a
clivagem do angiotensinogénio em Angl e a formacédo de Angll dependente
da acéo sistémica da ECA. Embora o bloqueio da ECA circulante seja uma

das principais condutas farmacoldgicas na IC*, ela pode néo ser suficiente
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para controlar a exacerbacédo neuro-humoral na IC estavel cronical!?13, Por
outro lado, sabe-se que o treinamento fisico pode exercer um papel muito
importante na ECA®, o que confere a esta conduta ndo farmacolégica uma
estratégia muito atraente no tratamento da IC. O nosso estudo confirma
estes resultados. O treinamento fisico diminuiu a atividade sérica da ECA em

animais com IC.

Evidéncias recentes mostram que a atividade da ECA2 esta
aumentada logo apés o infarto*?-114, Em humanos, a magnitude de aumento
até uma semana apoOs o infarto estd associada a diminuicdo da funcéo
sistélica e a extensado do infarto, predizendo o remodelamento associado a
disfuncdo e ao desenvolvimento de IC'4. Uma vez estabelecida a IC, a
atividade sérica da ECA2 continua elevada e se correlaciona positivamente
com a severidade da sindrome, aumentando progressivamente de acordo
com o agravamento da classe funcional**®>, A ECA2 é uma proteina integral
de membrana e a sua forma solGvel existe por acdo de proteinas com
propriedades desintegrinases. Uma possivel responsavel pela solubilizacéo
da ECA2 é a protease ADAM17!16, A expressdo da ADAMI17 esta
aumentada no coracdo de individuos com cardiomiopatia dilatada'l’, e
considerando que ela é ativada pela citocina TNF-a, cujos niveis circulantes
também aumentam com a severidade da IC!!8, é possivel especular um
possivel efeito compensatério do aumento da atividade da ECA2 em
pacientes com IC. Entretanto, a atividade da ECA2 em animais infartados é
0 oposto do que se observa em humanos. A atividade da ECA2 sistémica

apresenta clara reducéo apés 8 semanas'!?. Os nossos achados corroboram
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estes resultados anteriores. NOs verificamos uma reducdo de
aproximadamente 25% na atividade da ECA2 nos animais ICSD 12 semanas
apos o infarto. Essa diferenca entre os achados em humanos e animais de
experimentacdo pode ser explicada pela acdo farmacologica que néo foi
usada nos estudos experimentais. Ha evidéncias de que a administracdo de

Enalapril em animais infartados restaura a atividade da ECA2*2,

Em nosso estudo, o treinamento fisico reduziu a atividade sérica da
ECA nos animais IC e normalizou a atividade da ECA2. Os mecanismos
envolvidos nesses efeitos do treinamento fisico fogem ao escopo desse
estudo, mas é legitimo inferir que essa conduta nao farmacolégica mimetiza

os efeitos medicamentosos convencionais no tratamento da IC.

Outro resultado importante do presente estudo foi em relacdo a
reducdo em mais de 30% nos niveis circulantes de Angll apos o treinamento
fisico, tanto em animais com IC como em animais saudaveis. Estes nossos
achados confirmam outros estudos que mostraram que o treinamento fisico
reduz ou preveni o aumento plasmatico de AnglI®82119 Esta redugdo nas
concentracfes plasmaticas de Angll provocou um aumento a razdo Ang(l-
7)/Angll, o que pode ser entendido como um efeito benéfico do exercicio no

balanco do SRA na IC.

5.3. Sistema Renina-Angiotensina Muscular Esqueléti  co

O sistema muscular esquelético € composto por fibras com diferentes

caracteristicas metabdlicas. No presente estudo, 0 masculo soleo representa
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o de caracteristica oxidativa, enquanto o musculo plantar o de caracteristica
glicolitica. A seguir, n0s descreveremos 0s principais componentes do SRA

no musculo soleo e no musculo plantar.

Ha evidéncias de que a ECA é expressa no musculo esquelético de
humanos, animais de experimentacdo e linhagens celulares de musculo
esquelético®’120121  Sabe-se também que a atividade muscular esquelética
da ECA ndo se correlaciona com a atividade sérica da ECAL
Recentemente, 0 NnOsSsO grupo caracterizou a expressdo proteica e a
atividade da ECA2 no musculo esquelético de ratos®’. O objetivo desse
nosso estudo foi investigar essas enzimas na musculatura esquelética de um
modelo crbénico de IC isquémica e, sobretudo, verificar se o treinamento
fisico influencia a atividade dessas enzimas na musculatura nesse modelo.
Para nossa surpresa, nem a expressao proteica nem a atividade enzimatica
da ECA e da ECA2 estavam alteradas na IC. Estes resultados séo
semelhantes aos encontrados por Schaufelberger e colaboradores em
humanos, que néo encontraram diferencas na expressao génica da ECA no
musculo de pacientes com IC e individuos saudaveis'??. O treinamento fisico
também nao alterou a ECA e ECA2 nos musculos soleo e plantar de animais
com IC. Nao ha informacdes sobre a influéncia do exercicio fisico nos niveis
ECA muscular na IC, mas a estimulacdo mecanica por alongamento em
células C2C12, que pode mimetizar os efeitos da contracdo muscular,
também ndo mostrou alteracdo na expressdo génica dessa enzima'Zs,

Portanto, nem o modelo isquémico de IC cronica nem o treinamento fisico
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influenciam a expressao génica e proteica da ECA e ECA2 nos musculo

séleo e plantar.

A Angll, conhecida como principal efetor do SRA, pode ser
classificada como um hormdnio de resposta ao estresse agudo. Quando
cronicamente elevada na circulacdo, a Angll pode aumentar também nos
tecidos!?*. Enquanto na circulacdo a meia-vida da Angll é bastante reduzida
(15 a 30s, dependendo do territério), na célula, onde esta mais protegida da
degradacéao de peptidases endoteliais, sua meia-vida aumenta em 30 vezes,
atingindo 15 minutos*®. O resultado desta cinética é a potencializacdo da
acao local do SRA. A localizacdo dos niveis intracelulares de Angll ndo esta
muito clara, mas técnicas de imunohistoquimica mostram que em células
cardiacas neonatais a regido de acumulo citosolico depende do tipo do
estimulo externo, sendo mais préxima ao nucleo em resposta a altos niveis
de glicose, e de filamentos contrateis de actina em resposta
simpatomimétical?®>. Estas caracteristicas provavelmente influenciam as

respostas intracrina e autocrina/paracrina diferenciadas desse horménio.

Os nossos dados ndo permitem diferenciar a localizagédo ou a forma
de geracao da Angll local, uma vez que a quantificacdo de angiotensinas foi
realizada em homogenato de tecidos. Apesar dessa limitacdo, 0 nosso
estudo mostra pela primeira vez que ha um aumento expressivo nas
concentracbes de Angll nos musculos sOleo e plantar de ratos com IC.
Ademais, é possivel reverter esse aumento tecidual muscular de Angll com
o treinamento fisico, o que contribui para uma melhora da miopatia

esquelética na IC, que sera tratado no Capitulo 2.
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Evidéncias recentes mostram que a ligacdo da Angll ao receptor AT1
e ao receptor AT2 desencadeiam respostas distintas. Enquanto o receptor
AT1, responsavel pela maior parte das acbes do SRA, media a
internalizacdo de Angll e desencadeia respostas proliferativa, apoptotica e
atrofica®?4%1%6, o receptor AT2, expresso no musculo esquelético?,
desencadeia efeitos exatamente opostos aos do receptor AT1'8. No nosso
estudo, nés encontramos um aumento da expressao génica e proteica do
receptor AT1 no musculo s6leo em animais com IC. Este resultado néo
ocorreu no musculo plantar. Em relacdo ao receptor AT2, nem a expressao
génica nem a expressao de proteica desse receptor foram alterados nos
musculos s6leo e plantar nos animais com IC. Os nossos dados séo
insuficientes para explicar o0 aumento da expressdo génica e proteica do
receptor AT1 no musculo séleo e, sobretudo, a sua normalizacdo com o
treinamento fisico. Entretanto, esses achados abrem uma interessante

perspectiva de investigacao.

Conhecimentos mais recentes evidenciam que os efeitos deletérios do
SRA podem ser contrabalanceados por um eixo identificado pelas acfes da
Ang-(1-7)*?8. No musculo séleo, os niveis absolutos de Ang-(1-7) ndo foram
influenciados pela IC ou treinamento fisico, mas a razdo de Ang-(1-7)/Angll
aumentou significativamente nos grupos treinados. Isso quer dizer que, para
a mesma quantidade de Angll, havia mais Ang-(1-7), indicando um balanco
compensatorio mediado pelo treinamento fisico na atenuacdo de processos

fisiopatoldgicos envolvendo a hiperativacdo do SRA.
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A expressdo génica do receptor Mas no musculo sbleo seguiu o
mesmo padrdo da razdo Ang-(1-7)/Angll. Isto é, ela foi significativamente
aumentada pelo treinamento fisico. Estes resultados sdo expressivos na
medida em que a interacdo Ang-(1-7)-Mas gera uma acao antiapoptotica e
vasodilatadora, opostas as da Angll*?®. Ademais, no musculo esquelético,
ela provoca a fosforilagdo da Akt, melhorando a sensibilidade a insulina2%30

e, possivelmente, contrabalanceando os efeitos negativos da Angll na

regulacédo de massa muscular na IC.

No musculo plantar, encontramos um aumento nos niveis absolutos
de Ang-(1-7) nos animais ICTR, sem alteracao significativa na razdo Ang-(1-
7)/Angll. Por um mecanismo de feedback negativo, o0 aumento de Ang-(1-7)

pode explicar a reducdo na expressao do receptor Mas nos animais ICTR.

5.4. LimitacOes

Noés reconhecemos limitacdes em nosso estudo. A falta de analises
de cinética enzimatica e da localizacdo e do papel dos receptores
extracelulares e intracelulares podem limitar as nossas interpretacdes sobre
o balanco do SRA sistémico e muscular esquelético nos desfechos
fisiopatoldgicos da IC. Entretanto, a interdependéncia do SRA muscular, que
parece modular de modo diferente as concentracfes de angiotensinas de
acordo com as caracteristicas metabolicas do musculo e, sobretudo, a
influéncia do treinamento fisico nessa problematica, trazem novos

conhecimentos sobre a funcéo e a participacdo do SRA na IC.
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5.5. Perspectivas

Os nossos achados confirmam a hipoétese inicial do estudo, de que a
IC provoca alteragbes no balanco sistémico e muscular esquelético do SRA
que, por vezes, atuam independentemente um do outro. Esta independéncia
do SRA na circulacdo e no musculo esquelético deve ser considerada para
evitar extrapolacfes da circulacéo para os diferentes territorios, em especial,
0 musculo esquelético. O presente estudo fortalece a ideia de que o
treinamento fisico € uma conduta néo farmacoldgica que deve ser utilizada

no sentido de auxiliar na correcéo do sistema neuro-humoral na IC.
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6. CONCLUSOES

Em modelo isquémico de IC cronica em ratos, ha uma clara diferenca
entre 0 SRA no musculo esquelético e o SRA sistémico. Os niveis de Angll
estdo aumentados no tecido muscular independentemente da caracteristica
metabdlica do musculo, mas ndo na circulacdo. O treinamento fisico reduz
0s niveis plasmaticos de Angll e normaliza os niveis desse peptideo nos
musculos soleo e plantar. Essa reducédo € acompanhada de um aumento de
Ang-(1-7) no musculo plantar, e um aumento na razdo Ang-(1-7)/Angll na
circulacado e no musculo soleo, indicando que o treinamento fisico atenua a

ativacao deletéria do SRA na IC.
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Modulacao da angiotensina Il na melhora
da miopatia esquelética provocada pelo
treinamento fisico na insuficiéncia

cardiaca crbnica

CAPITULO 2.
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1. INTRODUCAO

1.1. Insuficiéncia Cardiaca e Miopatia Esquelética

A diminuicdo da ejecéo cardiaca inerente a insuficiéncia cardiaca (IC)
levou ao conceito de que a intolerancia aos esforcos nessa sindrome era
devida ao baixo débito cardiaco. Entretanto, estudos posteriores mostraram
que nao ha correlacdo entre a funcéo ventricular esquerda e a capacidade
de realizar esforco em pacientes com IC?, tdo pouco melhora na capacidade

funcional ap6s o uso de inotrépicos ou de transplante cardiaco?3.

Esses resultados levaram alguns investigadores a voltarem a atencao
para 0 carater sisttmico da sindrome e as possiveis repercussoes
periféricas, especialmente na estrutura e funcdo da musculatura
esquelética*®, dando origem a hipétese de miopatia muscular da ICS. Isto é,
foi possivel identificar que pacientes com IC apresentam desde alteracfes
no arranjo macroscopico, com perda de massa muscular®, até mudancas no
perfil histol6gico® e ultraestrutural”®, como mudancas do perfil metabdlico e

das fibras oxidativas do tipo | para fibras glicoliticas do tipo I1°.

Todas essas alteracbes sdo determinantes da reducdo da forca
muscular e da intolerancia ao esforco?®, contribuindo para a fadiga precoce.
Em pacientes com IC grave, essa perda de massa muscular pode atingir um
nivel tdo acentuado que resulta num processo conhecido como caquexia,

semelhante aqueles observados em pacientes com cancer, AIDS e
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septicemia e insuficiéncia, que reduz expressivamente a sobrevida nesses

pacientes?O,

O musculo esquelético é o tecido mais abundante em vertebrados.
Ele exerce diversas funcdes, sendo a locomogédo a mais importante delas. E
um tecido com elevada plasticidade e turnover proteico, e sua massa reflete
o balanco entre a sintese e a degradacédo de proteinas'!. Durante a atrofia,
0s sistemas proteoliticos estdo ativados, e tanto as organelas quanto as
proteinas contrateis sdo removidas, resultando na diminuicdo desse tecido'?.
O principal sistema proteolitico e responsavel por ~80% da degradacao de
proteinas celulares é o sistema ubiquitina-proteassoma (SUP)'3. Este
sistema estd envolvido em um processo de controle de qualidade de
proteinas e degrada seletivamente aquelas que foram previamente

sinalizadas ou ubiquitinadas.

Essa sinalizacao ocorre sequencialmente em trés etapas. Ela se inicia
com a acao de enzimas E1, que ativam ubiquitinas, em um processo
dependente de ATP, seguida da conjugacdo dessas ubiquitinas por uma
enzima do tipo E2 e, por fim, a ligacdo dessas cadeias ubiquitinadas (ou
poliubiquitinadas) a proteina a ser degradada por enzimas E3, que permite
que essa proteina seja reconhecida e degradada em peptideos menores
pela porcéo 26S do proteassomal3. O genoma humano codifica mais de 650
ligases!®, mas as E3, MuRF e Atrogin sdo expressas somente no musculo
esquelético e estdo envolvidas com a atrofia muscular'®, Essas E3 ligases

levam a proteina a ser degradada até o proteassoma, uma organela ou
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protease multicatalitica, composta por um complexo catalitico central, o 20S,
em forma cilindrica composta por quatro anéis empilhados, sendo duas
porcdes a externas e duas porcdes B cataliticas internas, formada pela
subunidade Bloupeptilglutamina, a 2 ou tripsina, e a B5 ou quimiotripsina?’.
O complexo 20S degrada, em peptideos menores, as proteinas que séo
marcadas pelas E3 ligases e tém essa cauda poliubiquitinada reconhecida
pela particula regulatoria do proteassoma, a 19S. Essas duas partes (20S e
19S) constituem o complexo proteassomal 26S, denominados assim por

seus diferentes coeficientes de sedimentacéo?s.

(a) Ubiquitination (c) Proteolytic pathway

- Deubiquitination
@ ¥ @ Ubiquitin
receptor \O -
ATP T ey > £
AMP: i R
g (b) ) — |

Poly
%0

Proteasome

(d) Non-proteolytic pathway

Figura 1. Esquema representativo do Sistema Ubiquitina-Proteassoma (SUP). A
ubiquitinacdo de proteinas envolve sua ativacdo por uma E1, seguido pela conjugacdo
dessas ubiquitinas por enzimas E2 em policaudas e a ligacdo dessas caudas
poliubiquitinadas a proteina a ser degradada (substrato) por uma E3 ligase, para ser
reconhecida pela por¢do 19S e degradada pela 20S (18).
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1.2. Sistema Renina-Angiotensina e Miopatia Esquelé tica

Estudos recentes caracterizam o papel do SRA no balanco de sintese
e degradacao de proteina muscular. A infusdo de Angll induz a morte celular
programada ou apoptose’®. Além disso, estudos in vitro?®22 e in vivo?-2,
mostram que a Angll modula a degradacdo de proteinas musculares. A
Angll, agindo no receptor AT1, aumenta o transiente intracelular de calcio
que, por sua vez, ativa caspases, desencadeando a degradacdo de
macroproteinas musculares?®. Mas o principal fato relacionado ao papel da
Angll na miopatia muscular é inducéo intracelular de espécies reativas de

oxigénio (ROS)?’.

Na IC, ROS tem sido relacionada a intolerancia ao esforco®.
Proteinas contrateis do musculo séleo que foram oxidadas apresentaram
elevados niveis de peroxidacdo associada a disfuncdo contratil do musculo
isolado, o que foi revertido com agentes antioxidantes?®. Foi descrito,
também, que o estresse oxidativo mediado pela Angll acelera a atividade
proteolitica do proteassoma, podendo degradar proteinas oxidadas sem

prévia ubiquitinacdo®.

ROS podem ser produzidas em qualquer tipo de célula, e as principais
fontes geradoras dessas espécies reativas no musculo sdo a mitocéndria e a
NADPH oxidase®!l. Sabe-se também que a Angll aumenta a atividade da
NADPH oxidase e, consequentemente, a geracdo de ROS em miotlbulos®?
e que a geracao de ROS e a degradacao de proteina mediada por Angll é

eliminada pela administracdo de antioxidantes®3. Além disso, evidéncias
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mostram que a dependéncia de sinalizacao redox para ativacdo do SUP da
atraveés da ativacdo da NADPH oxidase por mediacdo da Angll. Essa relacéo
pode ser comprovada por meio de um modelo genético com delecdo do
p47phox (um constituinte da NADPH oxidase), sem o qual ndo ha ativacéo
desse complexo. Nesse estudo, a administracdo exdégena de Angll, que
provoca ativacdo do SUP e reducdo da massa muscular ndo ocorreu nos

animais knockout do p47phox3*.

Existem duas teorias pelas quais a Angll, via sinalizacao redox, induz
a atrofia muscular. A primeira considera a ativacdo de fatores pro-
inflamatorios, como o fator nuclear de transcricao kappa B (NFkB). Esta via
envolve um complexo inativo no citosol que inclui a proteina I-kB. Quando
essa proteina é fosforilada, em um processo envolvendo a ativacéo
citosdlica do IKK, ocorre liberacdo do NFkB e sua translocacdo para o
ndcleo, onde ele aumenta a expressao de diversos fatores de transcricao,
entre eles as enzimas E3 ligases, especialmente a MuRF®. O IKK pode ser
ativado por ROS. Sabe-se também que a administracdo de antioxidantes
inibe a proteina I-kB e, com isso, a translocacéo nuclear do NFkB e a atrofia
muscular®®. O outro mecanismo descrito de atrofia mediado pela Angll

envolve a reducao do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1).

O IGF-1 é um fator de crescimento circulante, produzido em diversos
tecidos, inclusive o muisculo esquelético®®, com papel importante na sintese
proteica. Alguns investigadores demonstraram que aumentos plasmaticos da

concentracdo de Angll eram acompanhados de reducao dos niveis de IGF-1
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plasmaticos e de seu receptor celular, o que provocava reducdo na massa
corporal, independente da reducéo na ingestdo calérica?*. O mesmo grupo
de investigadores demonstrou que a Angll causa tanto aumento na
degradacdo, quanto reducdo na sintese proteica muscular?®, e que a
superexpressao de IGF-1 muscular bloqueia a atrofia mediada pela Angll
circulante®’, em um processo que envolve a supressdo da expressdo de E3
ligases. Mais recentemente, foi demonstrado que a infusdo de Angll também
produz degradacdo de proteinas diafragmaticas®®, o que poderia ajudar a

explicar a disfuncéo respiratoria na IC.

O IGF-1 também tem um papel importante na modulacdo de
processos atréficos, suprimindo a degradacédo de proteinas®®. O IGF-1 age
no seu receptor especifico, onde ativa, através de IP3, a fosforilacdo da Akt,
que gera tanto a sintese de proteinas, via mMTOR, quanto a atenuacao da
degradacéo, via fosforilagcdo da FoxO. Uma vez defosforilada, essa proteina
permanece no citoplasma, impedida de translocar para o nucleo celular,
onde provoca aumento da expressdao de E3 ligases, especialmente a
Atrogin?%. Animais modificados que superexpressam o IGF-1 na musculatura
esquelética sdo resistentes a atrofia®’. Em pacientes com IC, os niveis
musculares de IGF-1 apresentam elevada correlacdo com a area de seccéo
transversa, e o decréscimo da expressao génica desse horménio precede

alteracdes morfoldgicas mais pronunciadas nesses pacientes?..

Em resumo, mediada pela Angll, a sinalizacdo redox pode tanto

atenuara via IGF-1/Akt/FoxO, quantoativara via do NFKkB. Entretanto, ambas
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resultam em aumento da expressédo de E3 ligases e da hiperativacdo da

protedlise mediada pelo SUP.

1.3. Sistema Renina Angiotensina, Miopatia Esquelét ica e

Treinamento Fisico

Conforme abordado no Capitulo 1, o SRA exerce um papel muito
importante na IC. Além de mediar a vasoconstricdo periférica, com
implicacdes clinicas para o paciente com IC, ele modula alteracbes na
musculatura esquelética. Estudos recentes mostram que o tratamento com
inibidores da ECA e bloqueadores do receptor AT1 previnem a reducédo de

massa corporal*? e de atrofia muscular relacionada a apoptose na IC*3.

Conforme antecipado no Capitulo 1, o treinamento fisico constitui-se
numa importante conduta ndo farmacologica no tratamento da IC. Alguns
estudos mostram que o treinamento fisico diminui os niveis plasmaticos de
Ang Il e receptores AT1 de Angll no sistema nervoso central*%, o que
parece explicar, pelo menos em parte, a diminuicdo do trafico eferente
simpatico na IC. Na musculatura esquelética, alguns estudos mostram que o
desequilibrio redox, o aumento nos niveis de marcadores de ROS, o
aumento na proporcado de fibras glicoliticas e a atrofia na musculatura
esquelética podem ser prevenidos pelo treinamento fisico, em modelo
genético de IC por hiperativacdo simpatica®®. Além disso, o treinamento

fisico reverte o estresse oxidativo, melhora a expressado de E3 ligases e
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diminui a atividade catalitica do proteassoma*’ e, com isso, a atrofia

muscular em animais com IC.

Em pacientes com IC, alguns investigadores demonstraram
recentemente que o0 exercicio fisico atenua a expressdao da MuRF,
independentemente da idade*®. O que ndo se conhece é se esses efeitos do
treinamento fisico na musculatura esquelética dependem da reducao da Ang
Il. Neste estudo, nos investigamos o papel da Angll na miopatia esquelética
em animais com IC de etiologia isquémica submetidos a treinamento fisico.
Para abordar este assunto, nés administramos Angll em animais com IC
submetidos a treinamento fisico, para evitar a sua queda com esse
tratamento ndo farmacolégico e, com esse planejamento experimental,
verificar se as mudancas na musculatura esquelética ocorriam apesar dos

niveis elevados de Angll.
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OBJETIVOS

Testar a hipotese de que:

1) A atenuacdo do SUP provocadas pelo treinamento fisico na IC

dependem da queda das concentracdes plasmaticas de Angll;

2) O papel da Angll depende da caracteristica metabdlica do muasculo

esquelético.
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3. METODOS

3.1. Amostra

Conforme descrito no Capitulo 1.

3.2. Delineamento Experimental

Para verificar se o0s beneficios do exercicio fisico na miopatia
esquelética dependem da queda das concentracbes de Angll na
insuficiéncia cardiaca experimental, utilizamos um delineamento
experimental que consistiu ha manutencdo das concentracbes de Angll
elevadas, em um grupo IC submetido ao treinamento fisico. Assim, teriamos
um grupo controle sedentéario, um grupo treinado e um grupo treinado com o
“clampeamento” de Angll. Além disso, incluimos no estudo um grupo

saudavel como controle interno.

Controle saudavel sedentario (SHSD)

IC Sedentario (ICSD)

IC Treinado (ICTR)

IC Treinado + Ang Il (ICTRAII)
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Os animais foram operados no término da 6% semana do periodo
experimental, apds procedimento anestésico de solucdo em bolus de
quetamina e xilazina (50 e 10 mg.kg?, respectivamente; i.p.), para
implantagdo da bomba de infusdo (minipumps osmoticas, Alzet, ALZA
Corp.,Palo Alto, CA, EUA), na regido subcutanea, area subescapular. A
minipump continha solugéo salina (grupos ICDS e ICTR) ou uma quantidade
pré-estabelecida de Angll (ICTRAIl) (ver delineamento experimental na

Figura 2).

A bomba osmdtica liberava a solucdo de forma continua e
homogénea durante 2 semanas (na 72 e 82 semanas, conforme a figura 2). A
concentracdo de Angll “clampeada” foi determinada por um estudo piloto,
com o objetivo de manter os niveis de Angll elevados, mesmo na vigéncia

do treinamento fisico.
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Implantagao
da minipump
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Figura 2 . Delineamento experimental

3.3. Inducéo da Insuficiéncia Cardiaca

Conforme descrito no Capitulo 1.

3.4. Avaliacdo da Fungao Ventricular

Conforme descrito no Capitulo 1.

3.5. Avaliacéo da Capacidade Funcional

Conforme descrito no Capitulo 1.
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3.6. Protocolo de Treinamento Fisico

Conforme descrito no Capitulo 1.

3.7. Sacrificio e Coleta dos Tecidos

Conforme descrito no Capitulo 1.

3.8. Expressao Génica

Conforme descrito no Capitulo 1. Os genes estudados e a sequéncia
dos primers sense e antisense encontram-se na Tabela 1, abaixo. O mesmo

gene normalizador descrito no Capitulo 1 (ciclofilina) foi utilizado.

Tabela 1. Sequéncia de oligonucleotideos iniciadores (primers) para
avaliacao da expressao génica de RNA mensageiro.

Sense Antisense
GTG TGA GGT GCCTACTTG ACTCAGCTCCTCCTT CAC
MuRF
CT CT
Atrodin TAC TAA GGA GCG CCATGG GTT GAATCT TCT GGA ATC
9 ATACT CAG GAT
E3q ACG TGT GTG CTC TGT ATG GCT TGA GCAATC ACCTCT

GA TC
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3.9. Expresséao Proteica

Conforme descrito no Capitulo 1. Para quantificacdo das proteinas
poliubiquitinadas, foi utilizado um anticorpo primario para proteinas
ubiquitinadas (sc8017, Santa Cruz Biotechnology, EUA), com quantificacao
do “arrasto” entre as bandas de ~30 a 135kDa. A mesma proteina

normalizadora descrita no Capitulo 1 (GAPDH) foi utilizada.

3.10. Proteinas Carboniladas

A quantificacdo de proteinas carboniladas foi avaliada através da
utilizacdo de grupos carbonils, utilizando o OxyblotProteinDetection Kit
(s7150, Millipore, EUA). Proteinas soluveis do homogenato destinado a
expressdo proteica foram denaturadas em 6% SDS e derivadas 1x2,4-
Dinitrophenylhydrazine (DNPH) por 15min. A reacao foi inibida por solucéo
neutralizadora e submetida a eletroforese (SDS-PAGE), conforme descrito
no item Expressao Proteica. As membranas foram entdo bloqueadas por 1h
em 1% BSA e encubadas em anticorpo priméario (RabbitAnti-DNP) e
secundario (GoatAnti-RabbitigG - HRP conjugado), e a atividade
quimioluminescente foi detectada conforme descrito anteriormente, com

quantificacdo do “arrasto” entre as bandas de ~30 a 135kDa.
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3.11. Determinacao da Atividade do Proteassoma

Foi conduzida a homogeneizacdo da amostra no mesmo tampao
descrito para Expressdo Proteica, mas sem a adicdo de inibidores de
proteases e fosfatases. Para quantificacdo da atividade da porgcdo 26S do
proteassoma, 5uL de amostra foram adicionados a placa escura juntamente
com 0,0025mM de substrato fluorescente especifico do sitio catalitico da
quimiotripsina (LLVY-AMC, Enzo Life Sciences, EUA), 5mM de MgCla,
0,025mM de ATP e o volume de 200uL foi completado por tampéao Tris-HCI
(pH 7,6). As amostras foram analisadas em duplicata e para cada amostra
foi utilizado um controle inibido (Epoxomicina 1uM, Enzo Life Sciences,
EUA). A cinética foi detectada em fluorimetro (Aem = 440nm e Aex = 325nm),
em 90 min, a 37°C, e a atividade do proteassoma foi identificada pela
diferenca entre a inclinacdo da amostra e da amostra inibida e corrigida pela

concentragdo de proteina, expressa em uF.mg=*.min.

3.12. Analise Estatistica

A normalidade dos dados de cada grupo foi analisada pelo teste de
Shapiro-Wilk e a homoscedasticidade pelo método de Levene. Confirmando-
se a distribuicdo normal e variancias homogéneas, seguiram-se analises
paramétricas para comparacao entre os grupos. Os dados foram analisados
utilizando a analise de variancia ANOVA de dois fatores para as variaveis
relacionadas a Capacidade Funcional e Dados Ecocardiograficos (Pré e Pos,

respectivamente antes e apos o periodo de protocolo experimental). Para as
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demais comparacdes entre grupos, foi utilizada a analise de variancia
ANOVA de um fator. Em caso de significancia estatistica, o post-hoc de
Tuckey foi aplicado. Os dados séo apresentados em média + erro padrdo da

meédia (EPM), e foi adotado como significante um p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Estudo Piloto

A primeira fase do estudo consistiu de um piloto para verificar o efeito
do treinamento nas concentragcdes plasmaticas de Angll em animais com IC.
Foram utilizados os mesmos critérios de inclusao e distribuicdo dos animais

com IC e Sham descritos no Capitulo 1.

Apos 8 semanas de treinamento fisico, verificou-se uma reducéo de
86pmol.mL! nas concentra¢gbes plasmaticas de Angll em animais com IC.
Essa quantidade de Angll foi utilizada como referéncia a ser infundida nos
animais treinados com IC, para impedir a queda da Angll com o treinamento

fisico (Figura 3).
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Figura 3. Modelo de Clampeamento. Redugdo da concentracdo plasmatica de Angll apés
treinamento fisico em ratos com insuficiéncia cardiaca (n=6, ICSD) e ratos com insuficiéncia
cardiaca treinados (n=8, ICTR). A linha tracejada representa a quantidade de angiotensina Il
a ser “clampeada” no protocolo experimental.
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Considerando que a meia-vida sistémica da Angll é bastante curta,
variando de ~15s a menos de 2min%®>%, foi assumido que esse valor de
86pmol/mL deveria ser mantido a cada minuto. Considerando o0 peso
molecular da Angll (1.046 g.mol?), o valor foi convertido para pg.mL* e, em
seguida, a ug, chegando-se a concentracdo de 0,0053 ug.mL2. Este valor foi
infundido ao longo das 24 horas do dia, por 14 dias, totalizando 1,17808
hug.mL?. Foi considerado, também, que esse valor representava a
concentracdo por mL, e ndo no volume sanguineo. Foi, entdo, considerado
como fator de corre¢cdo um valor aproximado de 6mL de plasma, estimado
para a massa corporal média dos animais durante o estudo, 0 que gerou o
valor de 10,6848 ug.mL%, que foi convertido para microlitros (unidade da
minipump), em um valor aproximado de 0,011ug.uL?, que foi, entdo,
finalmente ajustado para a capacidade reservatéria da minipump (~200uL),
fornecendo a quantidade de Angll por minipump, por animal. Um lote
intermediario de animais teve os niveis de Angll analisados para verificacdo
da eficacia do “clampeamento”, que foi constatada e mantida nos lotes

subsequentes.

4.2. Capacidade Funcional, Parametros Ecocardiograf icos e Dados

Fisiologicos

ApoOs 4 semanas da cirurgia, ndo foi observada diferenca significativa
na massa corporal entre os grupos (SHSD 385,17+12g, ICSD 393,31+14,07,

ICTR 363,69+11,40g e ICTRAII 371,57+9,08g). Os dados ecocardiograficos
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do periodo Pré, 4 semanas ap0s a cirurgia, e do periodo Pds, 8 semanas

apos o periodo experimental, sdo apresentados na Tabela 2.

Em relacdo aos dados estruturais do ventriculo esquerdo, ndo foram
verificadas alteracdes na parede posterior (PPVE) e no septo intraventricular
(SIVE) em nenhuma das fases do estudo. Entretanto, os grupos com IC
apresentaram um aumento no diametro do ventriculo esquerdo em sistole
(DSVE) e em diastole (DDVE), tanto no periodo Pré (p<0,0001) quanto no
periodo Pés (p<0,009). Nao houve influéncia do treinamento fisico ou do

clampeamento com Angll.
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Tabela 2. Caracteristicas ecocardiograficas do ventriculo esquerdo em ratos
saudaveis, ratos com insuficiéncia cardiaca, ratos com insuficiéncia cardiaca
treinados e ratos com insuficiéncia cardiaca treinados submetidos ao clamp
de angiotensina Il.

SHSD ICSD ICTR ICTRAII
Pré Poés Pré Pés Pré Pés Pré Pés
Morfometria
PPVE 10,3 11,3 9.3 10,2 9,3 14,0 9,0 14,0
(mm) +0,8 +0,5 +0,5 +0,8 +0,5 5,1 +0,4 51
SIVE 115 12,4 11,3 12,0 12,3 12,2 12,2 10,1
(mm) +0,7 10,5 +1,0 +1.0 +0,6 +0,4 +0,9 +0,7

DSVE 38,0 35,5 93,4 100,0 89,8 84,9 89,3 954
(mm) 3,9 £3,0 +2,8% +4,2* +6,9* +9,9* +2,2* +3,8*

DDVE 722 714 1069 1131 107,1 1096 104 97,4
(mm) +28 2,6  #25* +452%  #2,9% +37*  +1,7* +10,5*

Funcéo Sistolica

ES (0 484 504 12,6 11,57 115 13,62 125 12,58
(%) +38 34  +13* +1.1* +1.2% +216%  +1,3* +1,7*
FE (o 789 845 30,3 27,9 279 31,78 30,2 29,96

(%) +45 +29  +28* +26* +2 8% +45%  +2.8% +379*

Funcéo Diastdlica

TRIV 334 44,1 457 417 382 525 395 40,9
(ms) +1,9 60 #40 #45 27 +7,6  *1,7 21
E/A 183 159 2,09 370 203 291 200 4,65

(razao) +0,2 0,1 +0,9 0,6 +1,03 0,5 +0,5 1,6

SHSD, Controle saudavel sedentério; ICSD, insuficiéncia cardiaca sedentério; ICTR,
insuficiéncia cardiaca treinado; ICTRAII, insuficiéncia cardiaca treinado + Angiotensina Il.
PPVE, parede posterior em diastole; SIVE, septo intraventricular; DSVE, diametro sistolico;
DDVE, diametro diastolico; FS, fragdo de encurtamento; FE, fracdo de ejecao; TRIV, tempo
de relaxamento isovolumétrico; E/A, razao entre as ondas E e A. n=10 por grupo para todas
as variaveis, exceto razédo E/A (3 a 9 por grupo) * p<0,05 vs. SHSD no mesmo periodo.
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A funcdo diastélica, avaliadas pelo tempo de relaxamento
isovolumétrico (TRIV) e relacdo entre as ondas E e A (razdo E/A) nao foi
alterada nem pelo treinamento fisico nem pela infusdo de Angll. Cabe
ressaltar que devido a impossibilidade de deteccdo da onda A em grande
parte dos animais com IC, ndo foi possivel detectar a relacdo E/A na maior
parte dos animais estudados, reduzindo o poder estatistico para analise

dessa variavel.

A Figura 4 mostra os dados de capacidade funcional. Em relacédo a
variavel VOzmax (A), ndo foram verificadas diferencas significativas entre os

grupos em nenhum dos periodos estudados.
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Figura 4 . Capacidade funcional. VO2zmax (A), disténcia percorrida (B) e trabalho realizado (C)
em ratos saudaveis, ratos com insuficiéncia cardiaca, ratos com insuficiéncia cardiaca
treinados e ratos com insuficiéncia cardiaca treinados submetidos ao clamp de angiotensina
II. *p<0,05 vs. SHSD no mesmo periodo; Tvs. ICSD no mesmo periodo; vs. mesmo grupo
no periodo Pré.
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N&o houve diferenca significativa no periodo Pré em relacdo a
distancia percorrida (B) e ao trabalho realizado (C). Entretanto, no periodo
Pos, o grupo ICSD apresentou reducdo na distancia percorrida e
desempenho de corrida em relacdo ao SHSD (p<0,0002 e 0,0003
respectivamente). O treinamento fisico provocou uma melhora expressiva
em ambos 0s grupos treinados nesses parametros em comparacao com o
periodo Pré (p<0,0002), e em relacdo aos grupos SHSD e ICSD (p<0,0002)
no mesmo periodo. Essa melhora mediada pelo treinamento fisico ndo foi

influenciada pelo clampeamento de Angll.

A Tabela 3 apresenta os dados relativos a massa corporal e de
tecidos. O treinamento fisico reduziu a massa corporal em ambos 0s grupos
treinados em relacdo ao ICSD (p=0,01). Quanto aos parametros anatomo-
patolégicos, ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos na massa

pulmonar umida ou no teor de agua dos pulmdes.

Em relacdo as alteracdes cardiacas, os animais com IC apresentaram
maior massa atrial (ICSD p=0,02, ICTR p=0,01 e ICTRAIl p=0,002) do
ventriculo direito (p=0,009, 0,004 e 0,008) e, também, maior massa cardiaca
total (p<0,0005 nos 3 grupos IC). Em relacdo ao VE, apenas o grupo ICTR
apresentou um aumento em relacdo aos outros grupos (p=0,0004), que néao

ocorreu no grupo ICTRAII.
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Tabela 3. Caracteristicas morfolégicas em ratos saudaveis, ratos com
insuficiéncia cardiaca, ratos com insuficiéncia cardiaca treinados e ratos
com insuficiéncia cardiaca treinados submetidos ao clamp de angiotensina

SHSD ICSD ICTR ICTRAII
MC (0 455 08 472,72 41787 41158

9 +13,1 +16.8 +15 51 +9 511
(Pg‘;'mao Umido 1,7640,0 3,0040,2 2.88+0.1 3,3140,3
TAP (%) 77.13+0.2 7858407  79,14+05 78.0+0.5
AT (mg/g) 0,1440,1  0,31+0,0  033+00*  0,38+01*
VD (mg/g) 050402  0,94+0,1*  097+0.0*  0,94+01*
VE (mglg) 1,80+0.1 1,08+01  2,19+0.0* 2.01+0.1
MCar (mg/g) 244401  3,23+01*  349+01*  3.33+0.1*
Séleo (mg) 155,0+4.4 159.11+8.9 162,92495 145 74+4.8
Séleo (mg/g) 0,34+0.0 0,34+0.0 0,39+0.0 0,35+0.0
Plantar (mg) 402404134  416+06  393.94+19.0 369.14+16,0
Plantar (mg/g) 0,88+0.0 0,84+0.0 0,90+0.0 0,90+0.0

SHSD, Controle saudavel sedentério; ICSD, insuficiéncia cardiaca sedentario; ICTR,
insuficiéncia cardiaca treinado; ICTRAII, insuficiéncia cardiaca treinado + Angiotensina Il.
MC, massa corporal; TAP, teor de agua do pulmé&o; AT, atrios; VD, ventriculo direito; VE,
ventriculo esquerdo; MCar, massa cardiaca. n=10 por grupo. *p<0,05 vs. SHSD; T vs. ICSD.

A massa absoluta e relativa dos musculos so6leo e plantar nao foi

significativamente diferente entre os grupos estudados.

Na Figura 5 sdo mostrados os dados referentes as concentracdes

plasmaticas de Angll. O treinamento fisico reduziu os niveis plasmaticos de
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Angll (p<0,0001). Essa reducao foi abolida pela infusdo de Angll (p=0,003),
demonstrando a efetividade da abordagem experimental utilizada no
presente estudo, que consistia em manter os niveis de Angll nos mesmos

niveis do grupo ICSD.
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Figura 5. Concentragdo plasmatica de angiotensina Il em ratos saudaveis, ratos com
insuficiéncia cardiaca, ratos com insuficiéncia cardiaca treinados e ratos com insuficiéncia
cardiaca treinados submetidos a infusdo de angiotensina Il. #p<0,05 vs. SHSD, ICSD e
ICTRAIL.

4.3. Resposta Muscular Esquelética ao Treinamento F  isico com

Infusdo de Angiotensina Il

O principal objetivo do estudo foi verificar se os efeitos do treinamento
fisico na miopatia esquelética, induzida pela ativacdo do SUP na IC,
dependem de reducao dos niveis sistémicos de Angll. Este estudo envolveu

0s musculo séleo e plantar.
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4.3.1 Musculo Séleo

A Figura 6 mostra os niveis de Angll no muasculo séleo (A) e na

expressao proteica do receptor AT1.
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Figura 6 . Concentracdo de angiotensina Il (A) e expresséo proteica do receptor AT1 (B) no
musculo s6leo em ratos saudaveis, ratos com insuficiéncia cardiaca, ratos com insuficiéncia
cardiaca treinados e ratos com insuficiéncia cardiaca treinados submetidos ao clamp de
angiotensina Il. *p<0,05 vs. SHSD; T vs. ICSD.

Os animais com IC apresentaram niveis locais de Angll 2,2 vezes
maiores que nos animais saudaveis (p=0,005). O treinamento fisico diminuiu
0s niveis de Angll no muasculo séleo (p=0,01), inclusive nos animais
submetidos a infusdo de Angll (p=0,05). A expressao do receptor ATl
estava aumentada nos animais com IC (p=0,02). O treinamento fisico

reduziu a expressao desse receptor (p<0,04), para niveis semelhantes aos

da normalidade.
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Para estudar o perfil de ativacdo do SUP, foram quantificados os
niveis de expressdo do RNA mensageiro das enzimas E3 ligases, MuRF,
Atrogin e E3a. O treinamento fisico e a infusdo de Angll ndo alteraram a

expressdo do RNA mensageiro das enzimas E3 ligases (Figura 7).
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Figura 7. Expressado génica dos atrogenes MuRF (A), Atrogin (B) e E3a (C) no musculo
s6leo em ratos saudaveis, ratos com insuficiéncia cardiaca, ratos com insuficiéncia cardiaca
treinados e ratos com insuficiéncia cardiaca treinados submetidos ao clamp de angiotensina

II. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos.
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Da mesma forma, ndo foi observada diferenca significativa na
quantificacdo das proteinas ubiquitinadas e proteinas carboniladas (Figura 8,

A e B, respectivamente).
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Figura 8. Proteinas ubiquitinadas (A) e proteinas carboniladas (B) no musculo séleo em
ratos saudaveis, ratos com insuficiéncia, ratos com insuficiéncia cardiaca cardiaca treinados
e ratos com insuficiéncia cardiaca treinados submetidos ao clamp de angiotensina IlI.
Imagens representativas dos imunoblots estéo a direita dos respectivos gréaficos. Nao houve
diferenca estatistica entre os grupos.
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A IC aumentou significativamente a atividade do proteassoma no sitio
da quimitripsina (p=0,04; Figura 9). O treinamento fisico diminuiu a atividade

do proteassoma mesmo com a infusdo de Angll.
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Figura 9. Atividade do proteassoma no musculo séleo de ratos saudaveis, ratos com
insuficiéncia cardiaca, ratos com insuficiéncia cardiaca treinados e ratos com insuficiéncia
cardiaca treinados submetidos ao clamp de angiotensina Il. *p<0,05 vs. SHSD, T vs. ICSD.

4.3.2 Musculo Plantar

Na figura 10, sdo mostrados os valores de Angll no musculo plantar e
a expressao proteica do receptor AT1. Os animais com IC apresentaram
niveis de Angll 2,6 vezes maior que no grupo SHSD (p=0,02). O treinamento
fisico preveniu esse aumento em ambos os grupos treinados (p=0,05 e 0,01
vs. ICTR e ICTRAII, respectivamente, em relacdo ao ICSD). Ndo houve

diferenca entre os grupos quanto a expressao proteica do receptor AT1.
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Figura 10 . Concentracdo de angiotensina Il (A) e expresséo proteica do receptor AT1 (B) no
musculo plantar em ratos saudaveis, ratos com insuficiéncia cardiaca, ratos com
insuficiéncia cardiaca treinados e ratos com insuficiéncia cardiaca treinados submetidos ao
clamp de angiotensina Il. *p<0,05 vs. SHSD; T vs. ICSD.

Em relacdo ao perfil de ativacdo do SUP, a expressao génica das
enzimas E3 ligases (Figura 11) aumentou na IC, atingindo significancia na
expressdo do Atrogin  (p=0,03). O treinamento fisico diminuiu
significativamente a expressdo génica da MuRF (p=0,002), do Atrogin

(p=0,003) e da E3a (p=0,04). A reducdo desses atrogenes foi abolida pela

infusdo de Angll.
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Figura 11. Expresséo génica dos atrogenes MuRF (A), Atrogin (B) e E3a (C) no musculo
plantar em ratos saudaveis, ratos com insuficiéncia cardiaca, ratos com insuficiéncia
cardiaca treinados e ratos com insuficiéncia cardiaca treinados submetidos ao clamp de
angiotensina Il. *p<0,05 vs. SHSD, T vs. ICSD e * vs. ICTR.

Na Figura 12, constam os resultados das proteinas ubiquitinadas. A
IC provocou um aumento significativo (p=0,05) nos niveis de proteinas
ubiquitinadas. O treinamento fisico normalizou esses niveis (p=0,03).

Entretanto, esse efeito foi aparentemente perdido com a infusdo de Angll.

A quantidade de proteinas carboniladas estava aumentada na IC

(p=0,003). O treinamento fisico normalizou esse marcador (p=0,01), efeito
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que foi completamente bloqueado pela infusdo de Angll (p=0,004 vs. SHSD

e 0,016 vs. ICSD).
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Figura 12 . Proteinas ubiquitinadas (A) e proteinas carboniladas (B) no musculo plantar em
ratos saudaveis, ratos com insuficiéncia cardiaca, ratos com insuficiéncia cardiaca treinados
e ratos com insuficiéncia cardiaca treinados submetidos ao clamp de angiotensina II.
Imagens representativas dos imunoblots estdo a direita dos respectivos graficos. * p<0,05
vs. SHSD, Tvs. ICSD, *vs. ICTR.

A atividade do proteassoma no musculo plantar (Figura 13) estava
significativamente aumentada na IC (p=0,05). O treinamento fisico
normalizou essa atividade. E, supreendentemente, a infusdo de Angll
associada ao treinamento fisico potencializou essa queda da atividade do

proteassoma (p=0,02).
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Figura 13. Atividade do proteassoma no mausculo plantar em ratos saudaveis, ratos com
insuficiéncia cardiaca, ratos com insuficiéncia cardiaca treinados e ratos com insuficiéncia
cardiaca treinados submetidos ao clamp de angiotensina Il. *p<0,05 vs. SHSD, * vs. ICSD.
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5. DISCUSSAO

O objetivo do presente estudo foi verificar se o0s beneficios do
treinamento fisico dependem da reducdo dos niveis sistémicos de Angll em
animais com IC crbnica. Os principais achados desse estudo sdo que,
independentemente da Angll na circulagdo, o treinamento provoca: 1)
Reducdo nos niveis locais de Angll nos musculos séleo e plantar; 2)
Reducdo da expressdo proteica do receptor AT1 no musculo séleo, sem
influenciar o masculo plantar. Além disso, o treinamento fisico: 1) Reduz a
expressao génica de Atrogin e E3a e MuRF no musculo plantar, mas no
musculo séleo, o que é abolido pela Angll; e 2) Atenua a reducdo de
proteinas ubiquitinadas e impede a reducdo de proteinas carboniladas no
musculo plantar, mas ndo no musculo séleo, o que € abolido pela Angll; e 5)
Reduz a atividade do proteassoma em ambos os musculos, soleo e plantar,

independente da Angll.

5.1 Efeito do Treinamento Fisico na Fun¢do Cardiaca e Efeito do

Clamp de Angll

A caracterizacdo do modelo de IC e o efeito do treinamento fisico
foram amplamente discutidos no Capitulo 1, de forma que eles ndo serdo

mais abordados nesse capitulo.

A IC provocou um aumento do DSVE e DDVE e reducéo da FE e FS.

O treinamento fisico ou a administracdo da Angll ndo influenciaram esses
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parametros. Resultados semelhantes foram verificados na massa dos

tecidos cardiacos.

O treinamento fisico reduziu a massa corporal, independentemente da
administracdo de Angll. Esse achado é importante na medida em que foi
demonstrado que a infusdo de Angll diminui a massa corporal por reducéo

na ingestao caldrica, associada a diminuicdo na sintese proteica®*.

Nés ndo encontramos reducdo da massa dos musculos soéleo e
plantar, apesar de alteracdes nas vias de degradacdo de proteina. Estes
resultados ndo chegam a surpreender, uma vez que estudo prévio mostrou
que o processo catabdlico na IC se inicia com alteracdes na sinalizacéo

intracelular e molecular que antecedem a atrofia muscular!.

Em relacdo a capacidade funcional, nés ndo encontramos diferencas
no VO2zmax entre 0s grupos estudados, mas a distancia percorrida e o
trabalho realizado foram significativamente maiores nos grupos treinados,
independentemente da administragdo de Angll. Estudando animais
saudaveis ndo treinados, Inoue e colaboradores® encontraram reducdo na
capacidade de exercicio apos um breve periodo de infusdo de Angll, que foi
associado a um aumento do estresse oxidativo e reducdo da funcéo
mitocondrial. Por outro lado, sabe-se que a Angll esta relacionada a
angiogénese®? e ao aumento de capilarizacdo®3. Estes fatores podem ter
contrabalanceado os efeitos deletérios da Angll no metabolismo energético

em nosso estudo.
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O fato de conseguirmos manter os niveis plasmaticos de Angll dos
animais treinados proximos daqueles achados nos animais sedentarios
possibilitou testar a hipétese experimental levantada no presente estudo.
Esse modelo, além de inédito para estudo em regulacédo de massa muscular,
€ extremamente adequado porque isola a Angll como mediadora da
miopatia. E, no nosso caso, possibilitou verificar o papel do treinamento
fisico em um fendtipo IC. Outros estudos acerca dos efeitos da Angll na
musculatura esquelética utilizaram, em animais saudaveis, doses de 50 a
1000ng.kgt.min?, todas doses subpressoras?334385L54  Entretanto,
4.2ng.kg.*mint jA provocam alteragbes importantes na sinalizacdo
hipertréfica e de formacéo de colageno®®. Em nosso estudo, a quantidade de

Angll infundida foi de ~15ng.kg.”*min1, e em uma situacéao real de IC.

5.2 Papel da Angll na miopatia esquelética, e o Pap el do Treinamento

Fisico

AlteracOes na ultra-estrutura e funcado da musculatura esquelética tem
sido relacionada a um mal prognéstico na IC°. Além disso, sabe-se que
pacientes com IC e caquexia associada apresentam um quadro de
hiperativacdo neurohumoral e pré-inflamatétrio®. Estes conhecimentos
nortearam os primeiros estudos sobre a miopatia esquelética na IC. Nesse
cenario, a partir da observacao de que os niveis de Angll estdo elevados em
fases avancadas da IC%" e que o aumento nos niveis sistémicos?32434 e em

meio de cultura muscular desse peptideo provocam protedlise e atrofia
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associados a ativacdo do SUP?°, levantou-se a hipétese de que a Angll é um
importante candidato na miopatia muscular®®>%, Entretanto, essa relacédo até
o presente momento nao foi estudada em modelo experimental com a
presenca de IC. Ainda, nis decidimos verificar o papel sistémico da Angll

nas mudancas musculares provocadas pelo treinamento fisico na IC.

No presente estudo, nés avaliamos as concentracdes de Angll tanto
na circulacdo quanto nos musculos soéleo e plantar. A literatura sugere que
niveis cronicamente sustentados de Angll na circulacdo tendem a aumentar
a concentragdo nos tecidos®®. Os nossos resultados ndo confirmam essa
associacao. Primeiro, a concentracao plasmatica de Angll estava aumentada
no musculo, mas ndo na circulacdo em ratos com IC. Segundo, o
treinamento fisico diminuiu os niveis de Angll em ambos, circulacdo e

musculo.

A ativacdo do SUP € necessaria para que ocorra a atrofia muscular, e
ela depende em grande parte da ativacdo das E3 ligases’®. Recentemente,
foi demonstrado em humanos que o treinamento fisico aerdbio diminuiu a
expressdo da MuRF em pacientes com IC independentemente da idade,
mas ndo alterou a expressado da Atrogin no musculo vasto lateral*®6!, Nosso
grupo demonstrou um aumento significativo da expresséo das enzimas E3aq,
MuRF e Atrogin em um modelo genético de IC no musculo plantar, que foi
prevenida pelo treinamento fisico*’. JA no séleo, a expressdo das E3 ligases

nao estava aumentada em decorréncia do infarto. E o treinamento fisico
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aerobio moderado diminuiu a expressdo da MuRF e a reducéo da Atrogin sé

ocorreu com um treinamento aerébio intervalado de alta intensidade®?.

E muito provavel que as diferencas encontradas devam-se as
caracteristicas do musculo estudado. Em nosso estudo, utilizamos um
musculo com predominéncia de fibras do tipo I, oxidativas (s6leo) e outro
com mais fibras do tipo Il, glicoliticas (plantar). N0s ndo encontramos
diferencas entre os grupos no que se refere a expressdo do RNA
mensageiro desses atrogenes no musculo séleo. Ja no musculo plantar, o
aumento do Atrogin foi prevenido pelo treinamento fisico, que também
reduziu a expressado da E3a e da MuRF. Interessante que a administracédo
de Angll atenuou a reducdo na E3a e na Atrogin, e aboliu completamente o

efeito do treinamento na expressdo da MuRF no musculo plantar.

Essas alteracfes na expressao das E3 ligases podem ter influenciado
a quantidade de proteinas ubiquitinadas. Embora a ubiquinacdo ndo seja
essencial para a degradacdo de proteinas pelo SUP, é certo que essa
marcacao das proteinas a serem degradadas acelera muito o processo de
protedlise®®. No presente estudo, as respostas de proteinas ubiquitinadas
foram semelhantes aquelas encontradas na expressdo dos atrogenes.
Enquanto no musculo sdleo ndo houve alteracdo nas proteinas
ubiquitinadas, no muasculo plantar elas estavam aumentadas em animais
com IC. O treinamento fisico reduziu esse valor. Entretanto, a administracéo
de Angll atenuou a reducdo da quantidade de proteinas marcadas para

degradacdo em animais treinados.
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Esses resultados indicam que a sinalizacao atréfica canénica do SUP
parece afetar mais o musculo plantar do que o musculo sdéleo. De fato, em
doencas sistémicas, como a IC, fibras glicoliticas sé@o preferencialmente alvo
de degradacdo®, possivelmente devido a capacidade diferenciada de
resposta dos tipos de fibras ao desequilibrio redox. Em um elegante estudo,
Yu e colaboradores® demonstraram que, frente ao estresse oxidativo, o
musculo glicolitico € mais susceptivel a sinalizacdo atréfica do que o
muasculo soOleo. Nesse estudo, apenas no musculo séleo ocorreu uma
resposta antioxidante compensatodria mediada pelo aumento de 6xido nitrico,
levando a menor expressdo de atrogenes e oxidacdo de proteinas em
comparacao com o musculo glicolitico. Mais recentemente, 0 N0SSO grupo
demonstrou que a atividade da superéxido dismutase (SOD), principal
enzima antioxidante, estava reduzida no musculo soleo de ratos infartados e
com forte tendéncia de reducdo também no musculo plantar. Entretanto, o
aumento da atividade antioxidante da SOD com o treinamento fisico so foi

observada no musculo séleo®?.

As acOes atroficas da Angll sdo mediadas por um aumento nas
espécies reativas de oxigénio?>34. E consenso que espécies reativas de
oxigénio provocam a oxidacdo de diversos componentes biologicos,
incluindo proteinas, DNA, lipidios e pequenas moléculas. A carbonilacao é
um dos processos de oxidacdo que podem ocorrer diretamente em
proteinas®. Essa oxidacédo provoca reducdo da funcdo da proteina oxidada
e se associa a progressdao de doencas cronico-degenerativas, e em

acumulos moderados sdo degradadas preferencialmente  pelo
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proteassoma®’, contribuindo ainda mais para o processo de miopatia. Além
disso, a quantidade de proteinas carboniladas se correlaciona inversamente
com a capacidade de exercicio® e tem sido utilizada amplamente como um
marcador de proteinas oxidadas na IC%"688° Em nosso estudo, ndo houve
diferenca no nivel de carbonilacdo de proteinas no muasculo séleo. No
muasculo plantar, trés resultados importantes foram verificados. Primeiro,
houve um aumento significativo nos niveis de carbonilacdo em animais com
IC. Segundo, o treinamento fisico normalizou a carbonilagcdo. Terceiro, o
efeito do exercicio fisico foi completamente abolido pela administracéo

concomitante de Angll.

Embora no musculo so6leo néo tenha ocorrido alteragbes na
sinalizacdo atrofica (expressdo de atrogenes, proteinas ubiquitinadas e
carboniladas), houve um aumento na atividade do proteassoma no grupo
ICSD. Nao ha uma explicacao definitiva para esses resultados. Entretanto, €
possivel inferir que a maior capacidade antioxidante, inerente aos musculos
de caracteristica oxidativa, tenha atenuado a sinalizacéo atréfica, mas ndo a
atividade do proteassoma no grupo ICSD. Alternativamente, o aumento na
atividade do proteassoma pode ser explicado pela sua associacdo com o
sistema renina angiotensina. Sabe-se que as ac¢des da Angll ocorrem via
receptor AT1 e que o comportamento da atividade proteassomal reflete a
expressao desse receptor e dos niveis locais de Angll, O presente estudo
fortalece essa hipotese. No presente estudo, a Angll, o receptor AT1 e a
atividade do proteossoma estavam todos aumentados no musculo séleo em

ratos. E o treinamento fisico provocou normalizacdo em todos eles. Além
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disso, o efeito do treinamento fisico foi verificado em ambos, musculo séleo

e musculo plantar independentemente da administracdo de Angll.

5.3 LimitacOes

Nés reconhecemos limitagdes em nosso estudo. Angll foi infundida
apenas nas ultimas duas semanas de treinamento fisico. Portanto, nés néo
sabemos se uma infusdo mais prolongada de Angll poderia ter outras
implicacbes nos efeitos do treinamento fisico na miopatia esquelética na
presenca de IC. A area de seccédo transversa do musculo poderia auxiliar na
interpretacdo dos nossos resultados. Também, a Angll modula ndo s6 a
massa, mas também a capilarizacdo®® e a homeostase energética™® do

musculo, e ndo verificamos esses parametros.

5.4  Perspectivas

Os nossos achados confirmam a hipoétese inicial do estudo de que, ao
menos no musculo plantar, os beneficios do treinamento fisico na atenuacéo
do SUP dependem da queda da Angll. A modulacdo dos niveis locais de
Angll e a repercussdo na miopatia esquelética certamente trazem
perspectivas para futuros estudos. O presente estudo fortalece o conceito do
treinamento fisico como uma conduta ndo farmacoldgica na reducdo dos

niveis de Angll e na atenuacao da miopatia esquelética na IC.
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6 CONCLUSOES

Em modelo isquémico de IC crénica em ratos, ha uma diferenca no
perfil do SUP no musculo s6leo e no musculo plantar. O treinamento fisico
reduz a atividade do SUP no musculo plantar. E essa melhora na miopatia

esquelética parece depender da reducéo dos niveis de Angll.
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