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EPIGRAFE

Invictus

Out of the night that covers me,
Black as the Pit from pole to pole,
1 thank whatever gods may be
For my unconquerable soul.

In the fell clutch of circumstance,
I have not winced nor cried aloud.
Under the bludgeoning of chance,

my head is bloody, but unbowed.

Beyond this place of wrath and tears
Looms but the Horror of the shade,
And yet the menace of the years
Finds, and shall find, me unafraid.

1t matters not how strait the gate,

How charged with punishments the scroll.
I am the master of my fate:

I am the captain of my soul.

William Ernest Henley



RESUMO

O exercicio regular apresenta-se como um importante fator de implemento de saude. A
implementagao de protocolos de avaliagdo e consequente prescricdo do exercicio mais eficiente ¢
fundamental para seu uso como tratamento ndo medicamentoso. Neste escopo identificamos a
MFEL em animais Zucker obesos, 12,5 m.min” a uma concentragdo de lactato de 3,9 (+ 0.3
mmol.L"). Este resultado ¢é significativamente menor do que o encontrado em modelos nio
obesos, 20 m.min"' com idéntica concentragdo de lactato 3.9 (+ 0.2 mmol.L™"). Outro aspecto
relevante a satide consiste na implementagao de uma maior capacidade circulatéria. Esta melhoria
deve-se a inimeros fatores incluindo a hipertrofia do miocito cardiaco, considerada como o
processo adaptativo mais importante para o coracao em decorréncia do exercicio fisico por estar
diretamente relacionada ao desenvolvimento da for¢a contratil no midcito cardiaco e o aumento
da capacidade oxidativa de sintese de ATP. Aqui foram descritas, utilizando eletroforese
bidimensional, adaptagdes significativas em decorréncia do exercicio de alta intensidade ,
incluindo um aumento de 1,2 vezes na expressao de cadeia pesada de a-miosina cardiaca nos
animais que foram submetidos a exercicio quando comparados ao controle sedentario. Com o
intuito de comprovar este aumento, foi realizada uma PCR em tempo real que demonstrou um
aumento de 8,48 vezes para este mesmo grupo. Adicionalmente foram encontradas modificagdes
na expressao de outras proteinas de alta massa molecular como a troponina bem como MRS2 e
NADH desidrogenase, ambas envolvidas em vias metabolicas mitocondriais. Apesar disto, ha
muito se sabe que o papel mitocondrial ndo se resume somente a esta capacidade, podendo estar

também associado a diversas respostas tais como a apoptose celular. Com este objetivo o extrato
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mitocondrial do ventriculo esquerdo foi preparado foi analisado utilizando LC-MS/MS levando a
identificacdo de 143 proteinas em todos os grupos. Posteriores andlises mostraram uma
consideravel diminui¢do na expressdo de proteinas do complexo I e VDAC1 acompanhada de um
concomitante aumento na expressao da e ATP sintase, citocromo c oxidase, dlcool desidrogenase
e NADH-ubiquinona desidrogenase em grupos exercitados. Este fato sugere que o exercicio
induz uma adaptacdo benéfica em mitocondrias do ventriculo esquerdo a fim de atenuar os

efeitos deletérios da hipertensao arterial.

Palavras Chave: Exercicio, Hipertensdo arterial; mitocondrias; MFEL; Protedmica
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ABSTRACT

Regular exercise is presented as an important factor of health improvement. The
implementation of assessment protocols and consequent prescription of more efficient exercise is
essential for exercise utilization as a non-pharmacological treatment. With this aim, the MLSS
was identified in obese Zucker animals at 12.5 m.min" with a lactate concentration of 3.9 (+ 0.3
mmol.L™"). This result was significantly lower than found in non-obese models, 20 m.min" with
the same lactate concentration 3.9 (= 0.2 mmol.L™"). Another important aspect of health
improvement consist in circulatory capability enhancement. This increase can occur by many
factors including cardiac myocyte hypertrophy, being considered the most important heart
adaptive process resulted from exercise, since it was directly related cardiac cells contractile
force development and on ATP synthesis oxidative capacity increase . Here were described, by
using two-dimensional electrophoresis, significant adjustments resulting from high-intensity
exercise, including a 1.2-fold expression increase of cardiac a-myosin heavy chain compared to
sedentary control. In order to confirm this increase, a real-time PCR was performed
demonstrating an increase of 8.48 times. Additionally the detection of modification in expression
of others high molecular mass proteins were observed such as troponin as well MRS2 and NADH
dehydrogenase, being both involved in mitochondrial metabolic pathways. In spite of this fact, is
it known that the mitochondrial role is not limited only by such ability being also associated to
various cellular responses such as apoptosis. With this aim, mitochondria from left ventricle heart

were prepared and further analyzed by using LC-MS / MS leading to identification of 143
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proteins in all groups. Further analysis showed a significant decrease in complex I and VDACI
expression and an increase ATP synthase of cytochrome ¢ oxidase, alcohol dehydrogenase and
NADH-ubiquinone dehydrogenase expression in both exercise groups. Those data suggest that
exercise may induce a beneficial adaptation in left ventricular mitochondria in order to mitigate

the deleterious hypertension effects.

Key words: Exercise; Hypertesion; mitochondria MSSL; Proteomics
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15 1 Introducio

Apesar dos impressionantes avancos na area da terapéutica, as doengas cardiovasculares
(DCV) continuam a ser uma das principais causas de morte ainda no século 21 e a hipertensdo pode ser
considerada o principal fator de risco isolado a DCV (Go et al., 2014). Com uma prevaléncia de cerca de
30% em todo o mundo, a hipertensdo arterial (HA) aumenta cinco vezes o risco de sofrer um acidente
vascular cerebral debilitante (Doumas et al., 2014). Estima-se em cerca de 70.000.000 a prevaléncia de
hipertensdo somente nos Estados Unidos da América (Ritter & Neyses, 2003). Dados do Sistema Unico de
Saude (SUS) sinalizam que a hipertensdo arterial corresponde a 80% do atendimento médico da populagdo
brasileira ¢ mostram que as doencas cardiovasculares s3o a terceira maior causa de internagcdo apos os 60

anos (Jorge, 2011).

A HA consiste em um problema de saude em todo o mundo, devido a sua alta prevaléncia e
associagdo com o aumento da morbidade e mortalidade. A HA consiste em um fator de risco para morbidade
e mortalidade cardiovascular e ¢ uma das principais causas de doenca renal em estidgio terminal acometendo
7,1 milhdes de mortes por ano que podem ser diretamente atribuidos a falta de controle da pressdo arterial
(Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2010). Além disso, a HA constitui-se no fator de risco mais importante
para as doengas cardiovasculares tais como acidente vascular cerebral e enfarte do miocéardio (Raftopoulos et
al., 2014). A hipertensdo arterial ¢ também um importante fator de risco para doenga renal cronica, hipertrofia
ventricular esquerda e insuficiéncia cardiaca congestiva, além de encefalopatia, retinopatia, insuficiéncia
aguda descompensada cardiaca congestiva, disseccdo aortica e renal aguda (Vaughan & Delanty, 2000).
Ainda segundo os mesmos autores, vale ressaltar que a HA ¢ geralmente assintomatica até o surgimento das

complicagdes.
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Modificagdes no estilo de vida sdo geralmente benéficas na reducdo de varios fatores de risco
para doencas cardiovasculares, incluindo a HA. Embora as modifica¢des sustentadas na dieta e estilo de vida
saudadvel sejam dificeis de conseguir, "por parte do paciente" sua utilizacdo como opg¢ao de tratamento nao
medicamentoso tem sido amplamente descrita na literatura atual. De um modo geral a abordagem para todos
os doentes inclui a perda de peso para o paciente com excesso de peso, a atividade fisica regular, moderacao
do consumo de alcool, a modificagdo da injesta de sodio e gordura, aumento nos valores dietéticos de célcio,
potéassio, magnésio, vitaminas e fibras bem como a cessacdo do tabagismo. Em pacientes bem motivados a
mudan¢a no estilo de vida pode ser mais importante do que a escolha inicial do medicamento anti-

hipertensivo (Carretero & Oparil, 2000b).

Neste sentido, o exercicio fisico tem sido descrito como um importante fator no auxilio na
redugdo da pressao arterial bem como no tratamento e controle da obesidade o que por sua vez incide na
melhoria da tolerancia a glicose e do perfil lipidico (van Heerebeek et al., 2008, Borbely et al., 2009;
McKinsey and Olson, 2005). A compreensao da associagao do stress provocado pelo exercicio € os eventos
moleculares relacionados a HA parecem ser um importante caminho ao tratamento, visto que esta associagao
parece ser um consenso de terapia ndo medicamentosa apesar de permanecer pouco explorado com um

reduzido namero de trabalhos na literatura atual.

Numerosos fatores tém sido implicados na fisiopatologia de hipertensdo, como a ativagao do
sistema nervoso simpatico, regulacdo positiva do sistema renina-angiotensina-aldosterona (Zubcevic et al.,
2011). Além disto, evidéncias recentes sugerem que fatores cito imunocitarios, especialmente a fungdo das
células T alterada, também desempenham um papel no desenvolvimento de hipertensdo (Muller, Kvakan &
Luft, 2011) e que, a elevada biodisponibilidade de espécies reativas de oxigénio (ERO's), é o ponto comum a

todos estes processos (Montezano & Touys, 2012).

A relagdo entre as ERO's e a hipertensdo foi sugerida pela primeira vez por Romanowskia,

XV



Murray e Huston (1960), mas foi s6 a partir da década de 1990 que esta associa¢do tem sido investigada de
modo mais profundo. Desde entdo, o interesse crescente no estudo do comportamento mitocondrial e sua

relagdo com a hipertensao ¢ evidenciado pelo nimero crescente de publicagdes na area (Montezano & Touys,

2012).

Neste escopo a protedmica tem se mostrado um importante aliado no estudo dos processos
biologicos. (van Lieshout et al., 2010). Assim o estudo das diferentes combinag¢des que formam o repertorio
de proteinas dentro do organismo, mais especificamente nas mitocondrias do miocito cardiaco, torna-se um
mecanismo de grande valor pela possibilidade de prover respostas que poderdo auxiliar na compreensao dos
efeitos do exercicio sobre a hipertensdo arterial. A analise protedmica fornece a possibilidade de compreender
a fisiopatologia da doencga oferecendo nao s6 uma visao global do comportamento da mesma, mas também, a
chance de entender a especificidade das interagdes moleculares permitindo ainda o desenvolvimento de
novos candidatos a marcadores tanto para o diagndstico quanto para o proprio tratamento da doenga em seu

contexto bioldgico.

2 Revisao da literatura
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2.1 Hipertensao Arterial

A hipertensdo arterial (HA) consiste em uma condicao clinica multifatorial

caracterizada por niveis elevados e sustentados de pressdo arterial (PA). A HA pode estar associada a
alteracdes funcionais e/ou estruturais dos 6rgdos-alvo (coragdo, encéfalo, rins e vasos sanguineos) € a
alteracdes metabolicas, com consequente aumento do risco de eventos cardiovasculares fatais e ndo fatais
sendo considerado um dos mais importantes problemas de saitde publica (Sociedade Brasileira de
Cardiologia, 2010). A mortalidade causada por doengas cardiovasculares aumenta progressivamente com a
elevacdo da PA a partir de 115/75 mmHg de forma linear, continua e independente (Sociedade Brasileira de

Cardiologia, 2006).

A HA tem sido considerada uma das principais causas de morbidade e co-morbidade de uma
série de doencas do coracdo tais como o infarto, acidente vascular cerebral e a insuficiéncia cardiaca (IC),
(Carretero & Oparil, 2000a). Embora a hipertensao arterial seja facilmente diagnosticada e tratada, a mesma
tem sido comumente relegada a um plano secundario apesar de sua prevaléncia aumentar o risco da IC de
duas a trés vezes tornando-se responsavel por cerca de 30 % dos casos registrados de IC (Muntner et al.,

2010).

A HA pode ser classificada como secundaria, responsavel por 5% dos casos, quando se origina
de distarbios pré-existentes tais como doencas renais, aldosteronismo ou formas mendelianas da hipertensao,
e essencial (também conhecida como primdria ou idiopatica) responsavel por 95% dos casos, quando nao
coexistem as chamadas causas secundarias (Carretero & Oparil, 2000a). Segundo Elliott, Weir & Black,
(2000) o diagnostico da hipertensdo, que pode ser feito a partir de no minimo duas medi¢gdes em pelo menos
duas visitas subsequentes, ¢ de 90 mmHg para diatdlica e 140 mmHg para sistdlica.

Sua prevaléncia, aparentemente, ¢ maior em negros € homens, embora a menopausa apresente
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uma tendéncia a abolir essa diferenca (Whelton et al., 2002). Além disso, 0 mesmo autor cita ainda que o
status socioecondmico, que consiste em um indicador do estilo de vida, parece também influenciar a presenca
da mesma, visto que, hdbitos alimentares e o sedentarismo podem ser atributos associados a HA. Para
Wilkins et al. (2010) sua prevaléncia ¢ quase idéntica entre homens (19,7%) e mulheres (19,0%) e aumenta
com a idade, de 2% de 20 a 39 anos de idade e 53% dos 60-79 anos. Além disso, a HA consiste em um
transtorno heterogéneo, cujas causas ndo sao plenamente conhecidas. A influéncia genética na HA tem sido
sugerida por estudos que demonstram associacdes da PA entre irmaos e entre pais e filhos (25%) e gémeos
idénticos (65%). Além disso, fatores genéticos (e ambientais) parecem influenciar padrdes de comportamento

que podem levar a uma tendéncia a obesidade ou alcoolismo (Carretero & Oparil, 2000a).

A herdabilidade dos niveis de elevados niveis pressoricos tem sido estimada de 30% a 60% dos
casos de HA. Varios genes com grandes efeitos foram identificados em formas familiares de hipertensao,
incluindo o aumento da sensibilidade ao sédio. No entanto, estes paressem representar um papel
relativamente pequeno em relagdo a populacao em geral (Taal et al., 2012). Mutagdes em pelo menos 10
genes tém sido mostradas como influentes no comportamento pressorico através de um caminho comum: o
controle da reabsorcao de sal e 4gua pelos rins. Nestas mutagdes monogénicas raras (mendelianas) um tnico
gene ¢ o causador de grandes alteragdes no valor da pressdao arterial como a sindrome glicocorticoide
remediavel ou aldosteronismo. A sindrome de Liddle e a sindrome de aparente excesso de mineralocorticoide
parecem ser as formas mais importantes de elevagao da PA (Lifton, 1996). Exemplos destas anormalidades
sao: 1) a doenca de Liddle, devida a mutagdes nos genes que codificam a subunidade beta e gama dos canais
de sodio das células do nefron, aumentando a reabsor¢do de sddio; 2) o hiperaldosteronismo reversivel por
glicocorticoide, devido a fusdo de dois genes adjacentes do citocromo P450 produzindo uma aldosterona-
sintase funcional, sob o controle do ACTH; 3) o excesso aparente de mineralocorticoide, devido a mutacao

do gene da 11-betahidroxiesterdide desidrogenase tipo 2, com perda de sua funcdo inativadora do cortisol,
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levando a um aumento de mineralocorticoide intracelular. Todas sdo formas familiares de hipertensdo arterial

com renina baixa e hipocalcemia, de inicio precoce.

Dentre estes, o aldosteronismo primario (AP) ¢ um grupo heterogéneo de distarbios,
caracterizado pela secrecdo da aldosterona e concomitante inadequada supressao do seu principal regulador
fisiologico, o sistema renina-angiotensina (Monticone et al., 2014). O aldosteronismo tem sido descrito como
uma forma monogénica autossdmica dominante da HA na qual o controle da secrecao da aldosterona,
regulada pelo hormonio adrenocorticotrofico, pode ser modificada por um gene quimérico descrito nos anos
90. Este, por sua vez, provoca a diminui¢do da concentracdo de renina e aumento da concentragdao de
aldosterona plasmatica, responsavel pela alcalose metabolica com hipocalemia e aumento do volume

plasmatico (Lifton, 1996).

Nos tultimos anos com a utilizagdo de testes de facil aplicacdo e manejo observou-se que o
aldesteronismo ¢ a forma mais comum de hipertensdo secundaria (Monticone et al., 2014). Do mesmo modo
diversos estudos tém demonstrado extensivamente o papel prejudicial da aldosterona no sistema
cardiovascular resultando em uma maior taxa de danos em orgdos-alvo bem como sindrome metabolica em
comparagdo com individuos com HA essencial com perfis pressoricos semelhantes (Mulatero et al, 2013;
Savard et al., 2013). Aproximadamente 70% dos casos de HA s3o causados por hiperaldosteronismo de
origem idiopatica, enquanto os restantes 30% ocorrem principalmente devido a adenomas na glandula
adrenal e alguns subtipos raros como a hiperplasia adrenal unilateral e carcinomas adrenal (Else et al., 2014).
Até pouco tempo, o tnico subtipo de AP cujas bases moleculares eram claramente entendidas era o FH-I (ou
aldosteronismo remedidvel glicocorticdide) uma forma de hipertensdo monogenica transmitida como uma
heranca autossdmica dominante. A produgdo inadequada de aldosterona pode ser causada por um gene
hibrido que codifica a aldosterona sintase (Lifton, 1996) cujas principais caracteristicas clinicas sdo a

secrecdo de aldosterona ACTH-dependente, supressdo de renina e altos niveis de esterdides hibridos 18
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hidroxicortisol e 18-oxocortisol (Mulatero et al., 2004). Até recentemente, os estudos sobre AP estavam
centrados principalmente em variantes genéticas que poderiam potencializar a susceptibilidade para
desenvolvé-lo ou afectar o fenotipo clinico. Trés principais polimorfismos no gene CYP11B2 foram
identificados: ¢.344C>T a substitui¢do do promotor da regido; conversao de um intron do gene CYP11B2 em
substitui¢do da regido correspondente de CYP11BI1; uma unica substituicdo de nucledtidos no codon 173
(c.518A>L) que conduz a uma substituicdo de uma arginina por uma lisina (Mulatero et al., 2004).
Recentemente, polimorfismos em outros genes como KCNJ5 e HSD3f t€m sido associados a AP. Finalmente,
os polimorfismos em a-aducina (p.G460W) e do receptor B2 da bradicinina (p.C58T) afetam a pressdo
arterial em pacientes com AH presumivelmente devido as seus efeitos sobre o sédio renal (Mulatero et al.,

2004).

A sindrome de Liddle também pode ser considerada uma forma monogénica autossomica
dominante que resulta de mutagdes no canal de so6dio do epitélio renal, como resultado da eliminacao de 45 a
75 aminoacidos na extremidade carboxi-terminal das subunidades “b” ou “g”, o que leva a um aumento da
atividade do canal. Pode ser caracterizada pelo o inicio precoce da hipertensao com hipocalcemia e supressao
de atividade da renina plasmatica e da aldosterona, o que a diferencia do aldosteronismo (Carretero & Oparil,
2000a). Nos ultimos anos um grande nimero de estudos tem se concentrado na busca de possiveis
mecanismos moleculares que possam alterar geneticamente uma via especifica usando qualquer gene ou
associacao de genes como possiveis candidatos (Martinez-Aguayo & Fardella, 2009). Entretanto, nos dias de
hoje ¢ consensual que uma abordagem simples baseada em uma seqiiéncia génica s6 pode explicar
parcialmente o envolvimento do genoma na patogénese da HA, que deve ser considerada a partir de um
ponto de vista mais amplo, que envolve mecanismos epigenéticos que, apesar de sua herdabilidade, sao

potencialmente modificaveis por fatores ambientais (Wang & Snieder, 2010). A este respeito, o papel dos

varios mecanismos epigenéticos na regulacdo da expressdao génica emerge como um importante passo na
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dire¢do da compreensdo do desenvolvimento HA, dando luz a um papel mais articulado de mecanismos
hereditarios da génese da doenga ndo apenas relacionada a um Unico gene ou uma a sequéncia genenética

(Liang et al., 2013).

Além destes mecanismos, a metilagdo no ADN pode ser considerada a principal caracteristica
epigenética em cé¢lulas de mamiferos. Esta consiste na ligacao covalente de um grupo metil na posicao 50 de
uma citosina que ocorre principalmente dentro do dinucleotideo CpG (Liang et al., 2013). A disponibilidade
de grupos metil depende da quantidade de S-adenosilmetionina. O metil ¢ doador universal, necessario para a
fun¢do de metiltransferases especificas para reagdes de metilagao, incluindo o de ADN e ARN, e aqueles que
ocorrem na cauda da histona. O produto final de reac¢des catalisadas por metiltransferases ¢ S-
adenosilhomocisteina, que pode ser também um potente inibidor da atividade da enzima metiltransferase

(Bernstein, Meissner & Lander, 2007).

Poucos estudos avaliaram a metilagdo padrao do ADN e sua implicagdo na HA, muito embora,
o0 interesse sobre o papel genético nas doencgas cardiovasculares, incluindo a HA, tenha aumentado (Friso et
al., 2014). Considerando a importancia dos mineralocorticéides e glicocorticoides tais como a aldosterona e
cortisol no aparecimento e progressdo da HA, usando uma abordagem do gene-alvo, a aten¢do tem sido
dedicada aos receptores de mineralocorticdides. Um interesse especial tem sido dedicado a 11-beta-
hidroxiesteroide-desidrogenase tipo 2, cuja fungdo consiste em catalisar a desidrogenagdo de 11 beta-
hydroxiglicocorticoide para 11 keto-esterdides usando nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) como
cofator (Ferrari, 2000). Esta enzima catalisa a sua inativacdo do cortisol em cortisona. A perda da atividade
da 11-beta-hidroxiesterdide desidrogenase do tipo 2 pode levar a competi¢do pelo sitio de ligacdo dos
receptores de mineralcorticoides pelo cortisol o que provoca um aumento sensivel na reabsor¢do renal de

sodio, que por sua vez, resulta em aumento na pressao arterial.
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2.2 Obesidade

A obesidade que, devido a sua alta incidéncia e prevaléncia pode ser hoje, considerada um
importante problema de saude publica em paises industrializados atingindo proporgdes epidémicas,
especialmente a obesidade abdominal, apresenta uma alta correlacdo com HA sendo considerado o principal
fator acessorio associado a ela. O sobrepeso e a obesidade sdo a segunda principal causa evitavel de morte
nos Estados Unidos e em breve poderdo ultrapassar o tabagismo como a principal causa evitdvel de morte
(Surya et al., 2009). Estima-se que um ganho de peso de 10% seja responsavel por um aumento de cerca de 6
mm. Hg' na pressio arterial sistolica (Ashley & Kannel apud Carretero & Oparil, 2000b), sendo também
causa de aumento na resisténcia insulinica e diabete principalmente em individuos adultos, junto com a

hipertrofia ventricular esquerda, hiperlipidemia e doencga aterosclerotica (Noda et al., 2012).

A obesidade tem sido caracterizada pela varias anormalidades hemodindmicas e metabolicas,
incluindo um aumento no volume de sangue circulante e da resisténcia vascular sist€émica, que contribuem
para o desenvolvimento da HA, combinando volume e sobrecarga sanguinea (Rahmouni et al., 2004).
Tipicamente, através HA o aumento da resisténcia arterial periférica/pos-carga leva ao espessamento da
parede ventricular sem dilatacdo da camara, o que tem sido classificado como remodelamento concéntrico ou
como hipertrofia concéntrica do ventriculo esquerdo (VE). Por outro lado, a obesidade com elevado volume
de sangue circulante leva a um aumento da massa do VE via dilatagdo da camara sem um aumento
significativo da espessura da parede, um processo que pode ser referido como hipertrofia excéntrica do
ventriculo esquerdo (HEVE) (Milani et al., 2006). Os mesmos autores demonstraram que a padrdes
geométricos anormais no VE em pacientes obesos apresentaram uma correlagdo direta com a HA. Aumentos
de 10 kg de peso corporal foram associados a um aumento de 3 e 2,3mmHg, respectivamente, na pressao

arterial sistolica e diastolica o que traduz um risco aumentado de 24% no risco de infarto.

Apesar disto, estudos em populagdes hipertensas sugeriram que as situagdes extremas de
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obsidade e magreza apresentam prognosticos semelhantes de morte (Stamler, Ford & Stamler, 1991;
Wassertheil-Smoller et al., 2000; Uretsky et al, 2007). Estes estudos sugerem que embora obesidade seja um
fator de risco para a HA e HEVE, pacientes hipertensos obesos t€m um melhores prognostico que pacientes
muito magros. Tem sido postulado que menor resisténcia vascular sistémica e menor atividade da renina
plasmatica em pacientes hipertensos obesos em comparagdo a pacientes hipertensos mais magros podem

explicar isto, a0 menos em parte.

A relagao entre HA e a obesidade pode nao ser restrita somente a obesos morbidos, mas pode
ser continua ao longo de toda a gama de sobrepeso corporal e apresenta uma associagao direta desde a
infancia a idade adulta (Park et al., 2013). Entretanto, o mecanismo pelo qual a obesidade provoca
incrementos na PA nao foi ainda totalmente entendido. Sugere-se que o aumento volume corporal parece
estar associado ao aumento no volume plasmatico e do débito cardiaco. A associagdo com HA reside no fato
de que, quando ambos sdo reduzidos pela perda de peso, tanto em individuos normotensos quanto

hipertensos, ocorre um decréscimo da PA (Rocchini et al., 1989).

2.3 Hipertrofia do miocardio

Viarios estudos tém descrito a contribui¢do das varias alteragdes responsaveis pelo decréscimo
da capacidade circulatoria do coracdo, dentre elas: a reprogramacgdo genética, que se assemelha ao perfil do
coragdo encontrado durante o desenvolvimento fetal, promovendo a hipertrofia basolateral e concomitante
ativacdo das vias de sinalizacdo intracelular que conduzem a disfun¢do mitocondrial; alteragdes da
arquitetura sarcomérica; modificagdo das concentragdes de calcio no meio intracelular; aumento da
vulnerabilidade celular levando a necrose ou apoptose celular; aumento da matriz extracelular; reducdo de
capilarizagdo; isquemia; disritmia e, principalmente, disfun¢do hemodinamica (sistolica ou diastolica) (Lips
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et al., 2003).

A hipertrofia cardiaca pode ser definida como um mecanismo de adaptacdao, em resposta a
diversos estimulos como o aumento do débito cardiaco decorrente da necessidade metabolica imposta pelo
exercicio fisico; anemias e fistulas arteriovenosas; aumento da carga pressorica ou de volume que pode
ocorrer em fung¢do da hipertensdo arterial e ainda, de modo idiopatico, mesmo quando nao existem

sobrecargas significativas e por mecanismos intrinsecos de natureza genética (Mill & Vassallo, 2001).

O processo de hipertrofia dos cardiomidcitos provavelmente permite o aumento basolateral do
ventriculo sem, no entanto, modificar a relagdo do contetido celular, como por exemplo, o nimero de
mitocondrias pré-existente. (Lips et al., 2003). Os miocitos cardiacos apresentam dois tipos de crescimento
sendo o um pela adi¢do de sarcomeros em série e outro em paralelo. A adicdo de sarcomeros, em série,
permite que a célula aumente de comprimento, ocorréncia principal nas hipertrofias excéntricas e, a adi¢ao
em paralelo, aumenta a sec¢do transversa das células, ocorréncia principal nas hipertrofias concéntricas

(Figura 1) (Russel et al., 2000 apud Mill & Vassallo, 2001).

Hipertrofia excéntrica Coragdo normal Hipertrofia concéntrica

/\ /\
O ©

E==E1 e =

o>

’|

-

SarcOmeros SarcOmeros
adicionados em série adicionados em
paralelo

Figura 01. Organizagao esquematica dos tipos de hipertrofia cardiaca.
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Os estimulos que incidem na adaptagdo morfoldgica nos miocitos cardiacos podem ser
divididos em dois tipos: extrinsecos, causados, por exemplo, pela HA que provoca a hipertrofia concéntrica
caracterizada por espessamento das paredes miocardio sem uma significativa dilatagcdo cavitdria ou a anemia,
responsavel pela hipertrofia excéntrica como resposta ao aumento da sobrecarga volémica sobre o ventriculo
esquerdo que, por sua vez, provoca espessamento das paredes em conjunto com o aumento do diametro da
cavidade (Lorell & Carabello, 2000); estimulos intrinsecos envolvem mutacdes genéticas que codificam
proteinas sarcoméricas contrateis ou em genes que codificam componentes do citoesqueleto celular bem
como genes que sao responsaveis por proteinas mitocondriais, associados a alteracdes e metabolicas (Bauml

& Underwood, 2010).

Assim, em consequéncia de processos patologicos como a HA, acontece a chamada hipertrofia
compensatoria ventricular esquerda (HCVE) qu,e acompanhada da redug¢ao do volume eje¢ao pode promover
a ativagdao de mecanismos compensatorios que podem induzir a remodelacao da camara ventricular podendo
evoluir a congestao pulmonar e edema periférico (Chen et al., 2012). Vale ressaltar que os fibroblastos
representam cerca de 70% do nimero total de células no coragdo, influenciando diretamente, a complacéncia
da parede ventricular o que pode em alguns casos, provocar uma maior dificuldade no processo de
relaxamento do miocardio, levando ao aparecimento da insuficiéncia diastolica (Eghbali et al., 1991, Funck

etal., 1997).

Em outras hipertrofias, como a provocada pelo exercicio, as caracteristicas do estroma celular
ndo se alteram e, consequentemente, ndo ocorre prejuizo funcional (Mill & Vassallo, 2001). A HCVE
consiste em um dos fatores predisponentes a IC associados a hipertensdo arterial sendo considerado um
poderoso preditor independente de morbidade e mortalidade cardiovascular (Gosse, 2005). A HCVE induzida
pela hipertensdo arterial tem sido caracterizada pelo aumento da espessura da parede do ventriculo esquerdo

em funcdo da pos-carga determinada pela maior resisténcia a abertura da valva aodrtica em decorréncia da
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maior pressdo arterial. Enquanto a prevaléncia de HCVE aumenta com a gravidade da hipertensdo, outros
fatores podem contribuir para a manutengdo deste estado tais como o aumento da descarga simpatica e o

sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) (Andersson et al., 2012).

A atual concepgdo afirma que o coragdo pode ser capaz de aumentar sua eficiéncia
hemodinamica por meio do crescimento dos cardiomidcitos, assim a hipertrofia cardiaca pode ser descrita
como o aumento da massa miocardica em decorréncia do esforco, no caso da IC, com o objetivo de aliviar a
elevacao no estresse cavitario (Lips et al., 2003). De acordo com a Lei Laplace, que diz que o estresse na
parede do ventriculo pode ser diretamente proporcional ao raio cavitario e a pressao intracavitaria, enquanto ¢
inversamente proporcional a espessura desta parede, o estresse na parede ventricular provocado pelo pos-

carga estimula a hipertrofia cavitaria na tentativa de reduzir o estresse de parede (Mill and Vassallo, 2001).

2.4 Hipertensao arterial e insuficiéncia cardiaca em modelos animais

2.4.1 Ratos Zucker

A sindrome metabolica (SM) ¢ definida como a coexisténcia de obesidade visceral,

dislipidemia, hiperglicemia, hipertensao (Alberti, Zimmet & Shaw, 2005; Alberti et al., 2009) estando bem
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estabelecido na literatura atual como um dos principais fatores de risco para doengas cardiovasculares (Malik
et al., 2010). Além disso, a SM pode ser considerada um estado precursor direto do diabetes mellitus tipo 2
(DM2) e doencas cardiovasculares (Grundy, 2012) afetando grande parte da populacdo mundial de todas as

idades, desde criangas a idosos de ambos os sexos (Cameron, Shaw & Zimmet, 2004).

Ratos Zucker (Figura 02) sdo amplamente investigados e estdo entre os melhores modelos para
o estudo da SM, pois possuem uma mutagcdo no receptor de leptina (fa/fa), um peptideo sintetizado nos
adipocitos associado a sensacdo de saciedade bem como a super expressdo de grelina outro peptideo
associado a sensacdo de fome. Estes animais ja apresentam obesidade na idade de 3-5 semanas e em
aproximadamente 14 semanas aproximadamente 40% de sua massa corporal total ja ¢ gordura (Mendizabal,
Lorens & Nava, 2013). Sua mutagao foi descoberta em 1961 por Zucker & Zucker, conduzindo a um modelo
recessivo mendeliano que leva estes animais além da obesidade a hiperlipidemia e hipercolesterolemia

(Kava, Greenwood & Johnson, 1991).

Este modelo também tem sido muito utilizado no estudo do diabetes mellitus tipo 2 (DM2),

pois o fendtipo expresso ¢ muito semelhante aos dos seres humanos. Nestes roedores,

xXxvii



Figura 02. Animal apresentando sindrome metabdlica Zucker (fa/fa).

a intolerancia a glicose geralmente se desenvolve por volta de oito semanas de idade, seguida por
hiperglicemia ostensiva até¢ 12 semanas (Kiralya et al., 2007). Em estudo recente Sarkozy et al., (2013)
descreveu a diminui¢do da expressdo de genes relacionados a sintese de proteinas da membrana da matriz
mitocondrial do midcito cardiaco (ATPase Na’/K") em comparagdo ao controle ndo sindromico de ratos.
Além disso, os mesmos autores citam ainda uma a regula¢do negativa de componentes da matriz celular
como a miosina IXA, colageno tipo XXIV e aumento na regulagdo da espectrina -3 e agrecano 1. Takatsu et
al. (2013) descrevem um aumento no estresse oxidativo no rato Zucker com um aumento da expressdo das
subunidades da NADPH-oxidase que desempenham um papel central na disfuncdo endotelial sugerindo que

este aumento pode ser associado a obesidade nestes modelos de SM.

Em outro estudo, analisando o comportamento mitocondrial, foi demonstrado uma significativa
diminui¢do na via apoptotica apés 12 semanas de treinamento fisico, com aumento de uma resposta anti-
apoptotica pelo aumento da expressao de Bel-2 e diminuicdo da expressdo das proteinas pro-apoptoticas Bax,
Bax/Bcl-2, caspase 9 e 3 quando comparado com o grupo de obesos sedentarios (Lee et al., 2013). Os
mesmos autores sugerem que o aumento das vias apoptdticas pode estar associado a obesidade e o exercicio

altera este comportamento pela modificagdo do fenétipo da obesidade no midcito cardiaco.

2.4.2 Ratos SHR

A causa mais comum da hipertensdo arterial em seres humanos consiste na chamada
hipertensdo essencial (Carretero & Oparil, 2000a). Sua causa pode ser uma composi¢do de multiplos genes,

cada qual com efeito alélico e penetrancia distintos. Deste modo um modelo experimental para o estudo da
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hipertensao essencial ndo pode ser explicado por um tnico defeito genético (Lerman et al., 2005).

Desta forma desde o seu desenvolvimento, o modelo de hipertensao mais utilizado tem sido o
rato SHR (Spontaneous Hypertensive Rat), (Figura 03) descendentes do cruzamento de um macho de Wistar
heterogénicos, de constituicdo genética variada, com hipertensdo espontdnea e uma fémea com pressao
sanguinea elevada de uma colonia em Kyoto, Japao (Okamoto and Aoki, 1963, Doggrell and Brown, 1998).
Através da procriacdo consanguinea obteve-se uma linhagem geneticamente homogénea de ratos hipertensos

como potencial poligénico, que ndo necessariamente compartilham os mesmos genes da hipertensdao humana

(Lerman et al., 2005).

Figura 03. Animal SHR (Spontaneous Hypertensive Rat).

Seu uso tem sido disseminado ao longo das ultimas décadas, fato este que se deve
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principalmente a similaridade de sua manifestagdo hipertensiva com a hipertensdo essencial do homem
(Okamoto and Aoki, 1963) e apresentam muitas caracteristicas secundarias as lesdes hipertensivas, tais como
a hipertrofia ventricular esquerda e a insuficiéncia cardiaca caracteristicas estas, que permitem o estudo
reprodutivo das principais consequéncias da hipertensdo arterial (Fazan Jr, 2001). Segundo os mesmos
autores, no entanto, deve-se levar em consideragdo que parece ser improvavel que ambas as expressoes (rato
e ser humano) sejam idénticas sob a 6tica genética, em que pese a origem poligénica de ambos e as diferentes
influéncias do meio ambiente e, também que, sendo o controle cardiocirculatorio multifatorial, certos

mecanismos pressores podem nao ser CXPpreSsos a0 mesmo tempo.

Os ratos SHR sao pré-hipertensos para as primeiras 5 a 8 semanas de vidas com pressao arterial
sistolica em torno de 100 a 120 mmHg (Adams et al., 1989 apud Fazan Jr, 2001), ja apresentando um nivel
pressorico que pode ser considerado como HA espontdnea entre a 7° ¢ a 15" semanas. Alguns autores
consideram ainda que o apice pressorico deve ser atingindo entre a 20* e 28% semanas de vida, nao havendo
influéncia sexual nesse desenvolvimento (Yamori, 1984 apud Fazan Jr, 2001). O mecanismo indutor da HA
nestes animais ainda nao esta totalmente elucidado. A hipertensdo do SHR adulto parece estar relacionada ao
aumento da resisténcia vascular periférica (Dickhout and Lee, 1997). Entretanto a resposta do SRAA pode
ser sugerida como possivel mecanismo de indugdo no cérebro (Fliser et al., 1998). Sabe-se, no entanto, que
alteragdes dietéticas de sodio e cloreto ndo sdo responsaveis por modificagdes na resposta pressorica.
Recentes estudos demonstraram que nos animais SHR's as alteragdes das propriedades funcionais precedem o
desenvolvimento da hipertensao arterial e que aparentemente a redugdo da complacéncia e distensibilidade
vascular podem resultar em hipertrofia da camada média vascular o que por sua vez, aumenta a resisténcia
vascular periférica total (van Gorp et al., 2000, Komolova et al., 2012). Além disto, como ja citado
anteriormente, a causa mais comum da hipertensdo arterial em seres humanos consiste na chamada

hipertensao essencial. Sua causa pode ser uma composicao de multiplos genes, cada qual com efeito alélico e
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penetrancia distintos (Carretero & Oparil, 2000a).

Deste modo um modelo experimental para estudo da hipertensdo essencial, ndo pode ser explicado por um
unico defeito genético. Este modelo deve apresentar semelhangas fisiolégicas hemodinamicas e anatdmicas,
bem como, desenvolver as consequéncias da doenga ao mesmo tempo ou até mesmo mais rapidamente que o
ser humano (Blanc et al.,, 2000, Leman et al., 2005). Dois genes, o BPSP-1 ¢ o BPSP-2, localizados
respectivamente no cromossomo 10 e X, estdo envolvidos na variagdo da pressdo arterial nestes animais
(Hilbert et al., 1991). Os mesmos autores sugerem uma correlacdo com o mapa genético humano, pois ha
indicios que o BP/SP-1 reside no cromossomo 17q, que consiste em uma regido que contém o gene da ECA

(Enzima de Conversao da Angiotensina).

Muitos estudos tém definido SHR como um excelente modelo para investigar, além da HA, a
fisiopatologia da hipertrofia cardiaca em decorréncia da HA (Okamoto and Aoki, 1963, Schuman et al.,
2011). Estes animais apresentam também, juntamente com o desenvolvimento da HA, uma progressiva
hipertrofia cardiaca, sem modificacdo do débito cardiaco até que nos estagios finais onde a func¢do cardiaca
comeca a ser comprometida e 0 mesmo comega a apresentar uma reducdo em fun¢do de uma insuficiéncia

cardiaca congestiva (Kapur et al., 2010).

Porém, podem-se encontrar também autores que descrevem a igualdade de comportamento da
frequéncia cardiaca entre o modelo SHR e Wistar (Markova, 2010). Em uma interessante revisao da
literatura, Pinto, Paula & Gantena, (1998) demonstraram que o rato SHR, até o inicio deste século, era o
modelo mais frequentemente usado em estudos da hipertensdo arterial. A despeito deste fato, a etiologia da

hipertensao arterial neste modelo ainda nao estd completamente elucidada.
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2.5 A mitocondria e sua influéncia no desenvolvimento da HA

Acredita-se que somente ha cerca de dois bilhdes anos atras, com o rapido aumento da tensao
do oxigénio na atmosfera do planeta (de 1 a mais de 15% dos niveis atuais em menos de 200 milhdes anos),
as mitocondrias surgiram como organelas em eucariontes primitivos (Holland, 1994 apud Kurland and
Andersson, 2000). Sabe-se ainda que o sistema respiratorio foi um sistema enzimatico anterior a sua
introducao em organismos eucariotos, segundo a teoria endosimbidtica, que ganhou for¢a com o trabalho de
Lynn Margulis na década de 70 (Margulis, 1970). A descoberta do genoma mitocondrial e os resultados das
reconstrugdes filogenéticas com sequéncias de RNA ribossomal, bem como para algumas proteinas reforgou
a confianga nessa teoria onde uma proteobacteria se fundiu a um organismo eucarioto (Gray & Doolittle,

1982; Yang et al., 1985).

Os primeiros registros de estruturas intracelulares, que provavelmente representam
mitocondrias sdo de 1840, apenas alguns anos apds a descoberta do ntcleo da célula. Em 1890 Altmann
demonstrou a ocorréncia generalizada destas estruturas as quais chamou "bioblastos" sugerindo que estes
eram organismos elementares com fungdo vital para a sobrevivéncia da célula. O nome mitocondria foi
introduzido em 1898 por Benda, originado do grego, mitos, fio, e chondros, cartilagem, referindo-se ao

aparecimento destas estruturas durante a espermatogénese (Ernster & Schatz, 1981).

As mitocondrias sdo organelas, com aproximadamente 1 pum de tamanho, encontradas no
citoplasma de quase todas as células e que podem responder por cerca de 50% do volume de um tnico
cardiomiocito (Rosca and Hoppel, 2010). Sua estrutura pode ser dividida em compartimentos por um sistema
de duas membranas. A membrana externa que separa o citoplasma do compartimento intermembranar ¢ a
membrana interna que separa o compartimento intermembranar da matriz mitocondrial (Fosslien, 2003).

Ainda para o mesmo autor, proteinas especializadas na membrana interna estdo envolvidas na coordenagao

XXx11



dos mecanismos relacionados ao suprimento da demanda energética da célula.

Na ultima década estudos sobre mitocondrias demonstraram que estas organelas multifacetadas
ndo sdo somente essenciais para manuten¢do da fung¢do miocardica normal, mas também podem estar
envolvidas em vérias doencas cardiacas, como a HA em fun¢do do aumento da producdo de espécies reativas
de oxigénio (ERQO's). Entretanto, muito embora o estresse oxidativo ndo possa ser considerado como a tnica
causa da hipertensdo, ele amplifica a elevagdo da pressdo arterial na presenca de outros fatores como o

aldosteronismo e hiperatividade simpatica (Montezano & Touys, 2012).

O aumento da resisténcia vascular periférica ¢ sob o ponto de vista fisioldgico, o responsavel
pela adaptacdo da maquinaria contratil (Montezano & Touys, 2012). A maioria dos estudos que se propde a
avaliacdo das mudangas na expressdo proteica da hipertrofia cardiaca focaliza a maquinaria celular estrutural
e contratil, entretanto, os mecanismos adaptativos a compensa¢ao bioenergética parecem ser igualmente

participativos na integracdo da adaptacao cardiaca de um modo geral (Heusch et al., 2014).
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Figura 04. Figura esquematica de uma mitocondria.

A ligacdo entre estresse oxidativo e HA foi inicialmente sugerida no inicio da década de 90

tanto em seres humanos quanto em modelos animais SHR, onde precede o desenvolvimento da propria

hipertensdo (Nakazono et al., 1991; Fukai et al., 1997). A maioria das ERO’s intracelulares, incluindo

superoxido, radicais hidroxila e o peréxido de hidrogénio (H»0,), pode ser gerada como subprodutos da

sintese de ATP em reagdes colaterais do oxigénio com enzimas que formam os complexos I e III na

membrana da matriz mitocondrial, e estes radicais superoxidos podem reagir com o 6xido nitrico (ON)

formando peroxinitrito, uma espécie de radical livre altamente reativo e potencialmente deletério (Marin-

Garcia et al., 2013). A resposta aumentada de ERO's nas células do musculo liso vascular, em modelos

experimentais, pode estar associada ao aumento da resisténcia vascular que por sua vez apresentam grande

correlacdo com aterosclerose e HA. Estudos em humanos correlacionando ERO's e hipertensdo nao
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apresentam indicativos positivos desta relacdo (Montezano & Touys, 2012). Além das ERQO’s, o papel das
proteinas mitocondriais parece ser extremamente contundente e, a determinagdo do proteoma mitocondrial e
suas alteragdes associadas a HA podem ser um proeminente caminho para futuras intervengdes terapéuticas

(Hollander et al., 2011).

As vias de apoptose mitocondriais encontram-se significativamente aumentadas em tecidos
cardiacos de modelos obesos sugerindo que as mitocondrias dos cardiomiocitos sdo responsaveis pela origem
e a propagacdo de arritmias cardiacas associadas geralmente, ao niimero de canais idnicos de Ca*" na
membrana mitocondrial interna (Lu et al., 2007). Nos cardiomi6citos o desacoplamento mitocondrial induz a
mudangas na manipulagdo de Ca*" que estdo correlacionadas a expressdo diminuida da calsequestrina. Este
desacoplamento parece aumentar a producdo de espécie reativas de oxigénio/nitrogénio. Uma reducdo nesta
formagdo restaura a expressdo da calsequestrina e as cascatas intracelulares de sinalizagdo do Ca*" (Bugger et

al., 2010).

As propriedades quimicas do Ca** e o seu papel na ligagdo de moléculas complexas, tém sido
muito discutido. Algumas destas ligagdes ocorrem com proteinas contrateis, reguladoras, ou envolvidas em
processos de transporte (Saris & Carafoli, 2005). A captagdo de Ca*" nas mitocondrias foi inicialmente
descrita no inicio dos anos 60. Desde entdo, tem sido postulado que o Ca*" mitocondrial é responsavel por

desempenhar um papel central na fisiologia e patofisiologica celular (Hoppe, 2010).

O influxo de Ca®" originario do citosol controla, dentre outras a¢des, a taxa mitocondrial de
producdo de ATP, e ativa trés desidrogenases acopladas ao ciclo de Krebs (piruvato desidrogenase, isocitrato
desidrogenase e "»-cetoglutarato desidrogenase). Outros locus dentro da cadeia de transporte de elétrons, o
FOF1ATPase e a adenina nucleotideo translocase também tém sido sugeridos como Ca*" dependentes
(McCormack, Halestrap & Denton, 1990; Yi, Weaver & Hajnoczky, 2004). Além disso, a captagdo de Ca**

regula a motilidade e morfologia mitocondrial e pode desencadear a morte de células (Kettlewell, 2009).
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A principal via de influxo de Ca*" na membrana mitocondrial sdo os canais i6nicos- voltagem
dependente (voltage-dependent anion chanell - VDAC). Estes canais permitem o influxo de Ca*" a partir do
reticulo endoplasmético (RE) podendo induzir ao aumento da permeabilidade e consequente morte celular.
Constituem-se na proteina mais abundante na membrana externa da mitocondria (também conhecido como
porina), sendo também responsavel pelo transporte eficiente de ATP/ADP para fora da mitocondria. A familia

VDAC consiste de trés isoformas que exibem a mesma homologia funcional (Baines, 2010).

O VDAC apresenta uma dupla capacidade permitindo hora a livre difusdo hora exerce um
rigido controle da permeabilidade do Ca** na membrana mitocondrial externa. O influxo de Ca*" na
membrana da matriz mitocondrial é rigidamente controlado visando a manuten¢do de um alto potencial de
sintese de ATP (Hoppe, 2010). Além disto, alguns autores relatam a necessidade do VDAC como parte
integrante dos poros de transi¢ao mitocondriais (PTM). Os PTM's sdo estruturas inespecificas que abrangem
ambas as membranas mitocondriais, que foram descritos a mais de trinta anos (Hunter, Haworth & Southard,
1976), tem sua abertura induzida por Ca** ¢ ERO's, 0 que por sua vez, permite a entrada de adgua levando a

distensdo da membrana até sua ruptura (Baines, 2010).

Outro aspecto mitocondrial importante consiste na modificagdo do substrato energético
predominante em cardiomidcitos em funcdo dos aspectos deletérios, como por exemplo, a insuficiéncia
cardiaca (IC), comumente condicionada a HA. A remodelacao do cardiomidcito conduz a uma inabilidade de
oxidar os acidos graxos, causada em parte pela diminuicdo da expressdo das enzimas envolvidas neste
processo em contraposi¢do ao aumento da expressdo de proteinas envolvidas na via glicolitica bem como do
ciclo tri carboxilico (Wang et al., 2009). Uma mudanca da utiliza¢do de &cidos graxos livres (Karlson et al.,
1999) como fonte predominante de energia para os cardiomidcitos, para a utilizagdo de glicose (Stanley and
Samson, 2002; Frey and Olson, 2003). Apesar da evidente importancia destas mudangas metabdlicas os

mecanismos envolvidos permanecem ainda obscuros. Os processos associados a sintese de ATP, as
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consequéncias na mudanga do substrato energético a ser utilizado e a potencial reversibilidade destes

processos na IC permanecem, em grande parte, incognitos (Turer et al., 2010; Marin-Garcia et al., 2013).

Assim o estudo do protedma mitocondrial tem sido um crescente foco de pesquisa dentro de
diversas areas biologicas durante os ultimos quarenta anos. A identificacdo de processos bioquimicos em
nivel molecular e a elucidacdo de seu relacionamento as membranas celulares sdo vitais para a compreensao

de algumas doengas, incluindo a HA.

2.6 Protedomica mitocondrial

O termo proteoma, que pode ser definido como um equivalente de gendma para as proteinas, foi
cunhado por Marc Wilkins no Siena Meeting de 1994 (Wilkins, 2010) e inicialmente usado para descrever a
totalidade das proteinas codificadas pelo genoma (Vivanco et al., 2003, Shishkin et al., 2004). Para os
mesmos autores este termo engloba ainda, a identificagdo da funcdo, modificagdes poOs-traducionais,
interagdo, localizagdo, atividade e estrutura tridimensional, dentre outros, a partir dai, surge entdo a

protedmica.

O sequenciamento do genoma mitocondrial humano, em 1981, foi um marco na busca pela
compreensdo de sua importancia biologica, além da sintese de ATP, dando origem as investigagdes a respeito
das mutagdes responsdveis por transtornos hereditdrios de origem materna desde entdo, mais de 150

mutagdes tém sido associadas as sindromes hereditarias (Bankier et al., 1981 apud Calvo and Mootha, 2010).

Sem davida, uma das grandes consequéncias desta decodificacdo consistiu na descoberta de que
o DNA mitocondrial pode ser responsavel por uma pequena fracdo do protedma da organela (cerca de 1%),

sendo estas proteinas os principais componentes da cadeia respiratéria. Todo o restante das proteinas
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mitocondriais ¢ codificado pelo genoma nuclear e requer uma complexa e coordenada maquinaria de

importacdo (Kurland and Andersson, 2000).

A pesquisa atual do proteoma mitocondrial se concentra principalmente em dois aspectos: 1) o
perfil do protedma mitocondrial, que envolve a identificagdo de todos os componentes mitocondriais de uma
unica amostra e suas modificagdes pos-traducionais com o objetivo de criar um banco de dados completo e;
2) a protedmica mitocondrial comparativa, que envolve a identificacio de proteinas mitocondriais
diferencialmente expressas em amostras de doencgas, fornecendo assim informagdes para compreender ainda
mais os mecanismos moleculares das mesmas (Chen et al., 2012). O primeiro protedma mitocondrial foi
elucidado em 1998, utilizando a placenta humana, por meio de técnicas de centrifugacdo diferencial,
eletroforese bidimensional (2D-E) seguida da identificagdo por PMF (peptide mass fingerprinting) onde
foram identificadas 46 proteinas (Rabilloud et al., 1998). Estima-se que existam cerca de 1500 proteinas
mitocondriais, dentre isoformas e diferentes espécies, resultado de modificagdes pos-traducionais (Anderson

et al., 2012; Kirkwood et al., 1986).

A identificacdo e classificacdo funcional da maioria ou, mesmo de todos estes polipeptidios
representaria uma inestimavel contribui¢do ao conhecimento humano. Estudos iniciais, realizados com
bidpsias de individuos portadores de IC demonstraram importantes resultados, utilizando a eletroforese
bidimensional (2-DE) e cromatografia liquida associada a espectrometria de massa (LC-MS/MS). Este estudo
demonstrou diferentes expressoes proteicas das quais, seis enzimas mitocondriais envolvidas no metabolismo
energético foram menos expressas em pacientes com sindrome IC quando comparados a pacientes saudaveis
(Hollander et al., 2011). Utilizando ainda as mesmas técnicas, Urbonavicius e cols. (Urbonavicius et al.,
2009), demonstraram evidéncias que esta diminuicao pode provocar uma redu¢do na capacidade de sintese de
ATP no midcito cardiaco de pacientes com IC em até 35%. No coragdo adulto normal, o metabolismo

aparentemente ¢ predominantemente oxidativo com pequena participagdo glicolitica. Rosca, (2008)
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utilizando a eletroforese unidimensional BN-PAGE (Blue Native Poliacrilamide Gel Eletrophoresis)
demonstraram uma mudanga de substrato energético predominante na sintese de ATP, com a diminui¢do da
expressdo das proteinas envolvidas principalmente na oxidacdo de 4cidos graxos (Acil-CoA sintetases,
responsaveis pela sintese de CoA, etapa chave na oxidacdo completa) e as proteinas do complexo III, IV e V,
responsaveis pela manuten¢do do gradiente protonico. Estes resultados sugerem uma diminuicdo na
capacidade oxidativa em contraposi¢do ao aumento das enzimas glicoliticas e do ciclo tricarboxilico (TCA)

que em condic¢des normais sdo responsaveis por somente 10% da total de ATP sintetizado.

Turer e cols. (2010) destacam ainda que o estado energético pode ser significativamente
alterado na HA, envolvendo limitagcdes em todas as vias de sintese de ATP na mitocondria. Estudos recentes
apontaram a redu¢do da méaxima taxa do consumo do oxigénio em mitocOndrias isoladas, em modelos
experimentais de HA. Uma das possiveis causas para este decréscimo consiste no declinio no nivel de

expressao de fatores cruciais envolvidos na biogénese mitocondrial.

Por outro lado em estudos utilizando eletroforese bidimensional tém sido demonstrados niveis
conservados das enzimas mitocondriais durante a recuperacdo de processos isquémicos do miocardio,
sugerindo um importante papel do proteoma mitocondrial durante a revasculariza¢do (Folmes et al., 2010).
Mudancas no mecanismo contratil parecem estar associadas ao decréscimo de calsequestrina 2 (CASQ2),
uma proteina de membrana associada a regulagdo do Ca*" sarcoplasmatico. CASQ2 pode ser expressa
normalmente, em niveis constantes, durante toda a vida. O aumento nos niveis celular de Ca* devido a esta
deficiéncia mitocondrial pode contribuir para o desenvolvimento de arritmias e morte subita em individuos
com taquicardia ventricular catecolaminérgica polimérfica (CPVT) (Hanninen et al., 2010). Estudos
experimentais sugerem aumentos na producdo ERO's como anions do superdxido e radical hidroxila em
portadores de IC. Estes por sua vez causam a oxidacdo de fosfolipidios e proteinas da membrana e estdo

envolvidos, em escala larga em lesdes isquémicas (Chen et al., 2012). Os efeitos danosos dos radicais livres
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de oxigénio podem ser atenuados por agentes nao oxidantes como a superéxido dismutase (SOD), glutationa

peroxidase (GSHPx) (Adlam et al., 2005).

Baseler et al. (2011) analizaram proteinas mitocondriais sub-sarcolemais (SSM) e intra-
miofibrilares (IMF) de modelos diabéticos encontrando significativas diferengas em proteinas associadas a
oxidacdo de lipideos. A anélise com iTRAQ, uma técnica que permite a identificagdo de proteinas através de
marcagdo com radioisétopo radioativo, revelou a reducdo da expressdo de 10 proteinas IMF e 10 SSM.
Curiosamente, a carnitina palmitoiltransferase-1, uma proteina da membrana externa da mitocondria que
medeia o transporte de acidos graxos de cadeia longa, foi significativamente aumentada no SSM e sub
expressa IMF. O mesmo estudo, utilizando iTRAQ, revelou ainda 14 proteinas da cadeia de transporte de
eletrons IMF com a expressdo diminuida quando comparadas ao grupo controle ndo diabético destas, 5

estavam aumentadas no grupo SSM quando comparadas ao controle ndo diabético (Baseler et al., 2011).

Utilizando SDS-PAGE para analise de proteinas mitocondriais do ventriculo esquerdo de
animais SHR com idades entre 4 e 6 semanas, Tang e cols. (2014), descreveram uma sensivel diminui¢cdo das
proteinas associadas aos complexos mitocondriais I e II e da ATP sintase em quando comparados com
controle wistar. Outro achado interessante foi a aparente estabilidade na expressdo VDACI, que ndo

demonstrou diferencas entre os grupos SHR e controle (Tang et al., 2014).

Mais recentemente, Littlejhons e cols. (2014), utilizando a combinacdo de identificacdo de
peptideos marcados isobaricamente ¢ nano LC-MS/MS, analisaram proteoma mitocondrial de modelos
animais ndo obesos submetidos a uma dieta rica em gordura demonstrando um aumento de 5 vezes na
expressdo da catalase que atua na diminui¢do da concentracdo de perdxido de hidrogénio (H,O,). Este
achado, acompanhado da diminuicdo da expressdo da superdéxido desmutase 2 (SOD-2) parece estar
associado a um pior desempenho cardiaco, sugerindo que uma dieta rica em gordura em individuos nao

obesos parece conduzir a uma incapacidade de adaptacdo a este tipo de condig¢do encontrada, por exemplo,
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durante a sobrecarga pressorica. Outro dado importante descrito pelos mesmos autores foi que, apesar da
dieta rica em gordura, as mitocondrias mantiveram a capacidade de oxidar diferentes tipos de substratos a
partir da presenca da piruvatodesidrogenase com semelhante expressdo no tratamento e controle (Littlejhons

et al., 2014).

Tingting e cols. (2014) usando LC"CMS/MS encontraram cerca de 500 proteinas em modelos
de IC induzidos por ablagdo aortica. Das proteinas identificadas 31 apresentavam diferencas significativas,
15 super-expressas e 16 sub-expressas. As principais diferencas foram descritas nas proteinas do ciclo de

Krebs (Tingting et al., 2014).

A acetilagdo de proteinas ¢ uma importante modificagdo pos transcricional tendo um papel
crucial na conservacdo destas. Em um estudo avaliando a acetilagdo e desacetilacio de proteinas
mitocondriais Phlip e cols. (Philip et al, 2014), usando a andlise proteomica gel/ free (LC-MS/MS)
identificaram a acetilagdo de 31 proteinas envolvidas no metabolismo energético e sugeriram que estas sdo
possivelmente reguladas pela disponibilidade do substrato energético em tecidos insulino-dependentes, tais
como o musculo estriado esquelético. A acetilacdo destas proteinas ¢ reduzida apds a ingesta alimentar
sugerindo uma possivel associagdo da regulagdo alimentar com a utilizagdo do substrato energético

preferencial no metabolismo mitocondrial (Philip et al, 2014).

Estudo recente sobre o proteoma mitocondrial em modelos animais hipertensos por constric¢ao
arterial demonstrou uma diminui¢do da capacidade oxidativa associada a sua localizagdo no ventriculo
esquerdo. Mitocondrias intra-miofibrilares apresentaram um maior decrescimo em proteinas associadas a

fosoforilagdo oxidadtiva em comparacdo com as mitocondrias subsarcolemais (Shekar et al., 2014).

Em um estudo utilizando eletroforese bidimensional Zamorano-Leén e cols (2010),
demonstraram uma redugdo na expressdo de proteinas associadas a capacidade glicolitica e aumento da
expressdo de proteinas associadas a B-oxidacdo, contapondo-se a maior parte da literatura que indica um
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aumento da participagdo glicolitica durante o desenvolvimento da hipertrofia ventricular como fenotipo
hipertensivo. Por outro lado, foi descrito também um aumento da sintese de ATP no ventriculo em fung¢do da

elevacao da expressdo do complexo ATPFO sintase.

Em outro estudo utilizando LC-MS/MS em modelos animais isquémicos observou-se um
aumento na expressdo de proteinas do ciclo tricarboxilico e a diminuicdo da expressdo de proteinas
mitocondriais do complexo I em contraste auséncia de modificacdo na expressao proteica dos complexos II e
IV em relacdo aos controles. A redugdo no transporte de O, e consequentemente na fosforilagdo oxidativa
parece ser uma adapta¢do comum também durante o desenvolvimento da HCVE como consequencia da HA

(Liu et al., 2014).

A andlise do fosfoproteoma mitocondrial de modelos ndo hipertensos demonstrou a presenca de
um grande complexo macromolecular que parece estar associado ao efeito cardio protetivo, reduzindo a
apotose celular além de aumentar a capacidade oxidativa. Foram descritas 87 proteinas, 16 delas somente
encontrados fosforiladas em mitocondrias de cardiomidcitos de animais treinados, enquanto 6 foram
exclusivas dos animais do grupo controle. Essas fosfoproteinas estdo envolvidas numa vasta gama de
processos biologicos essenciais para o metabolismo do musculo cardiaco sendo o maior cluster funcional

modulada pela atividade fisica (Ferreira et al., 2014).

2.7 Intervencao do exercicio no tratamento nio medicamentoso da HA

O exercicio cronico pode promover melhoria da fungdo cardiaca apartir do aumento da forga e
volume de ejecdo, tendo sido este, associado ao aumento da capacidade aerdbia. Assim, o exercicio vem

sendo um poderoso meio de tratamento ndo medicamentoso da HA, bem como das patologias associadas a
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ela tais como a insuficiéncia cardiaca e o infarto do miocardio (Petriz & Franco, 2014).

Apesar disto, os mecanismos de promocao do exercicio no tratamento auxiliar da HA ainda tem
sido foco de discussdo (Schliiter, Schreckenberg & Rebelo, 2010). Exercicio de baixa intensidade parece
promover reduc¢do da hipertensdo sistolica e melhoria da sintese de energia e redugdo da disfuncdo contratil,
retardando o surgimento da insuficiéncia cardiaca em modelos experimentais (Kemi et al., 2012). Outro fator
importante do exercicio ¢ o efeito no remodelamento contrario a HCVE, aumentando o comprimento e
largura dos cardiomiodcitos em maior grau do que em modelos animais (SHR) ndo treinados, além de também

atenuar a apoptose (Kolwicz et al., 2009).

A hipertrofia concéntrica do ventriculo esquerdo provoca um impacto negativo tanto a estrutura
do miocardio quanto na fungdo circulatoria (Hill, 2000). Acredita-se que a resposta cardiaca hipertrofica ao
aumento da sobrecarga pressorica consiste em uma tentativa de normalizar o estresse do ventriculo esquerdo
e assim ajudar a manter a fun¢do cardiaca dada ao aumento da sobrecarga hemodindmica. Este processo tem
sido referido como hipertrofia compensatdria ventricular esquerda ou HCVE (Libonati, 2013). Com a HCVE,
o miocardio ¢ remodelado pela adi¢do de sarcomeros em paralelo que, caracteristicamente, leva a um
aumento da espessura da parede ventricular e fibrose (Cingolani et al., 2003). Este processo paree ser mais
induzido por fatores mecanicos com concomitante ativa¢do de fatores de crescimento que por sinalizagdo

especifica via proteina G (Frey & Olson, 2003; Molkentin, 2004).

Nas hipertrofias patolégicas, como a HA, ocorre uma complexa reprogramacdo da expressao
génica nos miocitos, além do aumento da expressao de proteinas contrateis, estruturais e relacionadas as vias
metabolicas, o que leva a modificacdo no padrao de expressdo de algumas proteinas contrateis para isoformas
do padrao fetal e também a reexpressdo de proteinas do programa fetal, em decorrencia da re-expressao de
um conjunto de gens que sdo mais prevalentes durante a vida intra-embrionaria (Swynghedauw, 1999). As

razdes e as possiveis vantagens ou desvantagens dessas modificagdes qualitativas nas proteinas dos
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cardiomidcitos ndo sdo ainda adequadamente conhecidas. No entanto, a detec¢do das mesmas nos diversos
modelos experimentais e nos individuos adultos com hipertrofia miocardica permite seu uso como

marcadores fenotipicos de hipertrofia (Franchini, 2001).

A proteina contratil mais descrita na literatura como resultado de hipertrofia no midcito
cardiaco ¢ a miosina que apresenta, como ja descrito uma mudanga de isoforma durante a HCVE
(Swynghedauw, 1999). A miosina ¢ composta de um par de cadeias pesadas (MHC myosin heavy chain; o e
B) e dois diferentes pares de cadeias leves (MLC myosin light chain), MLC1 ¢ MPLC2. Trés isoenzimas V1,
V2 e V3 sdo expressas no miocardio nas diversas espécies, todas com os mesmos pares de MLC1 e MPLC2,

diferindo apenas na composi¢ao das MHC: oo em V1, aff em V2 e B em V3 (Gupta, 2007).

O sitio ativo da ATPase esta localizado nas cadeias MHC. E a capacidade de sintese de ATP
que, em parte, define capacidade contratil da célula. A isoforma aa-MHC tem a maior ¢ a B a menor
atividade ATPasica, ou seja, a isoforma aa-MHC apresenta maior atividade glicolitica enquanto as fibras -
MHC tem maior atividade oxidativa. Em resposta a sobrecargas, pode ocorrer a inibi¢do da expressdo do
gene que codifica a isoforma rapida (a-MHC) e ativagdo do gene que codifica a isoforma lenta (B-MHC). A
intensidade com que esta alteracdo ¢ observada na hipertrofia cardiaca depende do tipo de sobrecarga e da
espécie estudada (Franchini, 2001). Em ratos, a isoforma aa predomina em coragdes normais enquanto que
em seres humanos a isoforma B é predominante. Durante sobrecargas pressoras cronicas em ratos ocorre
modificacdo da predominancia de aa para B, enquanto em humanos esta modifica¢do ndo ¢ tdo acentuada
uma vez que a isoforma predominante em condigdes normais ja ¢ a 3. Em modelos de sobrecarga pressora
em ratos, aumentos de expressao do mRNA para isoforma B podem ser detectados em cerca de 2 h a partir
do inicio da sobrecarga, atingindo um maximo entre o segundo ¢ o terceiro dias apds a constri¢do da aorta.
Em modelos experimentais de sobrecarga pressorica, além da MHC ocorre mudanca de predominio da forma

4

adulta para a forma embrionaria da MLC (normalmente esta isoforma ¢ expressa apenas em atrios dos
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animais adultos) em ventriculo esquerdo (Swynghedauw, 1999). A isoforma de actina o, encontrada no
musculo esquelético de animais adultos e no miocardio na fase embrionaria também € expressa em ventriculo
esquerdo submetido a sobrecarga cronica. Além das isoformas fetais e embrionarias das proteinas contrateis,
a sobrecarga induz a expressdo de genes expressos no periodo fetal em miocardio ventricular tais como o
ANP, a enzima conversora da angiotensina I, a subunidade § da creatina quinase e subunidade M da lactato

desidrogenase (Bugaisky et al., 1992).

O estimulo que antecede o processo de expressao génica pode ser mecanico ou quimico. Muitos
mensageiros quimicos, como os agonistas -adrenérgicos, o hormdnio tireoidiano, a angiotensina II, o TGF-
B fn(fator de crescimento transformante ), o IGAF-1 (fator de crescimento similar a insulina) e a endotelina-
1 e a calcioneurina, sdo potentes estimulantes da sintese proteica no miocardio, como ja bem descrito
anteriormente na literatura (Bugaisky et al., 1992; Yamazaki, Komuro & Yazaki, 1998; Oigman & Neves,
2000; Barry et al., 2008). Entretanto, ¢ importante ressaltar que a hipertrofia miocardica ¢ produzida por
alteragdes especificas na expressao de varios genes. Os tipos de genes e a intensidade da expressao de cada
um deles podem variar ndo s6 com a natureza do estimulo indutor da hipertrofia como também em
decorréncia do tempo deste estimulo. Assim, diferentes fenotipos, tanto morfologicos como funcionais,
podem ser encontrados em diferentes fases de evolucdo do crescimento hipertrofico (Franchini, 2001). Isto
justificaria o fato de que, em determinado momento, encontra-se o miocardio hipertrofiado com desempenho
sistolico normal ou até aumentado, como por exemplo no inicio do desenvolvimento da HA. Em outros
momentos esse desempenho encontra-se deprimido como no desenvolvimento da IC. Esta representacao ¢
importante porque mostra que a atenuagdo do crescimento hipertréfico ou sua reversao podem ser feitas sob
diversas maneiras medicamentosa ou ndo, o que justifica a importancia do exercicio como forma de atenuar

alguns destes estimulos.

Por outro lado, a tradugdo entre o estimulo mecanico (aumento do estresse de parede) e o
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desencadeamento do processo hipertrofico ¢ ainda pouco conhecida (Kolwicz, et al., 2009). Aparentemente
as proteinas que ocupam o espaco extracelular e as que compdem o citoesqueleto ocupam um papel central
neste processo. O estresse imposto a matriz extracelular e ao citoesqueleto nas sobrecargas de pressdo ou
volume ¢ capaz de ativar canais i0nicos sensiveis a deformacao (stretch-operated ion channels). Um desses
canais, que produz uma corrente de entrada de Ca** e Na" nas células, parece ser capaz de estimular a sintese

proteica e induzir hipertrofia em culturas de midcitos cardiacos (Molkentin et al.,1998).

O aumento do influxo de Ca*" estimulado pela sobrecarga pressdrica induz o crescimento dos
cardiomiocitos através de mecanismos relacionados com o mecanisno Ca**-calmodulina que ativa a proteina
fosfatase, que provoca a desfosforilagao factor da familia de fatores de transcri¢do NFAT, promovendo assim
translocagdo nuclear e a inducao da trasncricao génica (Hill et al., 2000). O aumento da transcricdo génica
mediada pela calcineurina tem sido descrita como um importante fator de inducao da IC, enquanto que sua

inibicao impede o avango desta sindrome (Molkentin, 1998; 2004).

Em decorréncia da eleva¢do da relagdo volume-sobrecarga sanguinea, alteragdes sist€émicas
neuro-humorais ¢ locais produzem importantes respostas. O exemplo mais bem caracterizado consiste o
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) onde o aumento da concentragdo de angiotensina sistémica
I (Ang II), percebida pelos receptores AT-1 e AT-2 promove a proliferacdo de fibroblastos e aumento na
produgdo de colageno, que normalmente ¢ extensa o suficiente para produzir fibrose macroscopicamente
visivel. O aumento da fibrose por sua vez, contribui para o aumento da rigidez ventricular esquerda e redugao
da contatilidade (Yamazaki, Komuro & Yazaki, 1999). Além da participagdo do SRAA a endotelina-1 (ET-1),
outro fator humoral sist€émico, também tem sido reconhecida por suas agdes locais suficientes para induzir
uma hipertrofia em cardiomidcitos, em decorréncia de estimulos mecanicos (De Giusti et al., 2013). Apesar
disto a literatura atual ainda é carente de dados que demonstrem o efeito do exercicio na adaptagdo do

mioécito cardiaco durante a HA, como por exemplo, adaptagdo mitocondrial, ao fenétipo hipertensivo.
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2.8 Efeitos do exercicio sobre mitocondrias do miocito cardiaco

As impressionantes diferengas da composi¢do e organizacdo das mitocondrias dentro de um
mesmo tecido podem ser fascinantes e, dado o seu dinamismo, torna ndo menos fascinante o desafio a sua
compreensdo. A existéncia de uma variedade de sinais de transducdo tem sido associada ao efeito
cardioprotectivo do exercicio, Ong e cols., (2010) sugerem que a interagdo entre as quinases mitocondriais e
a abertura dos poros transicionais de permeabilidade (mPTP), representam um papel determinante na
sobrevivéncia celular em situacdes de estresse, como, por exemplo, nas lesdes por isquémicas (Hausenloy
and Ruiz-Meana, 2010). No contexto da adaptacdo a isquemia miocardica ha evidéncias do papel da hipdxia

como um potencial mediador da reprogramag¢ao metabolica mitocondrial (Kavazis et al., 2010).

Atualmente postula-se que um dos principais beneficios do exercicio para o coragdo, ou seja, 0
chamado efeito cardioprotetivo esteja associado a capacidade antioxidante miocardica. Ha a presencga de
enzimas capazes de reduzir as ERO's, dentre estas enzimas, em especial, a PRDXIII, cuja localizagao
especifica dentro da mitocondria parece oferecer uma linha de defesa preliminar o H,O, produzido pela
fosforilagdao oxidativa (Rhee et al., 2001). A super expressao desta proteina foi demonstrada por Kavazis e
cols. (2010), em decorréncia do exercicio de moderada intensidade. Os mesmos autores apresentam ainda
indicativos de uma adaptagao diferenciada das mitocondrias localizadas em regides distintas (intermiofibrilar
e subsarcolemal) no miocito cardiaco em decorréncia do exercicio fisico em modelos animais sedentarios,

demonstrando a necessidade de novos estudos que se proponham a elucidar estas diferencas.

Judge e cols. (2005) descreveram a redugdo da producdo mitocondrial de H,O, no midcito
cardiaco, por parte do complexo enzimatico I da cadeia respiratoria, em modelos animais que praticaram
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exercicio voluntario ao longo de 24 semanas sugerindo que esta adaptacdo pode ser uma das formas de
cardioprote¢do induzidas pelo exercicio. A habilidade das mitocondrias em mover-se, aparentemente,
consiste em uma exigéncia para melhorar a distribuicdo de ATP em toda a célula. Alteragdes na morfologia
mitocondrial estdo implicadas no desenvolvimento, metabolismo, apoptose e desenvolvimento embrionario.
Estas mudancas morfoldgicas sdo conduzidas por um grupo de proteinas mitocondriais como, a mitofusina 1
e 2 (Mfnl; Mfn 2) e OPAL1 (optic atrophy I). Dados recentes sugerem que as mudancas na morfologia
mitocondrial podem estar associadas a varios aspectos da biologia cardiovascular que incluem desde o

desenvolvimento cardiaco, resposta a isquemia, diabetes mellitus, apoptose celular e IC (Ong et al., 2010).

Colleman et al., (2006) apud Rosca and Hoppel, (2010) afirmam que a morfologia das
mitocondrias pode responsiva as mudangas nos cardiomiocitos como, por exemplo, as geradas pelo exercicio
fisico. A hipertrofia cardiaca pode ser acompanhada de mitocondrias muito maiores (também chamadas
gigantes) com hipertrofia da crista mitocondrial. Entretanto, parecem haver diferengas em relagdo a
biogénese mitocondrial que ocorrem em decorréncia da hipertrofia fisiologica (adaptagao positiva em fungao
do exercicio fisico) que parecem acontecer em fungdao do aumento da necessidade de ATP para a produgao de
trabalho mecanico e da biogénese mitocondrial na IC, que ocorre como uma resposta a diminuigdo de uma
série de proteinas regulatorias, resposta esta que, no entanto, ndo parece estar presente em outras patologias
(Rosca and Hoppel, 2010). Investigando o efeito de oito semanas de corrida voluntaria (voluntary wheel
running) sobre as mitocondrias do midcito cardiaco de modelos de HA induzida van Deel et al. (2011)
demonstraram além de hipertrofia excéntrica do ventriculo esquerdo uma diminui¢ao dos canais i6nicos de

Ca** SERCAZ2a, indicando um efeito anti apoptotico.

Em outro estudo, modelos animais pés-infarto, eram submetidos a oito semanas de treinamento
intervalado de alta intensidade. Observou-se a redu¢ao no aumento da expressao de enzimas antioxidantes e a

melhoria da capacidade mitocondrial devido a preservacdo dos parametros funcionais mitocondriais, como
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evidenciado pela atividade preservada do complexo I da cadeia respiratoria (Kraljevic et al., 2013).

Estes dados evidenciam a importancia do estudo do papel mitocondrial tanto na adaptacao
fisiologica ao exercicio quanto na adaptagdo patologica a HA. O estudo da protedmica mitocondrial tem se
mostrado uma area de estudo proeminente e em franca expansao. Entretanto, a compreensao dos mecanismos

envolvidos na fisiologia mitocondrial e doengas associadas a esta esta apenas no comeco.

3. Justificativa
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A compreensao dos mecanismos adaptativos mitocondriais a partir da utilizacdo do exercicio no
tratamento da HA representam um imenso potencial para um maior entendimento dos processos celulares e
mecanismos biologicos de adaptagdo em modelos animais. O estudo destas adaptagdes pode contribuir no
desenvolvimento de nova sistematica na prescricao do exercicio e, at¢ mesmo, novas condutas terapéuticas

no tratamento da HA.

4. Objetivo geral

Analisar o comportamento adaptativo e a expressdo de proteinas do miocitos cardiaco de
1



modelos animais patologicos (Zucker e SHR) submetidos a diferentes tipos de exercicio.

4.1 Objetivos especificos

4.1.1 Avaliar a capacidade aerdbia de modelos de sindrome metabolica através de teste de

corrida em esteira rolante infinita.

4.1.2 Quantificar a expressao da cadeia pesada de miosina, no midcito cardiaco de ratos adultos
machos submetidos a treinamento de natacao durante oito semanas, trés sessdes semanais com 30 minutos de
duracdo cada com 2,5; 5,0 e 7,5% de intensidade (sobrecarga relativa ao peso corporal total do animal)

utilizando a técnica de eletroforese bidimensional e espectrometria de massa.

4.1.3 Avaliar os efeitos do exercicio sob o ponto de vista histopatologico do midcito cardiaco de
ratos adultos machos submetidos a treinamento de natacdo durante oito semanas, trés sessdes semanais com
30 minutos de duragdo cada com 2.5; 5,0 e 7,5% de intensidade (sobrecarga relativa ao peso corporal total do

animal).

4.1.4 Analisar os efeitos do exercicio for¢ado, de moderada intensidade, com 4 semanas de

duracdo sobre a hipertensdo arterial em modelos SHR.

4.1.5 Descrever, utilizando técnicas protedmicas gel free a expressao de proteinas
mitocondriais em modelos SHR nao hipertensos, submetidos a 4 semanas de exercicio forcado de moderada

intensidade.
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5. Discussao

O exercicio regular tem sido descrito como um importante fator de implemento da saude e, o
aumento da funcao cardiocirculatdria, € reconhecidamente uma das principais causas desta melhoria (Seidl &
Asplund, 2014). Esta melhoria, em parte, pode ser explicada pelo aumento do niimero e da densidade dos
capilares sangiliineos dos musculos estriados, oferecendo maior capacidade de adaptagdo circulatéria a
esforcos fisicos, elevacdo do contetido de mioglobina dos musculos e aumento da sintese oxidativa de energia

(Ghorayeb et al., 2005; Lazar et al., 2013). O exercicio fisico tem sido associado a alteracdes neuro-

lii



hormonais, efeitos anti-inflamatérios, assim como o aumento da capacidade contratili do musculo
cardiovascular. Além disto, o exercicio aerobio de longa duracdo tem sido descrito como eficiente na
melhoria da fragdo de ejecdo do ventriculo esquerdo, aumento no débito cardiaco e nos volumes diastélicos e
sistolicos finais, mesmo em pacientes idosos (Kraljevic et al., 2013). Nos cardiomiocitos o exercicio cronico
parece reduzir a cascata de apoptdtica apartir da regulgdo do Ca** intracelular (Stolen et al., 2009). Alem
disso um dos processos adaptativos mais importantes para o coracdo promovido pelo exercicio fisico consiste
na hipertrofia cardiaca, pois esta se relaciona diretamente com o desenvolvimento da forga celular do midcito

cardiaco (Natali, 2004; Ghorayeb et al., 2005; Burniston, 2009).

Dentre os sistemas patologicos aqui estudados, a sindrome metabolica (SM) pode ser definida
como a coexisténcia de obesidade visceral, dislipidemia, hiperglicemia e hipertensdo, estando bem
estabelecido como um dos principais fatores de risco para doengas cardiovasculares (Sarkozy et al., 2013).
Além disso, a SM pode ser considerada um estado precursor direto do diabetes mellitus tipo 2 (Grundy, 2012;
Aschner, 2010). A SM apresenta uma significativa prevaléncia tanto em paises desenvolvidos quanto em
desenvolvimento e pode ser encontrada em todas as faixas etdrias de ambos os sexos (Cameron, Shaw &

Zimmet, 2004).

Os modelos animais mais utilizados no estudo da SM sdo os ratos Zucker (ZDF) (Mendizébal,
Llorens & Nava, 2013). O ZDF possui uma mutagdo no receptor (fa/fa) de leptina, tornando-se obesos por
volta da 3" semana de vida. Com 14 semanas aproximadamente, 40% do seu corpo ja é composto por
gordura, podendo o ZDF ser caracterizados por hiperfagia, dislipidemia, tolerancia a glicose, resisténcia

insulinica, hiperinsulinemia, aumento da expressao de grelina e hipertensdo (Zucker & Antoniades, 1972).

Neste sentido, a méaxima fase estavel de lactato, (MFEL) tem sido usada como padrdo ouro na
avaliacdo da capacidade aerobia apresentando uma alta correlagdo com poténcia aerdébica maxima (Beneke,

Leithauser & Ochentel, 2011). Neste estudo (Artigo #1), o grupo composto por animais Zucker obesos e
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sedentdrios e um grupo controle wistar, também sedentério, foram submetidos a um teste incremental de

corrida em esteira rolante em trés dias consecutivos a fim de determinar a MFEL neste modelo animal.

Os resultados encontrados demonstram que estes animais apresentaram uma menor capacidade
aerobia quando comparados ao modelo ndo obeso. Este achado corrobora os dados descritos por Hansen et
al. (2014), que em uma extensa analise, demonstraram uma menor capacidade aerdbia relativa a massa
corporal total em adolescentes e adultos de ambos os sexos. Drinkard et al., (2007) sugerem que a
composi¢ao corporal ¢ um dos principais determinantes do desempenho demonstrando uma menor
capacidade aerobia em adolescentes obesos quando comparados ao controle. Também foram descritas

diferengas significativas no ponto de inflexdo do lactato, sendo esta cerca de 30% menor no grupo obeso.

Diversas sdo as doencas associadas a obesidade, tais como cancer, diabetes tipo 2 (DM2),
doencga da vesicula biliar, doenca arterial coronariana (DAC), osteoartrose (OA), dislipidemia e HA (Hall et
al., 1993; Rumantir et al., 1999; Halpern et al., 2010; Plourde et al., 2014). A HA representa hoje uma das
doengas de maior prevaléncia mundial e tem sido associada ao decréscimo da capacidade circulatéria do
coragdo isquemia; disritmia e, principalmente, disfuncdo hemodinamica (sistélica ou diastolica) em
decorréncia da hipertrofia basolateral (Lips et al., 2003; Plourde et al., 2014). Neste escopo a hipertrofia
cardiaca decorrente da carga pressorica ou de volume que pode ocorrer em fungdo da hipertensdo arterial ou
do exercicio (Mill, 2001; Murdolo et al., 2014), tem sido alvo de inimeros estudos que se propdem a analisar

os diferentes processos moleculares adaptativos (Foryst-Ludwig & Kintscher, 2013; Leischik et al., 2014).

Com o objetivo de avaliar a hipertrofia, bem como a capacidade contratil do midcito cardiaco,
foi proposta a observagdo do efeito de diferentes intensidades de exercicio e o padrdo de hipertrofia do
midcito cardiaco sobre a expressdo de miosina de cadeia pesada (MHC). Para isto, foram usados modelos
animais Wistar normotensos divididos aleatoriamente em 4 grupos submetidos a exercicio forcado (natagao)

em diferentes intensidades: GT;; 2,5%, GT,; 5,0% e GT;, sobrecarga de 7,5% do peso corporal do animal e
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GC, controle sedentario.

Para verificar se as possiveis alteragdes no miocito cardiaco seriam consequéncia a adaptacao
ao treinamento fisico, o limiar anaerdbio (Lan) foi utilizado como parametro de treinamento nos modelos
Wistar, pois, segundo Prada et al. (2003), este se apresenta como um indicador confiavel do desempenho
aerobio. O valor médio dos grupos submetidos a treinamento (um menor acumulo de lactato) 4,6 (+0,7)
Mmol. L' em relagdo ao grupo controle, cuja a média foi de 5,9 (+0,4) mmol.L"' apds o periodo de
treinamento. Nossos achados demonstraram que houve diferenga estatisticamente significativa apds o periodo

de treinamento, corroborando os efeitos do treinamento fisico sobre o aumento da capacidade aerobia.

Um dos primeiros trabalhos que abordaram a hipertrofia cardiaca foi realizado por Hickson et
al. (1979) em ratos submetidos a natagdo. Neste estudo, foi demonstrado um aumento significativo do peso
corporal e da concentragdo total de proteinas em tecido muscular cardiaco, ja no segundo dia, apos o inicio
do treinamento. Para Medeiros et al. (2006) a hipertrofia muscular ¢ um processo resultante de um aumento
da area de seccdo transversa do musculo, como resposta ao aumento da sintese proteica, aumento do nimero
e tamanho das miofibrilas, assim como a adi¢do de sarcomeros no interior da fibra muscular. De acordo com
Barros Neto (1994), a hipertrofia ventricular secundaria ao exercicio pode ser vista como forma de adaptacao
fisiologica & sobrecarga de treinamento. E importante ressaltar que variaveis que afetam o tipo de exercicio,
tais como volume, intensidade e duragdo, podem provocar alteragdes hipertroficas diferentes que irdao
influenciar no aumento da sec¢do transversa da fibra muscular cardiaca acompanhada ou ndo do aumento

proporcional da camara ventricular.

Um achado importante descrito neste trabalho foi a lesdo no miocérdio identificada no grupo
submetido a alta intensidade, uma area de necrose de coagulagdo (Artigo # 2 Figura suplementar n.1),
juntamente com a presenga de leucocitos. A necrose de coagulagdo ¢ o tipo mais comum de morte celular

apds estimulos exodgenos, ocorrendo apos estresse, como isquemia e lesdo quimica. Manifesta-se por
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tumefacdo intensa ou ruptura da célula, desnaturacdo, coagulacao das proteinas citoplasmaticas e degradacao
das organelas celulares. Na mesma amostra, foi possivel identificar presenca de leucocitos que estdo
associados a remocdo das células mortas por fagocitose Chazaud et al. (2003). Os mesmos autores
propuseram ainda um modelo cuja deposicdo de mondcitos e leucdcitos pode ser explicada pela promocgao de

micro traumas no tecido celular que, por sua vez, promovem a hipertrofia muscular.

Notou-se que cerca de 20% da amostra do grupo submetido a treinamento de alta intensidade
(GT,) apresentou areas de esclerose miocardica com presenca de tecido fibroso. Este achado vai ao encontro
a descricao de Mills et al. (2006), que encontrou em treinamento com cargas de exercicio intermitente uma
elevada hipertrofia concéntrica, acompanhada de pequenos sinais de fibrose sem, no entanto, encontrar
aumento na expressao génica da MHC. As analises das laminas do ventriculo esquerdo dos ratos pertencentes
ao grupo GT, e GT,, apresentaram algumas alteracdes morfologicas. Foram evidenciadas areas de esclerose
discreta com infiltrado de lipofuscina, também chamados granulos de pigmento lipofuscina, que sugerem
alteragdes metabolicas possivelmente associadas ao esfor¢o, sem, no entanto, apresentar nenhuma alteragao
estrutural. E importante ressaltar que ndo foram identificadas diferencas significativas nas quantidades de
lipofuscina em ambos os grupos GT, e GT; (Artigo # 2 Figura suplementar n.1). Em um estudo recente
Chang et al. (2014), analisou o perfil histologico do miocardio de modelos animais normotensos submetidos
a exercicio intermitente de alta intensidade. A presenca de lipofuscina configura-se de modo semelhante em
todos os sujeitos submetidos a sobrecarga de treinamento sem, aparentemente, nenhuma diferenca intra-
grupos. Estes achados parecem, de certo modo, encontrar respaldo na literatura, demonstrando, no entanto,
que o exercicio com intensidade relativamente baixa, parece ter significativa resposta no midcito cardiaco, o
que nao foi demonstrado, na literatura, no musculo esquelético (Kmie¢, 2012). Foram descritos aumento da
deposicao de colageno, hiperplasia intesticial, aumento dos discos intercalares e desaparecimento de juncdes

comunicantes (gap juntions) dados que corroboram nossos achados no grupo animal também submetido a
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exercicio de alta intensidade.

Em nosso estudo, verificamos inicialmente, através da analise de géis de eletroforese
unidimensionais, um aparente aumento quantitativo da expressao da MHC, resultante da hipertrofia do
cardiomiocito (Artigo # 2 Figura 1), no grupo GT2 e GT3 em relagao ao GC. Este dado corrobora os achados
de Hashimoto et al., (2004) que demonstraram aumentos de 30 a 50 %, respectivamente, em ratos infartados
e ndo infartados, submetidos a exercicio de baixa intensidade em esteira rolante durante seis semanas.
Resultados também semelhantes aos de lemitsu et al. (2004), em ratos idosos, submetidos a treinamento de
natacdo, durante oito semanas, bem como os achados de Paganni & Sollaro (1983 apud Difee & Chung,
2003). Em um estudo pioneiro comparando ratos normais e hipertensos submetidos a exercicio de natagao,
encontraram-se aumentos significativos de MHC, em ambos os grupos, quando comparados a seus

respectivos controles utilizando SDS-PAGE (Scheuer et al., 1982).

O musculo cardiaco apresenta pelo menos duas diferentes isoformas da cadeia pesada de
miosina (o ¢ B-MHC) e duas cadeias leves de miosinas (MLC) que estdo codificadas em dois genes distintos,
(Di Domenico et al., 2012). Os genes que codificam as MHC apresentam-se regulados de modo diferente em
resposta a diferentes estimulos como, por exemplo, a sobrecarga, o que parece 6ébvio devido a importancia do
trabalho cardiaco. Em ratos, os cardiomiocitos expressam as isoformas “o e B da cadeia pesada de miosina
sendo, no entanto, a a-MHC a maior proteina contratil exclusivamente expressa no miocardio (Wan et al.,

2014).

Guelfi et al. (2006) analisaram varia¢des no protedma do musculo esquelético humano durante
o processo de envelhecimento associado ou ndo, ao exercicio. Seus achados demonstraram que, no processo
de envelhecimento, ocorre uma significativa diminuicdo da expressdo de “a-MHC acompanhada de um
decréscimo da capacidade de fosforilagdo da miosina de cadeia leve 2 (regulatoria). Estas modificacdes

contribuiriam para a diminui¢do do desempenho motor enquanto o exercicio contribui de forma significativa
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no aumento da expressdo da B-MHC, o que supriria o decréscimo na capacidade de fosforilagdo da miosina

de cadeia leve.

A partir da constatacdo do aumento da expressao de MHC era preciso analisar de modo mais
profundo o perfil proteico do miocito cardiaco de modelos animais submetidos a diferentes intensidade de
exercicio. Para isto, foi utilizada, inicialmente, a eletroforese bidimensional (2D-E) do musculo estriado
cardiaco. Deste modo, acreditamos que os resultados gerados neste trabalho representaram um avango para o
estudo do miocito cardiaco, utilizando a técnica de 2D-E podendo este ser considerado pioneiro na avaliagao

de proteinas acima de 100 kDa.

Um grande numero de trabalhos voltados a exploragao dos efeitos do treinamento fisico sobre a
composicao das proteinas contrateis tem sido descrito. Pinter et al., (2008) demonstraram aumento da ATPase
miosinica no ventriculo esquerdo, secundaria ao aumento da expressdo de a-MHC em ratos submetidos a
treinamento de natacdo. Os mesmos autores citam ainda que, em modelos de treinamento fisico com esteira,
em ratos, podem ocorrer alteracdes na fungdo contratil do miocardio sem que ocorram mudangas
significativas na atividade da ATPase miosinica, bem como na composi¢cdo das isoformas da miosina
ventricular. Isso significa dizer que o aumento na capacidade de eje¢do ventricular pode ndo ser decorrente
do aumento da expressdo de proteinas contrateis, podendo ser resultado do aumento do influxo de Ca*" no

midcito, o que também ¢ sustentado por Natali, (2004).

Levando-se em consideragdo que o aumento da capacidade circulatoria cardiaca depende em
parte de sua forga contratil e que, a miosina ¢ o motor operacional desta acdo, torna-se de extrema
importancia o estudo das alteragdes evocadas pelo exercicio, na expressdo da miosina no midcito cardiaco.
Inimeros estudos anteriores demonstraram, utilizando técnicas eletroforéticas unidimensionais, aumento na
quantidade expressa das diferentes isoformas de miosina no miocito cardiaco (Joumaa & Le oty, 2002; Diffee

& Chung, 2003; Hashimoto et al., 2004; Hinken, Korte & McDonald, 2006). Vale ressaltar que todos estes
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trabalhos supracitados estdo relacionados com aumento da expressdo da MHC em animais que apresentaram

algum tipo de cardiomiopatia e foram submetidos a treinamento como visando tratamento clinico.

Natali (2004), sugere que as caracteristicas contrateis intrinsecas das miofibrilas sao
modificadas para contribuir para um aumento da func¢ao do ventriculo esquerdo e que estas podem estar
associadas ao treinamento. Espera-se ainda que o aumento do retorno venoso, estimulado pela agdo da
epinefrina, liberada na corrente sanguinea pela glandula suprarenal em resposta ao exercicio, possa promover
adaptacao positiva da capacidade concéntrica das fibras cardiacas, levando a uma provavel adaptacdo em
nivel celular, no que diz respeito a forca absoluta desenvolvida pelas fibras cardiacas. Estes achados parecem
ser suportados pelos dados de Medeiros et al. (2006), que demonstraram que apds um treinamento de natagao
de longa duragcdo de uma hora com cinco sessdes semanais, durante oito semanas, em ratos, houve um
aumento do volume e no peso do ventriculo em 18% e 13%, respectivamente, e cerca de 20% no didmetro do
miocito cardiaco, em comparacao ao grupo controle. Pluim ez al. (1999) em uma extensa meta analise, além
de ratificar estes dados associam o crescimento a um maior desempenho em forga absoluta, sendo esta cerca
de trés vezes maior em homens treinados versus nao treinados, relacionando este achado ao maior influxo de

calcio no sarcolema.

Dentre nossos achados (Artigo # 2 Tabela 1), também foi detectada a presenca de outra proteina
sarcomérica denominada troponina. De acordo com o modelo de regulagdo da contragdo muscular, o sitio de
ligacdo entre a actina e a miosina pode ser ocupado por um complexo proteico formado pela troponina e pela
tropomiosina. A troponina, por sua vez, consiste em um tetrdmero formado pelas subunidades TnC, que se
associa ao Ca®’, TnT e Tnl ambas regulatorias (Peng et al., 2014). A troponina I tem sido amplamente
utilizada como um marcador de lesdo do miocito cardiaco. A determinagdo dos niveis séricos da mesma
apresenta uma alta correlacdo com a insuficiéncia cardiaca e, por consequéncia com a hipertrofia patoldgica

do midcito cardiaco (Liu & Pollack, 2004; Agianian et al., 2004; Srinivas et al., 2014).
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Nossos dados demonstraram o aparecimento da troponina no GT; (Artigo # 2 Tabela 1), o que,
parece ir ao encontro aos dados da andlise histoquimica que indicam neste mesmo grupo area necrotica,
indicativa de lesdo, bem como a forte presenca leucocitaria associada a hipertrofia do midcito cardiaco
(Chazaud et al., 2003). E possivel que a auséncia de troponina nos outros grupos treinados e no controle
esteja ainda associada a baixa sensibilidade da técnica, conforme descrito anteriormente neste trabalho ou
mesmo ao fato de que somente altas concentragdes poderiam ser identificadas como ocorrido no GTs. Em
recente trabalho Li et al. (2013) demonstraram o aumento da expressdo da troponina no ventriculo esquerdo
em modelos animais que sofreram infarto do miocardio em consequéncia da IC, utilizando técnicas de
analises protedmicas gel free (nano LC-MS). Os autores sugerem que o aumento da expressdo da troponina
possa estar associado ao dinamismo da lesdo induzida pela HCVE. Estes dados corroboram os achados de
Cubedo, Padr6 & Badimon (2013) que, utilizando 2D-E e MALDI TOF-TOF, descreveram o aumento da
expressdo de troponina nas fases iniciais do processo de lesdo conduzido pelo infarto em seres humanos

admitidos na emergéncia hospitalar.

A producao de radicais livres do oxigénio tem sido discutida como um importante componente
da fadiga muscular. Chen & Zweier (2014), em uma extensa revisao, explicou que durante a sintese
mitocondrial de ATP (adenosina trifosfato) ocorre a produgdo de superoxidos que irdo formar radicais
hidroxilicos e perdxidos de hidrogénio, estes com menor capacidade reativa e eletricamente neutra, o que
possibilita um maior potencial de difusdo tecidual. A literatura sugere que este acumulo possa estar
relacionado ao papel das superdxido dismutase, um grupo de metaloenzimas que catalisam a dismutagdo
(potencial redox) do radical livre do oxigénio, principalmente, a Mn-SOD (manganés superdxido desmutase)
(Ravi Kiran, Subramanyan & Asha; 2004; Ravi Kiran et al., 2006). Ambos os ions funcionam como
moléculas sinalizadoras modificando fungdes protéicas. Os radicais hidroxilicos tém uma contribui¢ao

extremamente significativa no desenvolvimento da fatiga muscular, estando intrinsecamente relacionados ao
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exercicio de alta intensidade (Chen & Zweier, 2014). Em nosso estudo encontramos a Mn-SOD expressa em

todos os grupos exercicio, sem, no entanto, identificar diferengas em sua expressao.

As intensidades relativas de exercicio estdo relacionadas diretamente a variagdes no consumo
de oxigénio, conhecido como VOynix Duranteau et al. (1998) sugeriram que a mitocondria exerce papel
fundamental na cascata de sinalizagdo-ativacao da sintese de superdxidos e que, a partir disto, uma série de
sinais intra e extracelulares, associados ao stress provocado pelo exercicio, induziriam tanto a redugdo inicial
da capacidade contratil do miocito cardiaco quanto a ativagao do ciclo celular. Os mesmos autores sugerem
ainda que esta ultima deve-se ao aumento da expressao de proteinas cinases da familia das MAPK (mitogen-
activated protein kinase), que desempenham um importante papel na divisdo e diferenciagao dos
cardiomiocitos. As cinases desta familia sdo ativadas pela fosforilagdo de residuos de tirosina (Tyr) e
treonina (Thr) presentes em uma regido conservada, o que pode ocorrer através da ativagao de uma tirosina
cinase ou da proteina G acoplada a receptores de membrana. Esta ativa¢do, por sua vez, esta associada a
producao de superdxidos (Gillespie-Brown et al., 1995). Deste modo, podemos inferir que a variavel
intensidade nos diferentes grupos de treinamento poderia induzir a ativagdo da cascata de acdes descrita

acima.

Nas células eucarioticas o estagio final da oxidac¢ao de nutrientes ocorre na mitocondria, com a
rapida oxidagdo de NADH e FADH, produzidos nas reagdes de glicdlise, ciclo tricarboxilico, B-oxidagao de
acidos graxos e oxidagdo de aminoacidos. Em nosso estudo, encontramos em todos os grupos (GC ¢ GT’s) a
enzima NADH-ubiquinona oxidoredutase (Artigo # 2 Tabela 1) que tem papel fundamental na etapa inicial
de transferéncia de elétrons na cadeia respiratdria para a coenzima Q (ubiquinona) segundo (Voet, Voet &

Pratt, 2000; Daria et al., 2008; Tsutsui, Kinugawa & Matsushima, 2011; Dikalov & Ungvari, 2013).

No entanto, somente no GT; encontramos uma maior expressao de translocases de membrana

mitocondrial (Artigo # 2 Tabela 1) que estdo associadas a transferéncia de ATP e H™ para o citosol. Estes
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achados parecem suportar a ideia do aumento da capacidade oxidativa em funcdo do treinamento de natagdo
aos quais os animais foram submetidos, reforcando a ideia do aumento da capacidade aerdbia. Nao foi

possivel encontrar na literatura dados que, através do 2D-E, confirmassem estes achados.

Além disto, deve-se também observar que o aumento da sintese de ATP implica aumento da
participacao das superoxido dismutase, um grupo de metaloenzimas que catalisam a dismutagdo (potencial
redox) do radical livre do oxigénio, principalmente, a Mn-SOD (manganés superoxido dismutase) (Ravi
Kiran, Subramanyan & Asha; 2004; Ravi et al.., 2006), estando esta enzima identificada em nosso grupo de

animais.

Todos estes achados conduziram a necessidade de uma analise mais profunda do efeito do
exercicio sobre o protedma mitocondrial em modelos patologicos devido a importancia do exercicio como
forma nao medicamentosa de tratamento para varias doengas cujo papel mitocondrial ainda carece de maiores
esclarecimentos. O modelo escolhido para esta analise foi o SHR que apresenta claramente a HA, inciando
seu desenvolvimento entre a 5 * e 6? semana de idade podendo apresentar valores superiores a 180 mmHg
apartir da 15* semanas de idade (Pinto, Paul & Ganten, 1998) assim, foram separados dois grupos em
diferentes momentos da HA: um grupo, com 6 semanas de idade (GEs), e outro, com 40 semanas de idade
(GE4), e seus respectivos controles sedentarios, (GCs e GCa). Ambos os grupos exercicio foram submetidos
a 5 sessdes semanais de exercicio for¢ado de moderada intensidade, durante 4 semanas (Artigo # 3 Figura 2).
O objetivo desta separagdo foi verificar os efeitos do exercicio moderado sobre o proteoma mitocondrial

antes ¢ depois do desenvolvimento da HA.

Um dos principais achados neste trabalho foi o aumento de 1,5 e 1,4 vezes, respectivamente
GCs e GCy (Artigo # 3 Figura 1 A e B) na expressdao do complexo I (NADH-ubiquinona oxiredutase). O
complexo I ¢ um grande complexo enzimatico que faz parte da cadeia de transporte de eletrons (CTE) na

mitocondria catalizando a transferéncia de eletrons do NADH para a ubiquinona (Q) com a translocagao de
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protons através da membrana (Friedrich, 2014).

O complexo I é composto por um dominio hidrofilico que contém atividade de NADH oxidase
na extremidade proximal e atividade quinona (Q) redutase, na extremidade distal, englobando ainda um
mononucledtido de flavina (FMN) e uma série de aglomerados ferro-enxofre (Fe-S) com atividade redox, que
conduzem eletrons do NADH para a quinona (Bazil et al., 2014). Ainda segundo os mesmos autores, o
complexo I ainda € composto por outro dominio hidrofébico de prétons cuja mecanica ainda € desconhecido,
mas provavelmente envolve um mecanismo ou uma sequéncia de proteinas conformacionais fortemente

acopladas.

Historicamente o complexo I tem sido considerado a maior fonte de EROs, (que aqui serdo
especificamente para o superoxido e H,O,), nas mitocondrias de eucariotos (Hirst et al., 2008). Vale ainda
ressaltar que EROs sdo moduladores cruciais da fun¢do celular. Em baixas concentragdes sdo essenciais
participantes na sinalizagdo celular enquanto que o excesso pode perturbar a fungdo celular normal e
promover os danos celulares. Assim, um equilibrio entre sua producido e remogdo permite a fungdo celular
normal, enquanto que um desequilibrio provoca estresse oxidativo, com consequéncias patologicas (Dikalov

& Ungvari, 2013).

O aumento da expressdo do complexo I no grupo controle vai de encontro aos achados de
Korantzopoulos e cols. (2003) e Sawyer e cols. (2002) que descreveram resultados semelhantes em
portadores de IC, em que pese o fato do grupo de animais jovens (GCs) ndo apresentarem hipertrofia (dados
ndo apresentados baseados na relacdo peso coracdo /peso total do animal) significativa a ponto de gerar
quadros de IC. Este aspecto poderia suportar a ideia de que a HCVE ¢ um processo associado ndo somente a

sobrecarga pressorica, mas sim a sinaliza¢do mitocondrial.

Acredita-se que seriam dois os mecanismos de adaptacdo mitocondrial que poderiam contribuir
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para a protecdo cardiaca associada ao exercicio: a diminui¢do da producdo ou aumento da capacidade de
tolerar a maior concentracdo de EROs; e aumento dos niveis de calcio intra mitocondriais (Judge et al., 2005;
Starnes, Barnes & Olsen, 2007). Os mesmos autores relatam que em exercicio voluntidrio em modelos
animais, houve a diminui¢ao da produ¢do H,O, em 10% nas mitocondrias do miocardio em comparagdo ao

controle sedentario.

O aumento do stress oxidativo, no entanto, pode ser util para a manutencdo da homeostase
celular como indica, por exemplo, a recente descrigdo de Prosser, Ward & Lederer (2011) do papel
fisiologico das EROs em midcitos cardiacos. O estiramento da fibra ativa os receptores de rianodina (RyR2)
0 que resulta em um aumento da libertagdo de Ca*" reticulo sarcoplasmatico que contribue para o ajuste fino

das propriedades contrateis dos midcitos.

Este mesmo mecanismo parece estar associado ao aumento das concentragdes de Ca* no
citoplasma celular que podem atravessar a membrana externa e interna da mitocondria apartir de canais
ionicos, VDAC (Aon, Cortassa & O'Rourke, 2010). A principal for¢a motriz para a entrada de Ca*" na matriz
mitocondrial é o potencial de membrana negativo em toda a membrana da matriz mitocondrial mantido pela
translocagdo de protons da CTE (Csordds & Hajnoczky, 2009). Devido a sua elevada condutincia, os
VDAC's permitem uma rapida difusdo do Ca*', podendo estes ser controlados por fosforegulagdo, o que pode

bloquear o influxo do mesmo (Sag et al., 2013).

O Ca* pode ser considerado uma espada de dois gumes para as mitocondrias. Em concentragdes
moderadas ¢ responsavel pela ativacdo da piruvato desidrogenase, resultando em aumento do potencial redox
do NADH e sintese de ATP (Brookes et al., 2004). Aumentos demasiados em sua concentracdo podem
resultar numa progressiva diminui¢cdo da CTE, em fun¢do da queda no potencial de repouso da membrana da
matriz mitocondrial. Este declinio gradual continua até que a alta [Ca®'] estimula a abertura de poros de

transicdo de permeabilidade de membrana mitocondrial (PTPM) resultando em um subito colapso da

Ixiv



membrana, perda de produgdo de ATP e efluxo macigo de Ca** (Biala & Kirshenbauma, 2014).

Em nosso estudo, encontramos um aumento de 2,1 e 2,9 (respectivamente GCs ¢ GCy) vezes a
expressao do VDACI1 (Artigo # 3 Figura 1A e B), o que parece corroborar a literatura atual indicando que
este talvez este seja o principal aspecto cardio-protetivo do exercicio tanto no inicio do desenvolvimento da
doenca (GEs) quanto quando os mecanismos adaptativos da mesma ja estdo instalados (GE4). O menor
influxo de Ca*" (associado ao decrescimo na expressio de VDACI) nos animais submetidos ao exercicio

pode estar associado a uma diminui¢ao dos eventos apoptoticos na mitocondria.

As mitocondrias desempenham um papel crucial na apoptose, a morte de célular a partir da
libertagdo de proteinas apoptogénicas, incluindo citocromo c, para o citoplasma, que ativa a cascata
apoptdtica (Zamzami e Kroemer, 2001). Os fatores apoptogénicos, estdo todos localizados no espago
intermembranar, o que sugere que um aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial externa ¢ um

evento chave no processo de apoptose (Martel, Wang & Brenner, 2014).

Evidéncias sugerem que a proteina da membrana externa envolvida na formacdo de PTPM
consiste no canal anionico voltagem-dependente (VDAC) (Tsujimoto & Shimizu, 2007), cuja atividade
electrofisiologica ¢ muito semelhantes as do PTPM, sendo modulada pela disponibilidade de NADH, Ca2 +,
glutamato ou apos a ligacdo com a hexocinase, condi¢des que também modulam a atividade da MPTP

(Alaviana et al., 2014).

Varios modelos diferentes tém sido propostos para explicar o aumento da permeabilidade da
membrana mitocondrial externa, como a ruptura fisica da membrana, entretanto, a maioria dos modelos
envolve a liberagao de proteinas apoptogénicas através de canais especificos, como o canal VDAC-Bax ou de
um canal criado por oligobmeros de um multi-dominio membro pro-apoptética da familia Bcel-2, tais como

Bax ou Bak (Shimizu, Narita & Tsujimoto, 1999). A familia Bcl-2 (B linfoma-2) ¢ formada por um grupo de
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proteinas pro-sobrevivéncia ou pro-apoptdtica responsaveis pela regulacio do MPTP bem como outros
fatores de inducdo da morte mitocondrial a partir do inicio da cascata de caspases apoptdticas (Kvansakul &
Hinds, 2014). Apesar de ndo termos descrito em nossos achados estas proteinas podemos supor que o
aumento da expressdo do VDAC pode influenciar este mecanismo adaptativo. O VDAC esta diretamente
envolvido na regulacio do MPTP durante apoptose, pois € um dos alvos funcionais da familia de proteinas
Bcl-2 (Tsujimoto & Shimizu, 2007). O papel do VDAC foi inicialmente sugerido pela constatagdo de que
alguns membros da familia Bcl-2, como a Bcl-xL, Bax e Bak, interagem diretamente com o VDAC
(Calmettes et al., 2014).0s mesmos autores demonstraram que as agdes anti-apoptdtica de Bcl-xL e pro-
apoptotica Bax (ou Bak) sdo antagénicos: Bcl-xL fecham o VDAC enquanto Bax/Bak, o abrem
possibilitando a passagem de algumas proteinas, incluindo citocromo c. Nossos achados sugerem que o efeito
cardioprotetor do treinamento fisico pode ser, a0 menos parcialmente, devido a uma redugdo na producao de
EROs mitocondrial, resultando em menos influxo de Ca*, o que atenuaria abertura MPTP e diminui¢do da
producdo de ATP. Este mecanismo € consistente com os resultados de Alaviana et al. (2014), a partir da

manutengdo do potencial elétrico das membranas mitocondriais em fung¢do do menor influxo de Ca*".

O aumento no influxo de Ca’*" nos grupos controle poderia também ser responsavel pela
tentativa de melhoria no metabolismo oxidativo através da ativacdo de desidrogenases sensiveis ao calcio,
que alimentam equivalentes redutores para a ETC e a ATPsintase F1F0 (Territo et al., 2000; Dedkova &
Blatter, 2008). Este achado confirma-se parcialmente em nosso estudo pelo aumento da expressao da ATPase
em 1,6 vezes no GC¢ quando comparado ao GCy (Artigo # 3 Figura 1A e B), o que parece demonstrar uma
adaptacao positiva na tentativa de aumento no oferecimento de ATP presente no inicio da HA onde o aumento
do influxo de Ca®" resultante de aumentos fisioldgicos na carga de trabalho cardiaco, pode ser compensado

pelo aumento do bombeamento protdnico pela ATPsintase F1F0 (Dedkova & Blatter, 2008).

Por outro lado, um dos mecanismos adaptativos encontrados foi o aumento significativo na
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expressdo da ATP sintase F1FO em 2,9 e 2,4 vezes, respectivamente nos GEs e GE4 (Artigo # 3 Figura 1A e
B) como previamente descrito (Swynghedauw, 1999; Bo et al, 2008; Kraljevic et al., 2013; Tang et al.,
2014). Hubbard & McHugh, (1996) sugem que este aumento esta associado ao aumento na CTE em
fun¢do da maior disponibilidade de Ca*" em desidrogenases sensiveis a este. Assim o exercicio aumentaria a
disponibilidade do Ca*" oriundo do reticulo sarcoplasmatico ou mesmo em fun¢do do aumento da descarga
adrenergica em decorrencia do aumento da frequencia cardiaca. Sabe-se que a HA provoca uma reducdo na
expressdo do receptor Pp-adrenérgico (BPAR) e, consequentemente a redugdo na capacidade de resposta
inotropica miocardica em resposta ao estresse simpatico compensado pela calcineurina que modifica a
atividade da proteina quinase A (PKA) revertendo o inotropismo cardiaco (MacDonnell et al., 2007;
Libonati, 2013; Sun et al., 2014). Estes achados parecem suportar os recentes indicativos do papel do Ca*,
como segundo mensageiro, para a regulacdo das tarefas mitocondriais representando um elo crucial para o
metabolismo mitocondrial bem como o mecanismo acoplamento-excitagdo-contragdo no coracao (Dedkova

& Blatter, 2013).
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6. Conclusoes

Artigo #1 Determination of the Maximal Lactate Steady State in Obese Zucker Rats.

Este estudo identificou a MFEL em ratos Zucker obesos durante corrida em esteira, que foi
significativamente menor do que em ratos ndo obesos. Este pardmetro ¢ uma excelente ferramenta para a
padronizacdo das intensidades de treinamento corretas e seguras para estudos futuros que envolvam modelos

obesos.

Artigo # 2 High molecular mass proteomics analyses of left ventricle from rats subjected to

differential swimming training.

Exercicio de alta intensidade demonstrou um aumento de expressdo em algumas proteinas
miofibrilares de alta massa molecular como o-miosina de cadeia pesada, troponina, MRS2 ¢ NADH
desidrogenase. No entanto, o exercicio de alta intensidade também representou um significativo grau de lesdo
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celular, quando comparado aos individuos dos grupos submetidos a leve e moderada intensidade. O aumento
na expressdo da cadeia pesada de miosina sugere um o aumento da eficiéncia do coracdo demonstrando uma
clara correlagdo com o padrdo de intensidade ao quais os individuos foram submetidos. Exercicios de alta
intensidade parecem representar um grau significativo de lesdo celular, quando comparado aos individuos
submetidos a baixa e moderada intensidade o que pode, em longo prazo, representar perda de capacidade
contratil e consequentemente diminui¢cdo funcional. Estes dados parecem ser corroborados pelo aumento da

expressao da troponina, no grupo submetido a alta intensidade, outro achado importante em nosso estudo.

Artigo # 3 Effect of moderate exercise on mitochondrial proteome in heart tissue of

hypertensive models

Este trabalho demonstrou a redug¢do da abundancia de complexo I, a diminui¢do na expressao
do VDAC, e o aumento na ATP sintase (entre duas e trés vezes) em ambos os grupos submetidos a exercicio
de moderada intensidade (GEs e GE4) em esteira rolante quando comparado com aos respectivos grupos
controle, sugerindo que o exercicio reduz os efeitos deletérios da hipertensdo sobre a mitocondria do miocito
cardiaco, nos levando a crer que o exercicio ¢ capaz de modular efeitos cardio protetivos por uma possivel
diminuigdo da apoptose mitocondrial associado a redu¢do do MPTP de Ca*, e sem davida, o aumento na
producdo de ATP, o que poderia ser considerado o principal marcador mitocondrial de eficiéncia do

treinamento.
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Artigo #1 Determination of the Maximal Lactate Steady State in Obese Zucker Rats
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Artigo # 2 High molecular mass proteomics analyses of left ventricle from rats subjected to differential
swimming training.
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Artigo #3 Effect of moderate exercise on mitochondrial proteome in heart tissue of hypertensive
models.
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