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RESUMO

Os componentes da matriz extracelular (MEC) sdo continuamente sintetizados e
degradados a diferentes taxas em um processo chamado remodelamento envolvendo a
expressdao de metalopeptidases de matriz (MMPs) e seus inibidores especificos (TIMPs)
em condicdes fisiologicas (crescimento, exercicio) ou patologicas (hipertensdo arterial,
infarto do miocardio). A expressdo das cadeias pesadas de miosina (CPM) o e B no
miocardio apresenta também plasticidade de resposta a estas condic¢des fisiologicas e
patologicas. Estudamos a influéncia do treinamento agudo de natagdo em ratos Wistar
machos com 160 — 180 gramas, treinados seis horas por dia, em trés sessoes de duas
horas por um até cinco dias consecutivos sobre a expressio de MMPs e CPM-f3
comparadas ao grupo sedentarios, além da variagdo da concentracdo de lactato
sanguineo e da relacdo peso do coracdo/peso corporeo. Esta mostrou variagdo
significante no grupo treinado 96 horas (p<0,05) e 120 horas (p<0,01) em relagdo ao
controle. As concentragdes de lactato apos o exercicio foram significativamente maiores
para todos os dias de treinamento. A andlise da expressdo da CPM  em tempo real
mostrou aumento significante do grupo 120 horas (p<0,01). Zimografia dos extratos
protéicos em gel SDS 12% com gelatina mostrou banda de atividade de massa
molecular 66 kDa em todas amostras (controle e treinados) e com aumento de atividade
quanto maior o tempo de treinamento, estatisticamente significantes com 72 horas
(p<0,05) e 96 e 120 horas (p<0,001). Concluindo, os coragdes de pequenos roedores
podem ser precocemente condicionados bioquimica e funcionalmente ap6s um

programa de exercicio agudo de natagdo com componente anaerdbio.
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ABSTRACT

The extracellular matrix (ECM) components are continuously synthesized and degraded
at distinct rates in a process called remodeling involving the expression of matrix
metallopeptidases (MMPs) and their inhibitors (TIMPs) in physiological (growth,
exercise) or pathological (high blood pressure, myocardial infarction) conditions. The
expression of myosin heavy chain (MHC) o and f in the myocardium also changes in
response to physiological (exercise) and pathological (energy deprivation,
hypothyroidism, diabetes mellitus, hypertension) stimulus. The aim of this work was to
study the influence of acute swimming training in Wistar male rats (160-180g) for
6hr/day, in 3 sessions of 2 hr each for 1 to 5 consecutive days, on the MMPs and MHC
B expression, compared to the sedentary control group. Blood lactate concentration and
heart weight/body weight relation were also determined. Heart weight was increased in
relation to body weight in the groups that trained for 4 (p<0.05) and 5 days (p<0.01).
Blood lactate levels after all training sessions were significantly increased in all days.
Morphological analysis showed no alterations or inflammatory signs compared to
controls. The expression of MHC 3 was analyzed by real time RT-PCR showing that it
was significantly increased only after 5 days of training (p<0.01). After 4 days, a
tendency to increase was observed but it was not significant. Zymography analysis of
muscle extracts indicated a single 66kDa activity band that was significantly increased
after 3 (p<0.05), 4 and 5 days (p<0.001) and this activity was enhanced in proportion to
the duration of training. In conclusion, the heart of small rodents may be biochemical
and functionally early conditioned after an acute program of swimming with an

anaerobic component.
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Matriz extracelular e remodelamento

A matriz extracelular (MEC) serve como substrato para a adesao celular, sendo
responsavel pelo alinhamento das células e pela integridade estrutural do tecido; ¢
também um ambiente critico de sinaliza¢do celular. No musculo cardiaco, o conteudo e
a composicao dos componentes da matriz extracelular contribuem para determinar as
propriedades fisicas, mecanicas e funcionais do tecido cardiaco. A MEC do miocardio ¢
formada principalmente por uma rede de colageno tipos I e II, (Weber, 2001),
sintetizados por fibroblastos presentes no tecido cardiaco.

Os midcitos estdo envoltos por uma rede fibrilar de coldgeno e arranjados em
feixes musculares, os quais também s3o circundados por esta rede que apresenta
estrutura bastante complexa e de hierarquia bem definida (Walker e Spinale, 1999). Esta
estrutura tem papel fundamental na manutengdo da geometria ventricular durante o
processo de crescimento cardiaco. (Weber, 2001). Os miocitos cardiacos sdo envoltos
pela matriz extracelular cardiaca que contém uma substancia intercelular amorfa, a rede
de colageno fibrilar e elastina. As células ndo midciticas incluem fibroblastos,
macrofagos, células musculares lisas dos vasos e endotélio vascular. Os midcitos
cardiacos correspondem a 75% do volume do miocardio embora representem menos de
40% das células miocardicas. Por sua vez o coldgeno corresponde de 2 a 3 % do total de
proteinas do coragao humano (Tyagi, 1997).

A membrana basal vascular ¢ composta principalmente por colageno,
fibronectina, elastina e proteoglicanas. O colageno ¢ sintetizado principalmente pelos
fibroblastos, mas pode ser produzido também pelas células musculares lisas das paredes

dos vasos, dependendo de determinados estimulos patolégicos como, por exemplo, o



estresse mecanico produzido pela hipertensao arterial (Lee e col., 2001). A maioria das
vias sinalizadoras da hipertrofia miocitica também promove a hiperplasia de
fibroblastos tendo, portanto, efeito na produgdo do coldgeno. Coragdes hipertrofiados e
insuficientes exibem, freqlientemente, aumento significativo da fibrose intersticial, a
qual enrijece o ventriculo e perturba de forma negativa a fungdo diastolica e,
posteriormente, deprime a fungdo sistdlica (Weber e col., 1989; Janicki e Matsubara,
1994).

Os efeitos do aciimulo anormal de colageno no miocardio sobre a funcdo do
musculo sdo conhecidos ha varias décadas. Em 1971, Bing observou que o aumento de
31% na concentragdo de hidroxiprolina - um indicador do contetido de coldgeno do
tecido - causava aumento de 50% na rigidez passiva do musculo papilar de ratos com
estenose aortica supravalvar.

Holubarsh e colaboradores (1983) observaram a mesma associagdo em diversos
modelos experimentais de sobrecarga de pressdo em ratos e, mais recentemente
Matsubara e colaboradores (2000), relataram a associagdo entre o aumento da
concentragdo miocardica de hidroxiprolina e aumento da rigidez passiva do musculo
papilar do rato, na presenga ¢ na auséncia de hipertrofia miocardica, sugerindo que, na
auséncia de isquemia, o componente intersticial ¢ mais importante na determinagdo das
caracteristicas passivas do misculo do que a massa muscular propriamente dita.

Por outro lado, a destruicdo do coldgeno cardiaco que pode acontecer com o
aumento da atividade colagenolitica, resulta em multiplas conseqiiéncias adversas para a
arquitetura e o funcionamento do miocardio, como por exemplo, a dilatacdo cardiaca e a
progressdo para a insuficiéncia cardiaca, em varias condicdes clinicas.

Em condi¢des fisioldégicas os componentes da matriz extracelular sdo

continuamente sintetizados ¢ degradados a diferentes taxas, em um processo chamado



de remodelamento. Este ¢ um processo altamente regulado uma vez que a integridade
do miocardio e da membrana vascular basal ¢ fundamental para o funcionamento
adequado do coracdo. Alteragdes no metabolismo da MEC s3o encontradas na vasta
maioria das formas de doengas vascular e cardiaca (Laurent, 1987).

Os componentes da MEC comunicam-se com o citoesqueleto no interior das
células através de receptores denominadas integrinas. A ligagdo dos componentes da
MEC as integrinas resulta na transducdo de sinais mediados inicialmente por
fosforilagdo de determinadas proteinas e finalmente na ativacdo de fatores de
transcri¢ao da familia Ets (Crowe e Shuler, 1999). Estes fatores de transcri¢do irdo
ativar a expressao de determinados genes envolvidos no remodelamento tecidual. A
regido promotora dos genes da maioria dos colagenases possui elementos regulatérios
reconhecidos por fatores de transcri¢do Ets (Tremble e col., 1995; Higashino e col.,
1995).

O metabolismo do colageno no coragdo ¢ um processo dinamico que envolve a
sua degradagdo por proteases. Metalopeptidases de matriz extracelular (MMPs) sdo
membros de uma familia de enzimas dependentes de zinco, que degradam componentes
especificos da matriz extracelular (Nelson e col., 2000). Pelo menos 20 diferentes
MMPs ja foram identificadas, e a maioria destas enzimas sdo secretadas como
zimogénios inativos que requerem ativacdo no espaco extracelular por tripsina ou
plasmina (Tabela 1). Varias MMPs tem dominios transmembrana e podem agir como
proteases ao nivel da membrana celular.

As MMPs s3o firmemente reguladas em varios niveis, incluindo transcrigao,
tradugdo, secrecdo, ativacdo dos zimog€nios para a protease ativa, e através de
inibidores protéicos endogenos chamados inibidores teciduais das metaloproteinases

(TIMPs) (Brew e col., 2000).



Tabela 1. Substratos das Metalopeptidases de Matriz
MMP Colageno Membrana Basal Elastina Proteinas Extra-matriz
Intersticial
Colagenases
MMP-1 I >I >(+/-11); VILX +/- FN,LN,EN,PG - L-selectina
MMP-8 [ >111 > I;(?VILX) +/- FN,LN,EN,PG -
MMP-13 11> 1, II;GL(?VILX) +/- FN,LN,EN,PG -
e telopeptidase.
Stromelisinas
MMP-3 - FN,LN,EN,PG,+/- PS col IV +/- Fator de crescimento tipo EGF e
MMP-10* - FN,LN,EN,PG, +/- OS col IV +/- plasminogénio

Similares as Enzimas tipo estromelisinas sdo mais
Stromelisinas potentes para converter
MMP-7 - FN,LN,EN,PG, + plasminogénio em angiostatina e
MMP-9 - FN,LN,EM,PG,PS col IV ++ degradar a a,;AT.

Gelatinases

MMP-2 GL,IVIL X, XI col IV/V, FN,LN,EN,PG,PS ++
MMP-10* GL col IV/V, FN,LN,EN,PG,PS ++
Sitios de

reconhecimentos

da Furina -
MMP-11% - -

Tipo membrana

MMP-14* +-1>11, 11 FN,LN,EN,PG

MMP-15 FN,LN,EN,PG

MMP-16 ?

MMP-17 ?

Descritas mais

recentemente

Enamolsina GL(amelogenina) ? ? ?

Estes substratos indicam fungdes biologicas potenciais, mas os verdadeiros substratos
fisiologicos in vivo sdo desconhecidos. YA MMP-10 tem as mesmas especificidades que a MMP-
3, mas é menos potente. *A enzima humana ndo ¢é cataliticamente ativa para os componentes
conhecidos da MEC. *A proteina recombinante soluvel foi testada. o, AT, o, antitripsina; EN,
entactina; FN, fibronectina; GL, gelatina; col IV/V, coladgenos tipos IV e V; LN, laminina; PG,
proteoglicano; PS col IV, colageno tipo IV tratado com pepsina (modificado de Shapiro, 1998).

O colageno ¢ altamente resistente a protedlise devido a sua estrutura rigida; as

unicas metalopeptidases capazes de degrada-lo sdo as colagenases MMP-1 ¢ MMP-8



(Docherty e Murphy; 1990; Knauper e col., 1990). A MMP-1 tem como substrato
preferencial o colageno tipo 11l e a MMP-8 tem como substrato preferencial o colageno
tipo 1. Estas peptidases clivam o colageno em determinados sitios, gerando fragmentos
de colageno chamados gelatinas; estas tltimas rapidamente se desenovelam e podem ser
degradadas por proteases menos especificas denominadas gelatinases, tais como MMP-
2, MMP-9, MMP-3 e também por serino proteases (Cleutjens e col., 1995).

O remodelamento estrutural extracelular ocorre como uma resposta
compensatdria do tecido a uma condigdo patoldgica, como por exemplo, a hipertensao
arterial sistémica, a aterosclerose vascular, o enfarto do miocardio e as miocardiopatias
das mais diversas etiologias. Por exemplo, evidéncias recentes implicam a familia das
MMPs como mediadores potenciais da dilatagdo cardiaca e da progressdo para a
insuficiéncia cardiaca. Estas evidéncias sdo baseadas em varias linhas de investigacao
(Lee, 2001).

Primeiro, os membros da familia das MMPs tem expressdo aumentada no
miocardio tanto em condi¢des experimentais como em situagdes clinicas, como lesdao
miocardica, enfarto do miocardio e dilatacdo cardiaca, juntamente com os TIMPs 1 e,
2, citocinas e outros fatores que induzem expressao génica de MMPs como por exemplo
o indutor endégeno de MMP-EMMPRIN (Li e col., 2.000a e b, Spinale e col., 2000,
Thomas e col. 1998). Entretanto, importantes diferencas no perfil das MMPs e dos
TIMPs podem existir na miocardiopatia isquémica em relagdo a aquelas de origem nao
isquémica, um fator que pode ser critico no planejamento de estratégias de inibi¢ao
seletiva de MMPs. Por exemplo: tanto a MMP 9 como a MT1-MMP (uma MMP tipo
membrana) estdo aumentadas em ambas as formas de miocardiopatias, de origem
isquémica e ndo isquémica, enquanto que as MMP2 ¢ MMP3 estao preferencialmente

aumentadas nas miocardiopatias de origem ndo isquémica (Spinale e col, 2000). Em



segundo lugar, a expressao aumentada de pelo menos uma MMP (MMP-1) nos coragdes
de camundongos transgénicos pode causar hipertrofia cardiaca, dilatagdao e disfuncao
sistolica (Kim e col., 2000). Terceiro, estudos de varios laboratdrios com modelos
experimentais diferentes indicam que a inibicdo das MMPs através de pequenas
moléculas ou transferéncia de genes de inibidores enddgenos afeta favoravelmente o
remodelamento cardiaco (Spinale e col., 1999).

As MMPs podem também mediar as cardiomiopatias dilatadas induzidas por
citocinas. A expressdo aumentada do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)) no coragdo
provoca dilatagdo  ventricular, fibrose e insuficiéncia cardiaca com aumento
concomitante da MMP-2 e MMP-9. A liberacdo de TNF ¢ mediada por uma outra classe
de MP.O tratamento anti TNF- o pela expressdo aumentada do receptor solivel TNF-a
Tipo I atenuou a atividade da MMP e preveniu a sintese ulterior do colageno. (Li e col.,
2000a). Assim as MMPs podem mediar a insuficiéncia cardiaca induzida por citocinas,
reforcando a evidéncia de que a inibicdo das MMPs possam ter larga utilizagdo na
prevencao da insuficiéncia cardiaca (Spinale, 1999).

A MMP-9 ¢ expressa de forma aumentada pelo infiltrado de leucocitos no pds-
infarto agudo do miocardio (pds IAM) imediato e posteriormente pelas células do
estroma. Heymans e colaboradores (1999) descreveram uma redug¢do na ruptura
cardiaca, o que sugere um importante papel da MMP-9 na organizacido do colageno. A
delecdo dirigida (targeted deletion) foi usada para investigar o papel da MMP-9 no
remodelamento pds-enfarto. Ducharme e colaboradores (2000) constataram que a
delecao da MMP-9 atenuou dramaticamente a dilatacdo do VE nos primeiros dias ap6s
o IAM e também alterou a natureza da fibrose, com colageno mais denso ¢ em maior

quantidade no tipo selvagem.



O mecanismo responsavel pelas alteragdes no metabolismo do coldgeno ¢ ainda
desconhecido. Existem evidéncias bioquimicas e morfoldgicas de que a atividade
colagenolitica se inicia poucas horas apds a isquemia e o infarto agudo do miocardio e
persiste por trés a quatro dias (Cleutjeus e col., 1995). A perda da identidade das fibras
de colageno resulta no deslizamento dos midcitos, distensdo dos sarcomeros,
estreitamento das paredes vasculares, dilatagdo cardiaca e discinesia (Cannon e col.,
1983).

A sintese e secre¢ao de pr6o-MMPs sdo reguladas por diversas citocinas e fatores
de crescimento, inclusive o fator de necrose tumoral a (o-TNF). Torre-Amirone e
colaboradores (1996), detectaram a presenca de niveis elevados de TNF-a na
insuficiéncia cardiaca congestiva, o que poderia contribuir para o aumento da expressao
de MMPs que levariam ao quadro de remodelamento patolégico do coracdo. O colageno
fibrilar seria degradado pelas MMPs, e substituido por um coldgeno de baixo teor de
ligagdes cruzadas, levando ao enfraquecimento e dilatacdo da parede ventricular

(Gunja-Smith e col.,1996).

Exercicio e transferéncia de energia

No que concerne a atividade fisica, julgamos necessario introduzir alguns
conceitos referentes a intensidade do exercicio e as implicacdes decorrentes para a
transferéncia de energia no mesmo que, em ultima andlise, irdo caracterizd-lo como
exercicio aerdbico ou aerdbico-anaerdbico (ou exercicio aerdbico com componente
anaerdbico).

A primeira etapa da degradacdo da glicose em uma série de reagdes de

fermenta¢do denominadas coletivamente glicélise ou vias de Embdem — Meyerhof,



(Bodner, 1986) ocorre no meio aquoso da célula, fora da mitocondria; estas reacoes
representam uma forma mais primitiva de transferéncia rapida de energia, bem
desenvolvida em anfibios, répteis, peixes e animais marinhos. No inicio do catabolismo
da glicose, que ¢ o primeiro substrato energético a ser utilizado na atividade fisica, a
glicoOlise gera energia anaerobica.

Nos seres humanos a capacidade da célula em termos de glicolise ¢ crucial
durante as atividades fisicas que exigem um esfor¢o maximo com duracdo de até 90
segundos. A regulacdo da glicdlise depende da concentragdo das enzimas glicoliticas-
chave, hexocinase, fosfofrutocinase, piruvatocinase, dos niveis do substrato frutose -1 -
6, difosfato e do oxigénio que, em grandes quantidades inibe a glicolise.

A glicose fica localizada no liquido extracelular adjacente para ser transportada
através da membrana plasmatica da célula por um processo de difusdo facilitada
mediado por uma familia de cinco proteinas denominada coletivamente de
transportadores facilitativos. As fibras musculares e os adipocitos contém um
transportador que depende da insulina conhecido como GLUT-4. Em resposta a insulina
e a atividade fisica (independente da insulina), o GLUT-4 migra das vesiculas dentro da
célula para a membrana plasmatica e sua agdo facilita o transporte de glicose para o
interior do sarcoplasma, onde ¢ utilizada para a formagao de ATP; outro transportador
de glicose, o GLUT-1 ¢ responsavel pelos niveis basais de transporte de glicose para o
interior do musculo (McArdle, Kats e Kats 2003).

Existe oxigénio suficiente no liquido intersticial que envolve as células nos
niveis leve a moderado do metabolismo energético. Conseqiientemente, os hidrogénios
(elétrons) retirados dos substratos e carreados pelo NADH (nicotinamida adenina
dinocleotideo) que ¢ a coenzima da enzima desidrogenase, sdo oxidados dentro das

mitocondrias para formar agua quando se unem com o oxigénio. Sob o aspecto



bioquimico, existe um estado estavel ou, com maior exatiddo uma situagao estavel, pois
o hidrogénio ¢ oxidado com a mesma velocidade com que se torna disponivel. Os
bioquimicos se referem a essa condicdo dindmica relativamente estavel como glicolise
aerobica, com o piruvato como produto terminal (McArdle, Kats e Kats 2003).

No exercicio extenuante, quando a demanda de oxigénio ultrapassa tanto o
suprimento de oxigénio quanto seu ritmo de utilizagdo, a cadeia respiratoria ndo
consegue processar todo o hidrogénio ligado ao NADH. A liberag¢do continua de energia
anaerobica na glicolise depende da disponibilidade de NAD+ para oxidar o 3-
fosfogliceraldeido a 1 — 3 difosfoglicerato; caso contrario o ritmo rapido da glicolise se
esgota. Durante a glicolise anaerdbica, o0 NAD" ¢ liberado a medida que pares de
hidrogénio ndo oxidados em excesso se combinam temporariamente com o piruvato
para formar acido latico; esta formagao de lactato requer uma etapa adicional catalizada
pela enzima desidrogenase numa reagdo reversivel (McArdle, Kats e Kats, 2003).

E o acimulo de lactato, e ndo apenas sua produgio, que anuncia o metabolismo
energético anaerobico. Durante o repouso e o exercicio moderado algum lactato ¢
formado através do metabolismo energético das heméceas que nao contém mitocondrias
e também devido as limitagdes impostas pela atividade enzimatica nas fibras musculares
com uma alta capacidade glicolitica (fibras de contragdo rapida). Entretanto, qualquer
lactato assim formado serda oxidado prontamente nas fibras musculares vizinhas com
uma alta capacidade oxidativa ou nos tecidos mais distantes como o coragdo;
conseqiientemente o lactato ndo se acumula, pois o seu ritmo de remogao ¢ igual ao seu
ritmo de producdo. Os atletas de endurance mostram uma maior capacidade de
eliminagdo (remogdo) de lactato durante o exercicio (MacRae HS-H e cols., 1992). O

armazenamento temporario de hidrogénio como lactato representa um aspecto singular
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do metabolismo energético, pois proporciona um reservatorio de prontiddo para o
armazenamento temporario dos ions hidrogénio.

Uma vez formado o lactato no musculo, ele se difunde rapidamente para o
espago intersticial e o sangue para ser tamponado e removido do local da sua producao e
dessa forma a glicdlise continua fornecendo energia anaerdbica para a ressintese de
ATP. No entanto, esta via para a energia extra ¢ temporaria, pois os niveis sanguineos e
musculares de lactato aumentam e a regeneragdo do ATP ndo consegue acompanhar seu
ritmo de utilizagdo; a fadiga se instala e diminui o desempenho no exercicio. A maior
acidez intracelular e outras alteracdes medeiam a fadiga pela inativacdo de varias
enzimas na transferéncia de energia e pela deterioracdo das propriedades contrateis do
musculo ( Bertocci LA, Gollnick PD, 1985; Carins SP, e cols, 1998; Hogan MC e cols,
1995; Mainwood GW e Renaud JM, 1985). Entretanto, a maior acidez (pH mais baixo)
ndo explica, por si s0, a reducdo na capacidade de realizar exercicios durante um esfor¢o
fisico intenso (Jacobs I e cols, 1993).

O lactato ndo deve ser encarado como um produto de desgaste metabdlico, mas,
ao contrario, ¢ uma valiosa energia quimica que se acumula como resultado do exercicio
intenso. Quando se torna novamente disponivel uma quantidade suficiente de oxigénio
durante a recuperagdo, ou quando o ritmo de exercicio diminui, o0 NAD+ remove os
hidrogénios ligados ao lactato para subseqiiente oxidacao a fim de fornecer ATP.

Os esqueletos de carbono das moléculas de piruvato formadas novamente a
partir do lactato durante o exercicio serdo oxidadas para a obtengdo de energia ou serdo
sintetizados (transformados) em glicose no ciclo de Cori no figado e nos rins. O ciclo de
Cori ndo serve apenas para remover o lactato, mas o utiliza também para reabastecer as

reservas de glicogénio depletadas no exercicio intenso (Sumida KD e cols., 1993).
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No exercicio extenuante com um catabolismo elevado de carboidratos o
glicogénio dentro dos tecidos inativos torna-se disponivel para atender as necessidades
do musculo ativo. Essa remogao ativa do glicogénio através do reservatorio permutavel
de lactato progride a medida que os tecidos ativos langam lactato na circulagdo. O
lactato ¢ um precursor gliconeogénico capaz de sintetizar os carboidratos (através do
ciclo de Cori) que irda permitir a homeostasia da glicose sanguinea e atender as
demandas energéticas do organismo (Brooks GA., 1994; MacRae HS-H e cols., 1992).

As reacdes anaerdbicas de glicdlise liberam apenas cerca de 10% da energia
existente na molécula original de glicose. A extracdo de energia restante prossegue
quando o piruvato ¢ transformado irreversivelmente em Acetil-CoA (que ¢ uma forma
de acido acético) e este penetra no ciclo do acido citrico (também chamado ciclo de
Krebs ou ciclo dos acidos tricarboxilicos ) que é o segundo estagio do fracionamento
dos carboidratos (Bodner GM., 1986). O ciclo do acido citrico degrada o substrato do
Acetil-CoA para dioxido de carbono e atomos de hidrogénio dentro das mitocondrias. O
ATP ¢ formado quando os atomos de hidrogénio sdo oxidados durante o transporte de
elétrons — fosforilagdo oxidativa.

O metabolismo aerobico refere-se as reagdes catabolicas geradoras de energia
nas quais o oxigénio funciona como um aceptor final de elétrons na cadeia respiratoria e
se combina com o hidrogénio para formar dgua. O oxigénio ndo participa diretamente
na sintese de ATP, mas a presenca de oxigénio no final da linha determina em grande
parte a capacidade para a produgdo de ATP que por sua vez determina e a possibilidade
de manter um exercicio de endurance de alta intensidade.

Apbs estas consideragdes, podemos conceituar o exercicio aerdbico como aquele
de intensidade leve a moderada que nao implica em acimulo de lactato. Por sua vez, o

exercicio aerobico com componente anaerobico ¢ aquele de grande intensidade que gera
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um acumulo de lactato que sera removido durante o periodo de recuperagdao ou quando

o exercicio diminui significativamente de intensidade.

Remodelamento do miocardio no exercicio

E muito limitado o que se conhece a respeito do remodelamento induzido pelo
exercicio. Diversos estudos demonstraram que o treinamento fisico prolongado induz
uma resposta adaptativa do organismo que inclui a hipertrofia cardiaca. O crescimento
miocardico depende fundamentalmente da hipertrofia, ou seja, do aumento do tamanho
celular, pois o cardiomiocito adulto ¢ terminalmente diferenciado e ha poucas
evidéncias de capacidade de divisdo celular em condi¢des normais apds o nascimento
(Anversa e col, 2002). Como ja citado, os midcitos cardiacos ocupam 75% do volume
do miocardio embora representem 40% ou menos do numero total de células e assim o
aumento do tamanho celular ¢ efetivo para o crescimento do 6rgdo como um todo
(Weber, 2001). A hipertrofia miocardica pode ocorrer de forma fisiologica ou
patologica. A primeira ¢ aquela observada durante o crescimento miocardico no periodo
embrionario, durante o crescimento no periodo pds-natal, na senescéncia ¢ também no
crescimento associado ao treinamento fisico (Lorell e col, 2000). Quando, por outro
lado, o coragdo ¢ submetido a sobrecarga cronica de pressao a hipertrofia miocardica ¢
dita patologica e ¢ um dos principais mecanismos de adaptacdo do miocardio a nova
condicdo, pois o espessamento da parede muscular tem o efeito de normalizar o estresse
sistélico ventricular, possibilitando a ejecdo normal apesar da sobrecarga hemodinamica
(Thiedemann e col., 1983; Lorrell e col, 2000). No entanto, a hipertrofia miocardica
constitui-se em fator independente de risco de morte subita, infarto do miocardio e

desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca. Os pacientes hipertensos e com hipertrofia
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miocardica detectada pelo eletrocardiograma e/ou pelo ecocardiograma tém risco
cardiovascular aumentado independente dos niveis de pressao arterial (Frohlich, 1998).

Um dos primeiros trabalhos a abordar a hipertrofia cardiaca e outras alteracdes
induzidas pelo exercicio foi o de Hickson e colaboradores (1979), que estudaram essas
variaveis em ratas apds treinamento por natacdo. Estes autores observaram aumento do
peso do coragdo e do total de proteinas um dia apos o inicio do programa de natagdo e
que se tornaram estatisticamente significativos a partir do segundo dia. O aumento total
do peso do coragdo induzido pelo exercicio ocorreu dentro de 14 dias e chegou a 30%
quando comparado ao do grupo controle. O periodo médio de desenvolvimento desta
significativa hipertrofia foi de cinco dias apds o inicio do treinamento de sete dias
consecutivos.Observaram também um rapido aumento no conteido do RNA do
ventriculo em resposta ao exercicio, que ocorreu mais rapidamente que o aumento do
peso do coragdo; como conseqiiéncia a concentracio de RNA elevou-se
significativamente apds o 1°., 2°. ¢ o 3°. dias de exercicio. Dai em diante, a concentragdo
de RNA retornou ao nivel controle, mas o conteido total de RNA do coragdo
permaneceu significativamente elevado. O aumento no contetdo total de citocromo C
no coragdo, usado como marcador mitocondrial, ocorreu com um discreto retardo em
relacdo ao aumento do peso do coragdo e sé se tornou estatisticamente significativo 5
dias apdés o inicio do programa de natacdo. No entanto, nem a concentracdo de
citocromo C nem a concentragdo total de proteina, alteraram-se de forma significativa
em resposta ao programa de treinamento.

Foi constatada, também, hiperplasia do tecido conjuntivo, ¢ a concentragdo de
hidroxiprolina foi medida para avaliar os efeitos do exercicio no contetido de colageno
dos ventriculos. A hidroxiprolina ¢ encontrada exclusivamente no colageno, do qual

representa uma porcentagem definida, em peso. Observou-se que a concentragdo de
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hidroxiprolina, apresentava uma queda pequena e progressiva durante as primeiras duas
semanas do programa de natagdo, enquanto os ventriculos estavam se hipertrofiando.
Quando o peso do coragdo se estabilizou a concentracdo de hidroxiprolina se manteve
estavel a um nivel significativamente abaixo daqueles achados nos coracdes dos
controles sedentarios; no entanto, o conteuido total de hidroxiprolina do coragao
aumentou aproximadamente 10% e ndo diminuiu significativamente durante a regressao
da hipertrofia cardiaca.

Estudos laboratoriais da funcdo celular também revelaram genes cuja expressao
¢ diretamente alterada pelo exercicio. Genes que codificam intermedidrios da cascata de
sinalizagcdo da insulina, intermediarios do metabolismo energético, pro-colagenos e
enzimas que processam o colageno, enzimas envolvidas no metabolismo da glicose e
dos lipideos e outros, demonstraram alteragcdes nos niveis de expressao subseqiientes ao
exercicio (Cortright e col., 1999; Han e col., 1999; Kim e col., 1999; Kuo e col., 1999).

Com as novas tecnologias disponiveis para a pesquisa da expressdo génica
diferencial, como a técnica dos microensaios (microarrays) utilizando micro chips, que
estdo se tornando mais acessiveis € mais empregadas, espera-se que um numero
crescente de genes cuja expressdo seja modificada pelo exercicio possa ser identificado.

Foi demonstrado que a tensdao ¢ um estimulo importante da expressdo génica no
musculo esquelético e que uma variante recentemente identificada do IGF-I (fator de
crescimento mecanico) é responsavel pelo reparo tecidual local e a manutencdo e
remodelamento dos musculos submetidos a tensdo (Goldspink, 1998; McKoy e col.,
1999; Yang e col., 1997). Estes pesquisadores mostraram também que o tipo e a
duracdo do exercicio experimentado pelos musculos envolvidos no exercicio regulam a
expressao dos genes das varias isoformas da cadeia pesada da miosina que, em ultima

analise, vao determinar o fenotipo da fibra muscular. Esta ¢ uma das maneiras pela qual
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o tecido muscular pode se adaptar a um tipo especifico de atividade fisica (Goldspink e
col., 1999; Yang e col., 1996).

O exercicio pode também influenciar a expressdo génica através de alteragdes
provocadas pela atividade fisica e que modulam a ligacdo de proteinas nucleares ou a
translocacao de fatores de transcrigdo ao nucleo, tais como as flutuacdes dos niveis de
catecolaminas circulantes, a liberagdao dos sinais dos neurotransmissores ou a conversao
da utilizagdo de substratos energéticos (Fiebig e col., 1999; Skerry, 1999).

Os mecanismos moleculares que determinam a hipertrofia cardiaca no exercicio
ndo sdo bem conhecidos, mas envolvem o aumento da atividade de genes relacionados
com o remodelamento do miocardio. Por outro lado, ndo estd claro como este
remodelamento envolve a expressdo de genes que codificam os diferentes tipos de

miosina cardiaca.

Miosina, estrutura e expressao diferencial

A miosina ¢ uma proteina largamente disseminada e altamente conservada em
todas as células eucaridticas onde prové a fungdo motora para diversos movimentos,
como citocinesia (movimentagao celular), fagocitose e contracdo muscular. A miosina
interage com a actina para gerar a for¢a para os movimentos celulares que vao desde a
movimentag¢ao celular até a contracdo muscular.

Os genomas dos vertebrados contem muitos genes que codificam classes
distintas de miosinas, incluindo as miosinas convencionais com duas cabe¢as bem como
isoformas ndo convencionais de cabega uUnica que sdo expressas de uma maneira
regulada durante o desenvolvimento de alguns tecidos especificos. Devido ao grande

nimero de moléculas identificadas até agora, as miosinas foram divididas em sete
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classes distintas, baseadas nas propriedades do seu dominio amino terminal (cabega
motora).

Uma destas classes, a classe I de miosinas, ¢ uma miosina convencional que
existe como uma proteina hexamérica consistindo de duas sub-unidades de miosina de
cabeca pesada (CPM) de 200 kDa cada, e de dois pares de sub-unidades nao idénticas
de cadeia leve de 17-23 kDa cada; estas ultimas tem importantes papéis modulatédrios
durante a contragdo muscular. A CPM por sua vez, ¢ responsavel tanto pela fungdo
motora como a de formagdo do filamento da molécula intacta da miosina. A sub-
unidade CPM pode ser dividida em dois dominios funcionais: um globular, o dominio
da cabegca amino terminal, que contém a fun¢do motora, ¢ um dominio carboxil
alongado, com forma de um bastdo e enrolado como uma alfa-hélice, que contém as

propriedades formadoras de filamento da miosina (Figuras 1 e 2).
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Figura 1. Estrutura da miosina. a) A miosina II ¢ formada por duas cadeias pesadas
(rosa e vermelho); a extremidade carboxilica forma uma extensao enovelada (cauda) e o
N-terminal possui o dominio globular (cabega). Duas cadeias leves (azul claro e escuro)
estdo associadas com cada dominio globular da miosina. b) A clivagem com tripsina e
papaina separa as partes globulares (fragmentos S1 e S2) das caudas. (retirado de

Nelson e Cox, 2000).
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Myosin head

Actin filament

Figura 2. A) Modelo de fitas da interacao das cadeias leves (azul claro e escuro) com o
dominio globular da cadeia pesada da miosina. B) Modelo de preenchimento espacial da
interagdo de um filamento de actina (vermelho) com uma “cabeca” de miosina (cinza e
azul) ligada a um monomero de actina dentro do filamento (retirado de Nelson e Cox,

2000).
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Seqiiéncias clonadas foram obtidas de genes de CPM expressos em musculo
tanto liso como estriado, assim como em varios tipos celulares ndo musculares. As
miosinas expressas nestes tipos celulares compreendem trés classes gerais de miosina:

a) miosina de musculo liso, b) miosina de musculo estriado, ¢) miosinas nao

musculares.

Embora a familia completa de genes da CPM de mamiferos ainda ndo tenha sido
completamente determinada, pelo menos treze genes ja foram descritos. Estes incluem
trés genes para CPM de células ndo musculares, dois genes de CPM de musculo liso, e
pelo menos oito genes de CPM de musculo estriado. A miosina ¢ a mais abundante
proteina expressa nas células musculares estriadas, compreendendo aproximadamente
25% do conteudo protéico total do musculo (Baldwin e Haddad, 2001).

A miosina nativa faz o papel tanto de uma proteina estrutural como de uma
proteina regulatéria, ja que forma a estrutura do sarcomeno constituindo o aparelho
contratil. Através da sua interacdo com outra proteina do sarcomero, a actina funciona
como um motor ¢ faz a transducdo, através da sua atividade ATPésica, de energia
quimica (ATP) em manifestagdo mecanica de geragdo de forga, e/ou encurtamento do
sarcomero, advindo dai a geragdo pelo musculo de trabalho mecanico e poténcia.

Tanto do ponto de vista biolégico como funcional, uma importante caracteristica
no que concerne as propriedades estruturais e funcionais do musculo ¢ a existéncia da
familia de genes da CPM de proteinas motoras, na qual genes especificos codificam
isoformas de CPM especificas. Estas isoformas de CPM tem diferentes propriedades
ATPésicas e velocidades de encurtamento, influenciando assim as propriedades

funcionais intrinsecas das fibras nas quais estdo expressas que por sua vez determinam
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as bases moleculares da diversidade funcional das fibras de um musculo (Schiaffino e
Reggiani, 1996).

Pelo menos nove isoformas de CPM foram identificadas na musculatura estriada
de mamiferos, incluidas aqui as musculaturas cardiaca e esquelética (Tabela 2).

Tabela 2: Isoformas de cadeia pesada de miosina*

Isoformas da CPM

Expressao

predominante

Expressdo em outras localizacdes

secundarias

1. Embrionaria

Musculos esqueléticos

em desenvolvimento

Fibras em regenera¢do de musculos

esqueléticos adultos; masseter e

musculos extraoculares

2. Neonatal

Musculos esqueléticos

em desenvolvimento

Fibras em regeneracdo de musculos

esqueléticos adultos; masseter e

musculos extraoculares

3. Cardiaca a (CPM-
a)

Musculo cardiaco

Masseter (musculo adulto)

4. Cardiaca 3 (CPM-B)

ou tipo lento I

a) Musculo cardiaco
(ventriculos)
b)Musculo esquelético

adulto (fibras lentas)

Musculo esquelético embrionario

5. Tipo rapido II a Musculo  esquelético
adulto
6. Tipo rapido 11 x/I1 d | Muasculo  esquelético
adulto
7. Tipo rapido 11 b Musculo  esquelético
adulto
8. Extraocular a) musculos
oculares
extrinsecos
b) musculos da
laringe
9. Mandibular  ou | Musculos
mastigatoria mandibulares dos
carnivoros

*Adaptado de Baldwin e Haddad, 2001.
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As i1soformas embrionaria e neonatal sdo expressas predominantemente em
musculos esqueléticos em desenvolvimento € podem ser detectadas no musculo adulto
em fibras em processo de regeneragao (d’Albis e col.,1988) ou em alguns musculos
adultos especializados, em menor quantidade, como o masseter e os musculos extra-
oculares. As CPM-a e CPM- sdo expressas principalmente no musculo cardiaco. A
principal isoforma de CPM expressa apos o nascimento nos ventriculos dos mamiferos
adultos de grande porte, incluindo humanos, ¢ a CPM-f3 .

A CPM-a foi também detectada em certos musculos adultos como o masseter. A
expressao de CPM- ou CPM tipo lento I (CPM-I) ndo ¢ confinada apenas ao musculo
cardiaco mas ¢ encontrada também no musculo esquelético embriondrio e ¢ a isoforma
com maior expressdo nas fibras lentas do musculo esquelético (Lompre e col.,1984;
Schiaffino e Reggiani,1996). Além do tipo CPM-I, as fibras musculares esqueléticas
adultas expressam em varias propor¢des as isoformas dos tipos Ila, IIx e [Ib da CPM
(Schiaffino e Reggiani, 1996).

A isoforma CPM extraocular ¢ confinada principalmente aos musculos
extraoculares e da laringe ¢ a isoforma m-CPM ¢ expressa nos musculos mandibulares
dos carnivoros (Schiaffino e Reggiani;1996) E importante salientar que isoformas
mutantes de CPM tem um papel causal na miocardiopatia hipertrofica familiar, em
humanos, e este fato incentivou a investigacdo da estrutura e da fungdo das CPMs.

Sabe-se ha muito tempo que a expressdo protéica destes genes das CPMs ¢
altamente plastica no sentido de que pode ser modulada por uma variedade de fatores,
entre 0os quais os programas de desenvolvimento fetal e embrionario (Adams e
col.,1999; Condon e col.,1990; Cox e col.,1992; Mahdavi e col.;1987; McKoy e
col.,1998), inervagdo e padrdes de disparo neural associados (Pette e Staron,1990;

Schiaffino e Reggianni,1996), fatores hormonais (Caiozzo e Haddad,1996) e padrdes de
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atividade ou inatividade mecanica (exercicio ou repouso) (Caiozzo e Haddad,1996;
Talmadge ,2000).

Os dois genes da CPM expressos no miocardio, a CPM-a ¢ a CPM- , sdo
regulados diferencialmente durante o desenvolvimento, apresentam padroes diferentes
de distribuicao no coragao (atrial versus ventricular), e também respondem de formas
diferentes a varios estimulos hormonais, ao estresse hemodinamico, ao exercicio € a

hipertrofia cardiaca. Estas respostas diferentes estdo mostradas na tabela 3.

Tabela 3-Respostas dos genes da CPM cardiaca

CPM-alfa CPM-beta
Excesso de T3 T \s
Deficiéncia de T3 l )
Exercicio T N
Sobrecarga de pressdo { T
Envelhecimento A\ )

Extraido de Weiss e Leinwand (1996)

A CPM-q ¢ a principal isoforma expressa em ventriculos adultos e nos atrios dos
mamiferos de pequeno porte (Lompre e col., 1984). Sua expressdo ¢ quase que
exclusivamente restrita ao coragdao, com baixos niveis de expressao nos musculos extra
oculares e no masseter (d’Albis e col., 1993; Rushbrook, 1994), assim como no pulmao
(Subramaniam e col., 1991). A CPM-f ¢ expressa tanto em musculo cardiaco como em
fibras musculares esqueléticas lentas (Tipo I) como por exemplo no musculo soleo, e ¢
a isoforma mais abundante nos ventriculos de todos os mamiferos durante a vida fetal.
A isoforma principal de CPM expressa apds o nascimento nos ventriculos dos
mamiferos adultos de grande porte, incluindo humanos, ¢ a CPM-f.

Estudos de hibridizacdo in situ em embrides de camundongo revelam que os
transcritos das CPMs a e B sdo encontrados em todo tubo cardiaco entre sete € meio e

oito dias apos o coito; (Lyons e col., 1990), o que estd de acordo com o aparecimento
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das primeiras contragdes miocardicas no camundongo (Sissman 1970); conforme a
camera ventricular comega se formar entre o oitavo € o nono dia apds o coito, a
expressao da CPM-B3 comega a ser restrita aos midcitos ventriculares, a via de saida e a
por¢ao ventriculo-arterial. A CPM- permanece como a isoforma predominante nos
ventriculos até quase antes do nascimento. A expressao da miosina da CPM-a comega a
decair gradualmente no dia 1,5 ap6s o coito. Logo antes do nascimento a sua expressao
¢ aumentada até que ela se transforma na isoforma predominante do ventriculo adulto e
no sétimo dia apds o nascimento os transcritos da CPM-a substituiram completamente
aqueles da CPM-B. No musculo atrial a CPM-a é expressa em altos niveis a partir do
oitavo dia apds o coito até a vida adulta. Entretanto, a CPM-f3 é expressa por um breve
periodo apenas nos atrios , e por volta do 9,5 dias apds a concepgdo, somente algumas
células atriais continuam a expressar este gene (Tabela 4).

Com relag@o aos hormonios tireoideanos, como a tiroxina, ¢ importante salientar
que tém um papel importante, agindo de forma independente ou sinergicamente com a
atividade mecanica na regulacdo da expressdo génica das CPMs; tanto no musculo
esquelético quanto cardiaco o perfil de desenvolvimento da expressdo dos genes das
CPMs pode ser atribuido pelo menos em parte a alteragdes relativas dos niveis de
hormdnios tiroideanos nos periodos fetal e pés natal (Lompre e col., 1988). A regulagdo
da familia de genes das CPMs pelos hormdnios tiroideanos parece ser bastante
complexa, com a sensibilidade e dire¢do da resposta aos hormonios tiroideanos (isso &,
um aumento versus uma diminuicdo da expressdo do gene) dependentes do gene
particular da CPM em questdio e do tecido no qual esta expresso (Izumo e
colaboradores, 1986). No miocardio ventricular, a expressdo da CPM-a ¢ induzida pelos
hormdnios tiroideanos e a expressdo da CPM-f é reprimida. Nos atrios, a expressdo da

CPM-a parece ser independente dos niveis de hormonios tiroideanos e expressa
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constitutivamente, demonstrando que o local da expressao pode afetar a resposta de um
gene de CPM aos hormonios tiroideanos, devido talvez a composi¢ao do receptor a
estes hormonios. Os genes da CPM-a e a CPM- cardiacas tendem a responder de
formas opostas a varios outros estimulos. A resposta variavel aos hormonios da tiredide
também ocorre com muitos genes de CPMs esquelética. (Izumo e col., 1986).

No que se refere a CPM-0, um elemento responsivo ao hormonio da tiredide
(TRE) foi identificado no promotor do gene da CPM-a do rato e, subseqiientemente, foi
demonstrado que confere capacidade de resposta a triodotironina (T3) a um gene
reporter quando transfectado com o receptor de hormdnio tiroideano tanto em linhagens
de células musculares como ndo musculares (Izumo e Mahdavi, 1988). Varios
elementos regulatérios positivos e negativos envolvidos na expressdo de genes
cardiacos especificos foram identificados (Tsika e col., 1990). A capacidade de resposta
ao T3 de promotores transfectados alterados foi possivel somente nos midcitos
cardiacos; estes estudos possibilitaram a identificagdo dos elementos promotores basais
da CPM-a, consistindo das seqiliéncias candnicas TATAA e CAAT, dois elementos
regulatorios positivos e dois negativos e um minimo de duas seqiiéncias TER.

Por sua vez o gene da CPM-f3 ¢ expresso tanto no musculo cardiaco quanto ao
esquelético. Uma compreensdo molecular da regulagdo do gene da CPM-[] deveria
elucidar os fatores envolvidos no direcionamento da expressdo génica no musculo
cardiaco versus o musculo esquelético. No coragdo embrionario, a CPM-3 ¢ o gene da
CPM expresso predominantemente, mas em roedores pequenos ele é quase indetectavel
no ventriculo adulto. Ele ¢ induzido em resposta a condigdes patoldgicas de sobrecarga
hemodinamica e da subseqiiente hipertrofia. A analise deste gene devera nos fornecer
uma compreensao destas vias regulatorias, da mesma forma que com a CPM-a ; estudos

de mapeamento de promotores usando constru¢des génicas reporter tanto in vitro como

25



em camundongos transgénicos ajudou a identificar as localizagcdes de diversos
elementos-cis que regulam a expressao génica. (Thompson e col., 1991).

A expressdao das miosinas a ¢ B € bem documentada na hipertrofia patoldgica,
em um processo dependente de hormonios tireoideanos. A presenca de elementos
responsivos a estes hormonios na regiao regulatoria dos genes que codificam as cadeias
pesadas das miosinas cardiacas o e B também ja foi identificada (Lee e col., 1997). Ja a
contribui¢cdo da expressdo da miosina para o desenvolvimento da hipertrofia cardiaca no
exercicio ndo esta ainda bem esclarecida. Desta forma, o estudo do remodelamento do
musculo cardiaco induzido pelo exercicio podera trazer uma contribuigdo a
compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento da
hipertrofia cardiaca nesta condi¢do e, em particular, no exercicio com componente

anaerobico.
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Objetivos

O objetivo deste trabalho foi o estudo do remodelamento do musculo cardiaco
provocado pelo exercicio com componente anaerdbico em ratos submetidos a esforco
fisico (natacdo), através da a) deteccdo da expressdo de metaloproteinases induzidas
pelo exercicio e b) do estudo da expressdo diferencial das isoformas da cadeia pesada da
miosina em musculo cardiaco como fator de hipertrofia induzida pelo programa de

treinamento.
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Materiais e Métodos
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Grupos experimentais e protocolo de treinamento

Foram treinados dois conjuntos de animais. O primeiro era constituido de trinta
ratos Wistar machos, com idades entre quarenta e cinqiienta dias e pesos entre 160 e
180gr no inicio do experimento.

Foi utilizado o protocolo descrito por Hickson e col. (1979). Os animais foram
submetidos a natagdo em compartimentos de 47 cm de diametro e 60 cm de
profundidade, com temperatura da dgua controlada entre 33 e 35° C e nadaram por um
periodo de seis horas por dia em trés sessdes de duas hora cada, com intervalos de trinta
minutos entre as sessdes. Este conjunto foi dividido em seis grupos de cinco animais
cada (n=5). Os animais do primeiro grupo nadaram por cinco dias consecutivos. Os
animais dos segundo, terceiro, quarto e quinto grupos nadaram quatro, trés, dois € um
dias, respectivamente; os do sexto grupo foram mantidos na gaiola em repouso com
dgua e alimento a disposicdo (grupo controle, sedentdrio). Durante os periodos de
descanso os animais tiveram acesso a agua e alimento ad /ibitum. Todos (treinados e
controles) foram pesados diariamente e vinte e quatro horas apos a ultima sessdo de
treinamento foram sacrificados (juntamente com os do grupo controle). Os animais do
primeiro grupo foram, portanto, sacrificados 120 horas apds o inicio do treinamento
(ait) e os dos demais grupos treinados (segundo, terceiro, quarto e quinto grupos) foram
sacrificados 96, 72, 48 e 24 horas apds o inicio do treinamento, respectivamente (Tabela
5). Referir-nos-emos a estes grupos de agora em diante simplesmente como 0s grupos
120, 96, 72, 48 e 24 horas. Adicionaram-se pesos de chumbo de 3 a 5% do peso
corporal a cauda dos animais para evitar flutuagdo e se manteve a presenga constante de
um observador durante todas as sessdes de treinamento (Fig. 3). Nao houve perdas de

animais durante o treinamento. Apos o sacrificio os coragdes foram retirados
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rapidamente para disseccdo do ventriculo esquerdo. Os ventriculos foram pesados,
congelados em Nitrogénio liquido e armazenados a -80°C para posterior extragdo do

RNA total e proteinas.

Figura 3: Compartimentos com os animais em treinamento (acima) e colocac¢do do peso na

cauda dos animais (embaixo)
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TABELA 5 - PROTOCOLO DE TREINAMENTO -1° CONJUNTO DE
ANIMAIS

Grupo |Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
. Treina Treina Treina Treina Treina Sacrificio (120 horas apds o
(inicio) inicio do treinamento (ait*)
Treina Treina Treina Treina . )
2 - o Sacrificio (96h ait)
(inicio)
Treina Treina Treina o )
3 - - oo Sacrificio (72h ait)
(inicio)
Treina Treina . )
4 - - - o Sacrificio (48h ait)
(inicio)
Treina o )
5 - - - - Lo Sacrificio (24h ait)
(inicio)
. Sacrificio- ratos sedentarios
(controles)

*ait — apos o inicio do treinamento

Um segundo conjunto de 20 animais com as mesmas caracteristicas do primeiro
foi submetido a protocolo de treinamento semelhante e dividido em quatro grupos de
cinco animais (n=5).

O primeiro nadou seis horas por dia em trés periodos de duas horas com
intervalos de trinta minutos, durante cinco dias consecutivos; o segundo e o terceiro
grupos nadaram quatro e trés dias consecutivos, respectivamente, € o quarto
permaneceu nas gaiolas, em repouso, com agua e ragdo ad libitum, constituindo o grupo
controle, sedentario. Todos foram sacrificados vinte e quatro horas ap6s a ultima sessao
de treinamento, portanto com 120, 96, e 72 horas apds o inicio do treinamento,
respectivamente, juntamente com os animais do grupo controle (Tabela 6). Nao
tivemos, igualmente, perdas de animais neste conjunto. Os animais foram pesados antes
da primeira sessdo do primeiro dia de treinamento e no dia do sacrificio.

Foram retiradas amostras de sangue da cauda dos animais (25 pl) antes da

primeira sessdo e ao término de cada periodo de treinamento de duas horas de todos os
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animais em todos os dias treinados (quatro amostras por animal por dia) para a dosagem

de lactato.

Preparacio das amostras para analise morfologica
Os coragdes foram retirados, drenados de sangue, pesados e divididos em duas
partes aproximadamente iguais; uma foi acondicionada em solu¢do de formalina 10%
para cortes histologicos fixados em parafina e corados por hematoxilina-eosina (HE),
para histologia. A outra foi congelada a — 86°C para processamento posterior.
Procedeu-se também a retirada e pesagem do musculo soleo do membro inferior

direito.

TABELA 6 - PROTOCOLO DE TREINAMENTO -2° CONJUNTO DE
ANIMAIS

Grupo |Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
’ Treina Treina Treina Treina Treina Sacrificio (120 horas apdés o
(inicio) inicio do treinamento (ait*)
Treina Treina Treina Treina o )
2 - o Sacrificio (96h ait)
(inicio)
Treina Treina Treina o )
3 - - o Sacrificio (72h ait)
(inicio)
, Sacrificio  grupo  sedentério
(controle)

*ait — apos o inicio do treinamento

Determinacio da concentracio de lactato sanguineo
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A dosagem de lactato no sangue total foi realizada em um lactimetro (Lactate
Analyzer, 1500 Sport, Yellow Springs Instruments). As amostras coletadas da veia
caudal foram diluidas em 50 pl de solucdo de fluoreto de sodio 1%(m/v). Para
quantifica¢do, 25 pl de cada dilui¢do foram aplicados no equipamento e os valores
obtidos foram multiplicados pelo fator de dilui¢do (x3). Para calibragao, foi utilizado

um padrao de lactato de 5 mM.

Preparacio de materiais livres de RNase

Para evitar a degradacio do RNA por RNAses, todo o material foi
cuidadosamente preparado previamente. Ponteiras com filtros e microtubos eram novos,
descartaveis e estéreis. A vidraria foi tratada com solugdo de dietilpirocarbonato
(DEPC) 0,1% (v/v) em agua por 2 horas a 37°C. Apos este tempo, a vidraria foi lavada
com agua tratada com DEPC e autoclavada por 15 minutos. Os materiais plasticos
foram tratados com cloroféormio ou agua tratada com DEPC. A cuba de eletroforese foi
tratada com solug¢ao de H,O, 3% (v/v), por 10 minutos, antes de ser utilizada.

Todas as solugdes foram preparadas com agua livre de RNase, ou tratadas com

DEPC e autoclavadas. Toda a manipulacao foi feita com auxilio de luvas.

Extracao de RNA total

A extracdo de RNA total de 100 mg do ventriculo esquerdo de cada animal foi
realizada utilizando-se o reagente TRIzol (Invitrogen). O homogenado foi centrifugado
a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C, permanecendo por cinco minutos a temperatura

ambiente. Em seguida, foram adicionados 200ul de cloroférmio, invertendo-se o
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microtubo vigorosamente por 15 segundos, seguido de incubag¢do por 2-3 minutos a
temperatura ambiente. As amostras foram entdo centrifugadas a 11.000 x g por 15
minutos a 4°C; a fase aquosa superior foi transferida para um novo microtubo e entao
foram adicionados 500ul de isopropanol, incubando-se, em seguida, por 10 minutos a
temperatura ambiente. Apos nova centrifugagdo por 12.000 x g por 10 minuntos a 4°C,
o sobrenadante foi removido e o RNA foi precipitado pela adi¢cdo de 1 ml de etanol
75%. O RNA foi coletado por centrifugacdo a 7.500 x g por 5 minutos a 4°C. O RNA
foi solubilizado em 50 ul de 4gua livre de RNAases, e armazenado em seguida no
freezer a -80°C.

As amostras foram tratadas com DNase ultrapura (Promega) por 1 hora a 37°C,
para eliminacdo de tracos de DNA gendmico contaminante. Apos o periodo de
incubacdo, as amostras foram purificadas por extracdo com fenol-cloroformio (1:1) e
concentradas por precipitagdo com acetato de sodio 3M e etanol 100% (2v/v).

As amostras de RNA total foram analisadas através de eletroforese em gel de
agarose-formaldeido 1%. Para documentacdo e quantificacdo o gel foi digitalmente
fotografado utilizando uma camara “Kodak Digital Science” e o software “Kodak

Digital Science 1D”.

Eletroforese em gel de agarose-formaldeido 1%

A amostras de RNA total foram analisadas através de eletroforese em gel de
agarose-formaldeido 1% que foi preparado conforme descrito a seguir. Agarose
(SIGMA) foi suspensa em 3ml de Tampao MOPS 10X (0,2M MOPS, 0,05M acetato de
sodio e 0,0IM EDTA) e 25,5ml de agua Milli-Q. A agarose foi fundida na solucdo

através de aquecimento em microondas e deixou-se esfriar até aproximadamente 50°.
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Em seguida foram adicionados 1,62ml de formaldeido 37% a solugdo e essa foi levada a
cuba de eletroforese de DNA (GIBCO) também tratada previamente para evitar
contaminagdo com RNAse. O tampao da cuba utilizado foi MOPS 1X. Cerca de 10ul de
RNA total de cada amostra foram secos, resuspensos em tampao de amostra e antes de
serem aplicadas no gel foram fervidos por 2 minutos. As amostras foram aplicadas no
gel e submetidas a eletroforese utilizando uma voltagem de 100 Volts por
aproximadamente uma hora. A revelacdo foi feita com brometo de etidio em um

transiluminador ultravioleta.

Quantificacao de RNA por espectrofotometria

As amostras de RNA foram quantificadas por leitura em 260nm em um
espectrofotometro Ultrospec 2000 (Pharmacia), considerando-se que uma solugdo com

D.O.= 1,0 contem aproximadamente 38 png de RNA/ml.

Desenho dos “primers”

Os oligonucleotideos iniciadores (“primers”) utilizados para a reagdo de
amplificacdo foram desenhados a partir de pesquisas em banco de dados de seqiiéncias e
de dados ja publicados (Jaschinski, 1998). Foi utilizada a base de dados publica on-line

“Genbank” (www.ncbi.nlm.nih.gov) para se conseguir seqiiéncias de aminoécidos e de

DNA da miosina cardiaca em diferentes espécies de mamiferos. As diversas seqiiéncias
obtidas foram alinhadas com auxilio do programa “MultiAlin“ para identificacdo de
segmentos que apresentavam elevado grau de conservagdo entre espécies. Destes

segmentos foi escolhido aquele que tinha maior tamanho (130 aminodcidos
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correspondentes a 390 pb). Esses oligonucleotideos foram sintetizados para serem entao
utilizados na amplificacdo deste segmento do DNA de interesse pela reacdo em cadeia
da polimerase (PCR).

Miosina Cardiaca Foward

CGC GGA TCC GCA CGC ATC GAG GAG CTG GAG GAG
BamH I

Miosina Cardiaca Reverse

CGG GGT ACC CTT GGC CTT GAT GAT CTG CTC CAT
Kpn I

Os sitios de restricdo foram incluidos para posterior clonagem, caso houvesse

interesse em manter os fragmentos de DNA em disponibilidade no laboratério.

RT-PCR (REVERSE TRANSCRIPTASE — POLYMERASE CHAIN
REACTION)

As amostras de RNA total dos ratos treinados e dos controles foram utilizadas
como substrato para a enzima transcriptase reversa, utilizando o Kit Ready-To-Go™
RT-PCR Beads (Pharmacia).

O programa utilizado em termociclador Perkin Elmer modelo 9600 para a

realizacdo de RT-PCR consistiu de:

= 45°C por 22’307

= 94°C por 5°00”

= 94°C por 0’15~

= 55°C por 0°30” :

. 70°C por 1'30° |:> 40 ciclos
= 72°Cpor 7°00”

= 4°C por tempo infinito

O produto do RT-PCR foi analisado por meio de eletroforese em gel de agarose
(1%). Para documentacdo e quantificacdo o gel foi digitalmente fotografado utilizando

uma camara “Kodak Digital Science” e o software “Kodak Digital Science 1D”.
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RT-PCR em tempo real

A técnica de RT-PCR em tempo real consiste em uma reacao de RT, seguida de
uma PCR. O fluor6foro “Syber Green” se intercala no DNA dupla fita recém
sintetizado, e o complexo passa entdo a emitir luz. A fluorescéncia emitida durante toda
a reagdo ¢ detectada pelo equipamento e quantificada. Desta forma, por comparagdo
com os controles ou através de uma curva padrao, ¢ possivel quantificar o cDNA molde
presente originalmente na reagao.

Esta andlise foi feita em um aparelho “Sequence Detection System” modelo
7000, da Applied Biosystems, no ICB-USP, em colaboragao com o Prof. Dr. Anselmo
Moriscot.

Um novo par de primers foi desenhado para amplificar o cDNA de interesse em
um tamanho menor (82bp), para que pudesse ser utilizado com o sistema Syber green.
Desta forma, foram desenhados e sintetizados os seguintes primers, baseando-se na
seqiiéncia depositada no GenBank (acesso X15939, KRAFT e col., 1989).

CPM beta
Senso: AGAGAATGGCAAGACGGTGACT

Antisenso: CATGTCCTCGATCTTGTCGAACT

Obtenc¢ao do cDNA a partir do RNA total (Reacio da transcriptase reversa)
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Utilizou-se 2ug de RNA total (ja tratado com DNAse). Adicionou-se 0,5ug de
primer (poli T)/ug de mRNA num volume total < ou = a 15ul em agua. Aqueceu-se o
tubo a 70°C por 5 minutos e resfriou-se imediatamente. Os componentes da reacao

foram adicionados na ordem referida abaixo e incubados por 1 hora a 37°C.

M-MLYV (5x) Reaction Buffer Sul
dATP (10mM) 1,25ul
dCTP (10mM) 1,25ul
dGTP (10mM) 1,25ul
dTTP (10mM) 1,25ul

M-MLV RT 200 unidades
“Nuclease free water” QSP 25ul

As amostras foram armazenadas em freezer -20°C para posterior reagdo de PCR.

PCR em tempo real

Apbs ter sido obtido o cDNA das amostras dos VE de todos os animais, foi
realizada a analise da expressdo de CPM beta cardiaca utilizando o primer da CPM-I
(cadeia pesada da miosina esquelética do Tipo I) que é correspondente a cadeia pesada
da miosina cardiaca beta. Todas as amostras foram analisadas em duplicata.

A quantificagdo relativa da expressdo de um gene pode ser realizada através da
compara¢do da amplificagdo com um controle endégeno. Para a quantificagdo do gene
em estudo e normalizacdo do método, utilizou-se o gene da gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) como controle enddgeno. Desta forma, por comparagdo com

os controles e através de uma curva padrdo, foi possivel quantificar o cDNA molde
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presente originalmente na reagdo. Através desta analise foram obtidos valores
representados da seguinte maneira:

- CT: Threshold Cycle — indica o nimero do ciclo no qual a quantidade do
“alvo”amplificado alcanga um limiar fixo; quanto menor o valor numérico de CT, mais
rapidamente foi atingido o numero de copias estabelecido;

- ACT: normalizacdo com gene de expressdo constitutiva; ¢ obtido pela
diferenga entre o CT do gene alvo (no caso, CPM) e o CT do gene constitutivo
(GAPDH) para cada animal.

- AACT: média do ACT do grupo controle - ACT de cada animal de cada grupo;

Os valores obtidos foram transformados para Unidades Arbitrarias (UA)(por

indica¢do do manual do aparelho), através da equagéo:UA=2'AACT

A analise estatistica foi realizada pelo método ANOVA.

Dosagem de proteinas

A concentragdo de proteinas foi determinada utilizando-se a metodologia
descrita por Bradford (1976), com albumina de soro bovino (BSA) (Sigma) como
padrdo. Foi construida uma curva padrao baseada nas concentragdes de 0,2 mg/ml a 1
mg/ml de BSA, com adi¢do de Dye Reagent (BioRad Protein Assay). A absorbancia das
solugdes da curva padrio e das amostras de interesse foram lidas a 595 nm e a

concentragdo protéica foi estimada a partir delas.
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Zimografia

Esta técnica foi utilizada para deteccdo da atividade de proteases nos extratos
celulares. As amostras dos ventriculos esquerdos foram tratadas conforme descrito por
Cleutjens et al. (1995) para obtencao do extrato tecidual. O tecido congelado foi lavado
de 3 a 4 vezes com salina gelada e incubado com o tampao de extracdo (acido
cacodilico 10 mM pH 5,0, NaCl 0,15 mM, ZnCl, 1 uM, CaCl, 20 mM, NaN3 1,5 mM e
Triton X-100 0,01% [v/v]) a 4° C, com agita¢do continua, durante 24 horas. Apds este
tempo, o tampao de extragdo foi coletado por centrifugacdo e o pH levado para 7,4 pela
adicdo de solucdo concentrada de Tris em pH 8,0.

Esse extrato tecidual foi entdo testado quanto a presenca de atividade
gelatinolitica pela técnica de zimografia (Cleutjens et al., 1995). Concentraram-se as
amostras de modo que cada pogo do gel de zimografia continha 30ug de proteina.
Duplicatas de amostras foram submetidas a SDS-PAGE com gelatina (2mg/ml). Apos a
corrida, o gel foi lavado 2vezes durante 30 minutos em solucdo 2,5 % de Triton X-100
para remog¢ao do SDS. Em seguida, separaram-se as duplicatas, cortando-se o gel. Uma
metade do gel foi incubada em tampao de substrato (Tris-HCl 50 mM pH 8,0, CaCl, 5
mM e NaN; 0,02%). A outra metade foi incubada no mesmo tampao contendo EDTA
(15mM). Ambas as metades foram incubadas a 37 C, durante 24 horas. ApoOs este
tempo, o gel foi corado com Coomassie Blue por 30 minutos, descorado com &cido
acético:metanol:agua (1:4:5) para visualizacdo das bandas de atividade..

Um cuidado importante tomado para minimizar possiveis varidveis que
repercutissem em erros foi quanto a preparacdo e a corrida do gel e a documentacao das
imagens. Assim, todos os géis foram preparados em uma mesma remessa, corridos com

o mesmo tempo, fotografados e revelados nas mesmas condigdes.
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Para documentacdo, o gel foi escaneado ou fotografado. As imagens foram
analisadas por densitometria utilizando-se o software Image Pro-Plus e analisadas

estatisticamente pelo método de ANOVA, seguido do teste de Dunett de significancia.

Analise Estatistica

Os valores individuais das concentragdes plasmaticas de lactato obtidas em
repouso ¢ a média dos valores obtidos apods estagios de treinamento foram comparados
dia-a-dia utilizando teste T bicaudal para amostras nao pareadas.

Para a comparacdo entre as variagcdes de pesos corporais, pesos normalizados
dos musculos séleos e coragdes nos grupos controle, 72, 96 ¢ 120 horas foi utilizada a

ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.
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RESULTADOS
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1- Variacio do peso corporal

Para os varios grupos (n=5) foram determinados: a) o peso dos animais antes da
primeira sessao de natagdo do primeiro dia de cada grupo ( peso inicial), b) o peso
medido no dia do sacrificio ( peso final ), ¢) a variagdo do peso corporal ( peso final
menos peso inicial - Apeso —), d) o peso do coragdo apds drenado o sangue das
cavidades, no dia do sacrificio, €) o peso do musculo séleo no dia do sacrificio, f) a
relagdo peso do coragdo / peso final e g) a relacao peso do musculo séleo / peso final.

Com relagdo a variagdo do peso corporal houve diferenca estatisticamente
significativa entre as variagdes de peso do grupo 120 horas com relagdo ao grupo 72
horas (p< 0,01) e entre os grupos 96 horas e 72 horas (p< 0,05), mas ndo entre os trés

grupos treinados (72, 96, 120 horas ) e o grupo controle (Fig.4).

2- Variacao da relacido peso coracio / peso corporal

A comparagdo da relacdo peso do coragdo / peso corporal entre os grupos
mostrou diferenca altamente significativa entre os grupos 120 horas com o grupo
controle (p< 0,001), e com o grupo 72 horas (p< 0,05). A diferenca também foi
significativa entre os grupos 96 horas e o grupo controle (p< 0,05). Nao houve
diferencas significativas entre quaisquer dois grupos com diferencas de treinamento de
apenas 24 horas (120 hs x 96 hs e 96 hs x 72 hs) ou entre o grupo 72 horas e o grupo

controle (Fig.5).
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3-Variacao da relag¢io peso soleo / peso corporal.

A Figura 6 nos da a comparagao da relagdo peso soleo / peso corporal entre os
grupos, € mostra uma tendéncia a redugdo da relacdo nos trés grupos treinados em

relagdo ao grupo controle.

4- Analise morfologica

A andlise histoldgica pela microscopia otica ndo revelou areas de edema
intersticial, ou infiltrados inflamatdrios nos midcitos cardiacos nos animais de qualquer
um dos grupos treinados (Fig.7 e 8). Os cortes apresentados nestas figuras nio se
encontram no mesmo nivel e foram colocados como ilustragdo e ndo para uma analise

comparativa. Nao foi realizada a morfometria das células.
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Figura 4. Variacdo do peso corporal dos animais controles (grupo C)
e dos animais treinados dos grupos 72, 96 ¢ 120 horas apds
o inicio do treinamento.(*=p<0,05 e **=p<0,01).
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Figura 5 Variag¢do da relagdo peso do coracdo / peso corporal dos
animais controles (grupo C) e dos animais treinados dos
grupos 72, 96, e 120 horas apdés o inicio do
treinamento.(*=p<0,05, **=p<0,01 e ***=p<0,001).
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Figura 6. Variacdo da relacdo peso séleo / peso corporal dos animais
controles (grupo C) e dos animais treinados dos grupos 72, 96, e
120 horas apds o inicio do treinamento. (*p=<0,05).
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5- Dosagem de lactato

As dosagens de lactato foram realizadas antes da primeira sessdo de exercicio
(repouso) e ao final de cada uma das trés sessoes de exercicio de duas horas (amostras
1, 2, e 3), num total de quatro amostras por dia, por animal, para todos os animais em
todos os dias de treinamento. Foi feita a comparagdo entre os valores de lactato
sanguineo em repouso ¢ a média das trés amostras colhidas ap6s cada uma das sessoes
de duas horas de exercicio (média das amostras 1, 2, ¢ 3), para cada dia de treinamento.

A comparagdo entre a dosagem do lactato em repouso ¢ a média das amostras 1,
2, e 3 dos animais dos trés grupos, mostrou, para o primeiro, o segundo ¢ o terceiro dias
de treinamento,aumentos extremamente significativos da média das trés amostras em
relacio ao repouso  (p<0,009-Fig.9A;p=0,0021-Fig.9B; e p<0,001-Fig.9C,
respectivamente.). No quarto dia de treinamento, que so6 tinha os grupos 96 ¢ 120 horas,
houve igualmente aumento altamente significativo da concentragdo de lactato na média
das trés amostras apos o exercicio ( p= 0,0041) em relagdo a de repouso (Fig.9D). Para
o quinto dia de treinamento, apenas com os animais do grupo 120 horas, a comparagao
mostrou da mesma forma aumento significativo da concentragdo de lactato da média das
trés amostras apds exercicio (p = 0,0225) com relagdo a de repouso (Fig.9E).

Nota-se ainda uma tendéncia de reducdo da lactacidemia das médias das trés
amostras colhidas ap6s cada uma das trés sessdes de exercicio com o decorrer do
experimento. Outra forma de visualizar esses resultados esta mostrada na figura 10,
onde se observa a redugdo da lactacidemia na condigdo de repouso de um valor médio
de 4,89 +£2,68 mmol/l para valores tdo baixos quanto 1,7+0,4 mmol/l no quinto dia
(p<0,01) (teste Anova-Tukey). Com relagdo a lactacidemia média das trés amostras

colhidas imediatamente apds cada um dos trés periodos de duas horas de exercicio de
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cada dia observa-se redu¢ao da lactacidemia de 9,95+4,53 mmol/l no primeiro dia para
6,01+3,13 mmol/l nos segundo e terceiro dias de treinamento e para 4,72+2,43 mmol/l e
4,11£1,87 mmol/l nos quarto e quinto dias de treinamento, respectivamente. As
diferencas do primeiro para todos os demais dias foram altamente significativas

(p<0,01), quando aplicado o teste de Anova-Dunnett.
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A) Controle B) 72 horas

C) 96 horas D) 120 horas

Figura 7 Cortes com aumento panordmico (1,25X) do ventriculo esquerdo de

animal do grupo controle (A) e de animal dos grupos 72, 96 ¢ 120 horas (B, C ¢ D

respectivamente). Fixagdo em parafina e corados com hematoxilina-eosina (HE).

50



A) Controle (40X) B) Controle (100X)

C) 120 horas (40X) D) 120 horas (100X)

Figura 8. Cortes do ventriculo esquerdo fixados em parafina e corados com

hematoxilina-eosina (HE) de animal do grupo controle (A,B) e do grupo 120 horas
(C,D) com os aumentos 40X (A,C) e 100X.(B,D). Nao se observaram areas de edema
intersticial ou infiltrados inflamatérios no ventriculo de qualquer animal do segundo

conjunto de animais treinados (controles e grupos 72, 96, e 120 horas).
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Figura 9. Comparagdo entre as concentragdes de lactato sangiiineo dos animais
em repouso ¢ a média das amostras colhidas ap6s cada uma das trés sessdes de
exercicio para o primeiro dia (A-***p<0,009); para o segundo dia (B-
**p=0,0021) e para o terceiro dia de treinamento (C-***p<0,001) dos trés
grupos treinados (grupos 72. 96, e 120 horas). .A mesma comparagdo para o
quarto dia de treinamento dos grupos 96 e 120 horas (D-**p=0,0041) e para o
quinto dia de treinamento do grupo 120 horas (E-*p=0,0225).
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Figura 10. Evolugdo da lactacidemia ao longo dos cincos dias de treinamento.

Simbolos fechados e abertos representam, respectivamente, os valores médios obtidos
antes e apos as sessoes de treinamento de cada dia. As comparagdes estatisticamente
significativas foram: a) 24x48h (p < 0,05), b) 24x96h (p <0,01), c¢) 24x120h (p < 0,05),
d) 24x48h (p < 0,05), e) 24x72h (p <0,05), f) 24x96h (p < 0,01), g) 24x120h (p < 0,01).
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6-Extracao do RNA total do ventriculo esquerdo

Inicialmente, foi feito um ensaio piloto (n=1 animal para cada grupo) para se
verificar a eficiéncia do protocolo experimental e dos primers desenhados. Desta forma,
foi feita a extracdo do RNA total do ventriculo esquerdo de todos os animais (controle e
treinados) utilizando-se o reagente TRIzol. As preparacdes de RNA eram sempre
analisadas através de eletroforese em gel de agarose-formaldeido 1% quanto a
integridade das amostras. Pode-se observar na figura 11, as bandas obtidas que
correspondem ao RNA ribossdmico 18S e 28S e ao arraste caracteristico dos demais
tamanhos de RNAs. Nas melhores preparagdes, ndo se observava a presenca de DNA

genomico (geralmente no pogo de aplicagdao) ou de muitas bandas de degradagao.

1 2 3 4 5 6

28S
18S

Figura 11- Analise da extragdo do RNA total dos ventriculos esquerdo dos

animais de cada grupo em gel de agarose-formaldeido 1%: Pogo 1- animal
sedentério (controle); pogos 2, 3, 4, 5 e 6- animais dos grupos 24, 48, 72, 96, e

120 horas respectivamente.
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7-RT-PCR (Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction)

Apos o desenho e sintese de pares de primers especificos para as cadeias pesadas
alfa ¢ beta da miosina cardiaca, realizou-se o método de RT-PCR, utilizando-se as
amostras de RNA total de todos os animais (controle e treinados). A ampliacdo de
ambas cadeias pesadas alfa e beta da miosina cardiaca foi observada em todos os
animais (inclusive no controle), ndo sendo possivel assim determinar uma diferenga no
padrdo de expressdo das isoformas da miosina cardiaca em gel de agarose 1% (figura

12A e 12B).

8-Analise da expressio da CPM beta por PCR em tempo real

Foi realizada a analise da expressao da cadeia pesada beta da miosina cardiaca
através do aparelho “Sequence Detection System” modelo 7000, da Applied Biosystens
com o cDNA de todos os animais (controles e treinados), n=4 por grupo. Nos grupos
24, 48 e 72 horas houve grande dispersdo dos resultados, € a analise nao foi conclusiva.
O grupo 96 horas nao expressou significativamente mais que o grupo controle, porém
houve uma tendéncia ao aumento da expressao da cadeia pesada da miosina, o que se
confirmou com o Grupo 120 horas que mostrou um aumento significativo da expressao

com relagdo ao controle (p< 0.01) (figura 13).
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Figura 12. Analise da amplificagdo das cadeias alfa e beta da miosina cardiaca:
A) Amplifica¢do da cadeia alfa: poco 1: animal controle; pocos 2, 3, 4, 5, ¢ 6:
animais dos grupos 24, 48, 72, 96, e 120 horas ,respectivamente; pogo 7: Padrdo
Low MW de DNA. A seta em azul representa o segmento obtido préximo ao
tamanho do segmento esperado (400pb). B) Amplificagdo da cadeia beta: pogo 1:
Padrao Low MW de DNA; poco 2: animal controle; pogos 3 a 7: animais dos

grupos 24, 48, 72, 96 e 120 horas respectivamente.
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Figura 13. Efeitos do tempo de treinamento sobre a expressio da CPM beta

(cadeia pesada beta da miosina cardiaca) dos grupos 96 e 120 horas do primeiro

conjunto de animais treinados comparados com o grupo controle. (** p< 0.01).
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9-Expressiao de proteases por zimografia

ApOs a preparagdo dos extratos protéicos dos ventriculos esquerdos (25ug),
analisou-se a atividade gelatinolitica utilizando gel de SDS 12% com gelatina 2mg/ml,
pela técnica de zimografia. Foi possivel visualizar uma banda de atividade (seta) de
massa molecular aproximada de 66 kDa em todas as amostras (controles e treinados)
somente na auséncia de EDTA (Fig. 14), confirmando a expressio de uma
metalopeptidase uma vez que sofre inibicdo por esse quelante. Pode-se observar uma
diferenga quantitativamente significativa entre os diferentes tempos de treinamento (Fig.
15 e 16) implicando no aumento da atividade gelatinolitica quanto maiores os tempos de
treinamento aos quais os animais foram submetidos. Além, disso, foi possivel observar
também o aparecimento de novas bandas de atividade ndo expressas no controle e

também uma maior atividade dessas bandas.
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Figura 14. Extratos protéicos do ventriculo esquerdo (25mg) dos animais,
submetidos a eletroforese em gel SDS 12% com gelatina (zimografia): a) pogos 1,
2 ¢ 3: detecgdo de atividade gelatinolitica dos animais dos grupos 120, 96, e 72
horas respectivamente; b) pocos 4, 5 e 6: zimografia das mesmas amostras
(grupos 120, 96, 72 horas ) incubadas com EDTA; ¢) pogos 7, 8 € 9: animais dos
grupos 48 e 24 horas e animal sedentario (controle) respectivamente. d) pocos 10,
11 e 12: zimografia das mesmas amostras anteriores (grupos 48, 24 horas ¢

controle) incubadas com EDTA.
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A-Grupo controle

B- Grupo 24 horas

C- Grupo 48 horas

D- Grupo 72 horas

E- Grupo 96 horas

F- Grupo 120 horas

Figura 15. Detecgdo da atividade gelatinolitica dos extratos ventriculares

submetidos a técnica de zimografia. Observa-se o aumento da atividade
gelatinolitica quanto maior o tempo de treinamento. Cada banda corresponde a

amostra de um individuo (n=5).
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10-Analise Estatistica

ApoOs a captura das imagens dos géis de zimografia, estas foram analisadas através do
programa “Image Pro-Plus” que permitiu selecionar automaticamente as areas das
bandas para uma posterior andlise estatistica, como mostrado na figura 16. Pode-se
observar um aumento significativo da area da atividade das bandas com o aumento de

tempo de treinamento (Fig.17).

Figura 16. Secle¢do automatica das areas de atividade gelatinolitica pelo

programa “Image Pro-Plus” (grupo de 72h).
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Figura 17. Efeito do tempo de treinamento sobre a expressio da atividade

gelatinolitica no ventriculo esquerdo de ratos. Dados expressos em médias + EP.
*#p< 0.001 e *p<0.05 comparados com o controle; n= 5 ratos por grupo. Houve
um aumento significativo da expressdo da atividade dos grupos 72, 96, e 120

horas quando comparada com o grupo controle.
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DISCUSSAO
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Este trabalho foi iniciado na expectativa de contribuir para a compreensao dos
eventos moleculares associados ao remodelamento do miocardio no exercicio. Desta
forma, com base no protocolo proposto por Hickson e col (1979), estabelecemos a
metodologia apresentada que consiste de um treinamento agudo de natagdo com um
componente anerobico.

Embora tenha havido uma tendéncia do aumento do peso corporal dos animais
treinados dos grupos 96 e 120 horas, ndo houve significancia estatistica nesses achados.
Esses resultados estdo em concordancia com os de Hickson e col. (1979), que ndo
mostraram aumento dos pesos dos animais treinados por um periodo de 28 semanas,
apesar do nosso grupo experimental ser de ratos Wistar machos de quarenta a cinqiienta
dias de idade e com peso corporal de 160 a 180 gramas. Estes autores utilizaram ratas
Wistar fémeas adultas com seis meses de idade e peso de 275 gramas.

Para o estudo da variacdo do peso do coragdo julgamos apropriado o estudo da
variagdo da relagdo peso do coragdo / peso corporal para todos os grupos ja que se
tratava de ratos machos jovens, como mencionado acima.

No trabalho de Hickson e col. (1979) os autores encontraram resultados
significativos ap6s dois dias de treinamento e todo aumento de peso induzido pelo
exercicio ocorreu dentro de quatorze dias mantendo-se entdo estavel até o final do
programa de treinamento de vinte e oito dias. Cabe observar, entretanto que estes
autores utilizaram a variacdo de peso do coragdo dos animais treinados com os dos
animais controles ¢ ndo a relagdo peso do coragdo / peso corporal, que nao variou
significativamente no decurso do programa de treinamento, 0 que ndo ocorreu no NOsso

Ccaso.
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Encontramos uma tendéncia de aumento da relagcdo peso coragdo / peso corporal
para os grupos 72, 96 e 120 horas. Como a analise morfoldgica ndo mostrou a presenca
de edema ou infiltrado inflamatorio, o que poderia justificar o ganho de peso, este
poderia ser explicado pelo aumento de sintese protéica estimulada pelo exercicio.

A comparagao da relagdo peso soéleo / peso corporal dos animais controles e dos
animais treinados dos trés grupos mostrou, ao invés, uma reducdo estatisticamente
significativa desta relagio. E interessante observar que o musculo soleo contém
predominantemente fibras tipo I ao contrario do musculo gastrocnémio.

Nossos resultados mostraram, no grupo de animais que treinaram durante seis
horas por dia, por quatro dias consecutivos (grupo denominado 96 horas apo6s inicio do
treinamento ou simplesmente grupo 96 horas) uma tendéncia de aumento da expressao
do gene do CPM-B em relagdo a expressdo do grupo controle, sedentario, embora ainda
sem significacdo estatistica, e confirmada com o grupo 120 horas, que mostrou aumento
significativo da expressao do gene do CPM- em relagdo do grupo controle.

E conhecido que o coragdo adulto de pequenos animais como roedores e
principalmente camundongos expressam o gene do CPM-a durante toda a condi¢ao
adulta. Esse padrao de CPM pode se alterar no sentido de maior expressdo de CPM-f3
em varias condigdes fisiopatolégicas incluindo a sobrecarga cronica de pressdo por
hipertensdo induzida ( Haddad e col., 1995; Lompre e col., 1979; Mercadier e col.,
1988; Morkin e col., 1993), hipotireoidismo ou deficiéncia tireoideana (DT ) (Caiozzo ¢
Haddad, 1996; Dillmann , 1984; Gustafson e col., 1985); diabetes mellitus (Dhalla e
col., 1998; Dillmann , 1980; Haddad e col., 1997); restricio cronica de energia
(caldrica) (Haddad e col., 1993; Swoap e col., 1994) e corrida cronica tipo resisténcia

(endurance) (Fitzsimons e col., 1990; MacIntosh e col., 1985; Maclntosh e col., 1986).
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Nos modelos de hipertensdao induzida, restricdo caldrica e exercicio o coracao
desses animais pode aumentar a expressao da CPM - 3 aproximadamente duas a quatro
vezes o valor dos niveis de expressdo dos controles; a expressdao de CPM — 3 pode,
entretanto, tornar-se expressa de forma exclusiva com o hipotiroidismo ou o diabetes
mellitus.Das cinco intervengdes citadas a mais potente € a do hipotiroidismo. O T3, (3,
5, 3" - trilodotironina) exerce sua acdo bioldgica através da ligacdo com seus receptores
nucleares, os receptores do hormonio da tirdide (DeGroot e col., 1989; Samuels e col.,
1989), que sdo fatores de transcri¢do ligante-dependentes que modulam a atividade
transcripcional por interacdo com seqiiéncias de reconhecimentos especificos do DNA
conhecidos como elementos responsivos a tirdide (TREs) localizados na regido
promotora dos genes alvo (Caiozzo e col., 1997; Evans , 1988); varios TREs estdo
estrategicamente localizados na regido promotora de ambos os genes, CPM-a ¢ CPM-f3 .

O T3 regula a transcri¢do do gene da CPM-a e CPM-B em sentidos opostos,
aumentando a expressio do CPM-B enquanto (Wright e col, 1999) reduz
simultanecamente a do CPM-a; ha evidéncias que sugerem que as intervengdes do
diabetes e da privacao cronica de energia possam mediar seus efeitos tanto diretamente
como indiretamente através das agdes do T3 (Haddad e col., 1997; Swoap e col., 1994).

No entanto os mecanismos da regulacdo aumentada da transcricdo do gene da
CPM-f na hipertensdo induzida parecem ser mais complexos e envolvem um conjunto
diferente de fatores difusiveis (trans) e elementos regulatdrios cis no promotor do gene
do CPM-f.

Por outro lado, no caso do exercicio tipo resisténcia tanto ratos recém nascidos
como adultos condicionados exclusivamente por corrida de resisténcia respondem com

modesto aumento da expressdo da CPM- compensado com diminui¢do concomitante
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da expressao relativa da CPM-a (Fitzsimons e col., 1990; Maclntosh e col., 1985;
MaclIntosh e col., 1986).

Embora os fatores que medeiam essas transformagdes permanecam pobremente
compreendidos, €, no entanto interessante a constatacdo de Maclntosh e col. (1986) de
que em ratos recém nascidos simpatectomizados submetidos a treinamento de
resisténcia a transformac¢do de CPM-a para CPM-B é aumentado em relagdo a que
ocorre no grupo treinado controle, ndo simpatectomizado. Essa observacdo prové
alguma evidéncia de que eventos subcelulares que estdo associados com a depressao da
atividade do sistema nervoso simpatico — que é uma resposta adaptativa comum ao
treinamento de resisténcia — possam favorecer uma maior expressao de CPM-f3 .

O mecanismo subjacente a este tipo de adaptagdo na expressao do gene da CPM
¢ ainda desconhecido, mas ¢é possivel que a simpatectomia possa aumentar 0s
transientes sinalizadores do célcio na célula miocardica de forma a ativar o fator
calcineurina nuclear da via dos linfécitos T ativados.

No nosso experimento constatamos aumento significativo da expressao da CPM-
B no grupo 120 horas . Utilizamos um protocolo de natagdo que qualificamos como
agudo no sentido dos animais serem exercitados durante seis horas por dia, por cinco
dias consecutivos; esse resultado coincide com os da literatura para corrida de
endurance, citados acima; a avaliagdo da expressdo simultinea do CPM-o esta
atualmente em andamento, e nao consta do presente trabalho.

Com relagdo ao protocolo de natacdo utilizado pode-se, ainda, considerar que tal
intensidade de exercicio possa ultrapassar, em alguns momentos, o limiar de
anaerobiose ¢ influenciar a expressao génica das CPM-a e CPM-3 no musculo cardiaco.

De fato as dosagens de lactato no segundo conjunto de animais treinados

mostraram que o exercicio nessa intensidade tem um componente anaerébico no final de
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cada sessdao de treinamento, que pode se constituir em um fator adicional para induzir
modificagdes na expressao génica diferencial das CPM-a e CPM-p.

Os protocolos de natagdo descritos na literatura para o estudo da expressao
génica diferencial das isoformas da CPM no musculo cardiaco nao contemplam
caracteristicas de intensidade e componente anaerébico como as deste trabalho, até onde
vai 0 nosso conhecimento. Constam de sessdes de exercicio de uma hora por dia e
necessitam uma duracdo de treinamento de duas a oito semanas para induzirem
modificacdes na expressio das CPM alfa e beta nos ventriculos de ratos e
camundongos.

O protocolo utilizado neste trabalho mostrou um impacto significativo sobre as
concentragdes da lactacidemia antes e apos as sessdes de exercicio. Esta redugdo
ocorreu na condi¢do de repouso antes do primeiro dia de exercicio em relagdo a mesma
condi¢do nos demais dias, exceto quando feita a compara¢do com o terceiro dia (72
horas). Uma possivel explicacdo para o fato deve ser a reducdo do nivel de estresse no
momento da coleta da amostra sanguinea da cauda do animal com o decorrer dos dias,
uma vez que o mesmo permanecia contido e a seccdo da ponta da cauda para se
proceder a coleta era feita sem anestesia no primeiro dia.

Com relagdo a lactacidemia média das trés amostras colhidas imediatamente
apos cada um dos trés periodos de duas horas de exercicio de cada dia, observamos
reducdo significativa dos achados do primeiro dia em relagdo a todos os demais.

As possiveis explicagdes para este achado sdo a melhor redistribui¢ao da
perfusdo sanguinea dos musculos ativos no exercicio com o decorrer do treinamento;
uma maior capacidade de extragcdo de O, pelos musculos ativos levando a um aumento
da diferenca artério-venosa de oxigénio; a um aumento da eficiéncia das enzimas

envolvidas na fosforilagdo oxidativa (ciclo de Krebs e cadeia de transporte de elétrons)

68



promovendo um crescente componente aerdbico durante o exercicio ao longo do
treinamento e finalmente a uma melhora na eficiéncia mecanica do ato de nadar que
ocorre com o progredir do treinamento, traduzida por uma melhora da relacao trabalho
fisico / consumo de O, pois o animal passa a utilizar grupos musculares especificos.

O impacto fisioldgico das intervengdes que induzem o aumento da expressao do
gene do CPM-f no coracdo de pequenos roedores ¢ o de promover uma economia no
consumo da energia dispendida nos processos de producao de forga e poténcia — pontes
cruzadas e ciclo do calcio — em face de esforco mecanico adicional que o coragdo
suporta tanto para vencer a pos-carga aumentada do estado hipertensivo como para
acomodar a sobrecarga de volume associada ao exercicio de endurance (Alpert e col.,
1982; Swynghedauw, 1988).

Ja no caso do diabetes mellitus, do hipotiroidismo e nas condi¢gdes de privacao
calorica a forte tendéncia no sentido de maior expressdo da CPM-f} estd relacionada
com um estado funcional do coragdo caracterizado por contratilidade, freqiiéncia
cardiaca e débito cardiaco (volume minuto) intrinsecamente diminuidos, ou seja,
condi¢des consistentes com a conservagdo de energia pelo animal, tanto pelo coragdo
como pelo organismo como um todo.

Em suma, o coracdo dos pequenos animais pode ser remodelado tanto
bioquimica como funcionalmente, de acordo com a demanda de consumo cronico de
energia imposta tanto ao coragdo como ao organismo em geral.

Ha evidéncias na literatura de que adaptagdes funcionais semelhantes possam
ocorrer no sistema cardiovascular de humanos e estas alteragdes parecem estar
associadas com algum grau de plasticidade envolvendo as isoformas da CPM (Morkin e

col., 1991; Schaub e col., 1997).
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A atividade gelatinolitica aumentada constatada precocemente no grupo 72 horas
¢ precondicao importante para o inicio do remodelamento do ventriculo esquerdo dos
animais treinados que ocorreu com o aumento significativo da relacao peso do coragao
/peso corporal nos grupos 96 e 120 horas com relagdo ao grupo controle. Estes achados
sdo coerentes com os de Hickson e cols. (1979), que constataram um rapido aumento da
concentragdo de RNA dos ventriculos em resposta ao exercicio, ja significativo apos o
primeiro, o segundo e o terceiro dias de exercicio e que dai em diante retornou ao nivel
controle embora o contetido de RNA total do coragdo permanecesse significativamente
elevado, grosso modo em propor¢ao ao peso do coragdo. Detectaram também aumento
do peso do coracao e do conteudo de proteina ap6s o segundo dia de treinamento. Este
RNA total precocemente aumentado veicula obviamente, entre varias outras, a
expressdo para a sintese da(s) metalopeptidase(s) de matriz necessaria(s) para o
remodelamento ventricular e a expressao para a sintese protéica (responsavel, ao menos
em parte, pelo aumento da relacdo peso do coragdo / peso corporal) e, em particular,
para a sintese da CPM beta, expressdes estas que constatamos neste trabalho. O
aumento do peso do coragdo contrabalanga o aumento do RNA total de modo a fazer a
concentragdo de RNA no musculo cardiaco retornar aos valores do grupo controle.

No conjunto, estes resultados mostram que o coragdo de ratos pode ser
remodelado precocemente ap6s um programa de exercicio agudo de natagdo com
componente anaerdbico. Estas alteragdes sdo importantes tanto para permitir que o
coragdo se adapte rapidamente a esta maior demanda energética ¢ também permita o

crescimento do tecido por aumentar a atividade das enzimas remodeladoras.
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Conclusoes
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O protocolo de exercicio intenso de nata¢ao adotado neste trabalho provocou um
aumento significativo do peso do coracdo dos ratos treinados, em relagdo aos
controles, indicando a possibilidade de inicio precoce de um processo de

remodelamento cardiaco.

A andlise morfoldgica ndo evidenciou alteragdes significativas no coragao dos
ratos treinados, e nem a presenga de sinais de inflamagdo tais como edema ou
infiltrado inflamatorio, sugerindo que o protocolo de esfor¢o adotado ¢ indcuo
em produzir altera¢des patoldgicas que poderiam ser eventualmente co-indutoras

do remodelamento.

Este protocolo experimental induziu um significativo e precoce (72 hs) aumento
da atividade de gelatinases no ventriculo esquerdo, pré condicdo para o

remodelamento ulterior.

A expressao da CPM-B no ventriculo esquerdo do coragdo dos ratos treinados
apds 120h pode indicar resposta adaptativa no sentido de economia energética

para o trabalho do miocardio.

Os resultados indicam que o miocardio pode intensificar precocemente (72h) o

seu remodelamento tecidual para atender a sobrecarga de esforco e

possivelmente também como resposta ao aumento da lactacidemia.
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