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RESUMO

Introducio: A obesidade estd associada com aumento da peroxidacdo lipidica no miocérdio e
com uma maior suscetibilidade ao dano oxidativo, o que pode levar a varios fatores de risco
cardiovascular incluindo insuficiéncia cardiaca, resisténcia a insulina, hipertensdo e
dislipidemia. O ONOO" em conjunto com niveis normais intracelular de glutationa reduzida
(GSH), sdo responsaveis, dentre outros fatores, por ativar as metaloproteinases de matriz
(MMPs), que sdo importantes na mediacdo dos efeitos deletérios de doencgas cardiovasculares.
A atividade desregulada das MMPs, como a MMP-2, pode favorecer o desenvolvimento de
doengas cardiacas. O treinamento resistido (TR) pode amenizar ou mesmo reverter o quadro
de obesidade, prevenir contra a peroxidacdo lipidica, aumentando os niveis das enzimas
antioxidantes, melhora do perfil lipidico, diminui os riscos 4 doengas cardiovasculares, além
de reduzir a concentracdo de fibrose e a desregulagdo da MMP-2. Objetivo: Analisar os
efeitos do TR de alta intensidade em escada associado a dieta hiperlipidica na atividade da
MMP-2 e enzimas antioxidantes (SOD Total, Mn-SOD, CAT, GPx), GSH e peroxidacao
lipidica, relacionadas ao remodelamento do ventriculo esquerdo, em ratos. Metodologia: 60
ratos Wistar foram utilizados neste estudo, sendo este divido em trés fases: 1) periodo de trés
semanas de indugdo a obesidade, grupo controle alimentado com dieta padrdo (CT-P n=30) e
controle alimentado com dieta hiperlipidica (CT-H n= 30); 2) efeito da dieta hiperlipidica por
mais oito semanas, grupo sedentdrio dieta padrio (SED-P n= 10) e sedentirio dieta
hiperlipidica (SED-H n= 10); 3) efeito do TR em escada por oito semanas associado a dieta
hiperlipidica, grupo TR dieta padrdo (TR-P n= 10) e TR dieta hiperlipidica (TR-H n= 10).
Resultados: As trés semanas de indug¢do a obesidade foi eficaz em promover aumento da
massa corporal (p < 0,05), massa do VE (p < 0,05) e da atividade da MMP-2 (p < 0,001), do
TBRs (p < 0,03) e de diminuir a atividade da citrato sintase (p < 0,05) no grupo CT-H. Apods
mais oito semanas de dieta hiperlipidica, o grupo SED-H teve a massa corporal maior (p <
0,02) comparado ao SED-P. J4 a massa do VE para o grupo SED-H foi maior em comparagao
ao do CT-H (p < 0,001), porém nao se modificou quando comparado ao SEP-P. Houve uma
menor atividade da MMP-2 (p < 0,05) no grupo SED-H comparado ao CT-H. Foi observado
actumulo de lipidios totais (p < 0,007) no VE do grupo SD-H comparado ao CT-H. O maior
tempo de vida associado a dieta hiperlipidica promoveu inibi¢do da SOD Total (p < 0,01) e
Mn-SOD (p < 0,002) (SED-H), e aumento da GSH (p < 0,004). O TR foi eficaz em atenuar o
ganho de massa corporal no grupo TR-H comparado ao SED-H, mesmo sendo maior
comparado ao TR-P (p < 0,005). No grupo TR-H a atividade da MMP-2 foi maior (p < 0,03)
comparado ao TR-P, porém menor (p < 0,04) comparado ao SED-H. O TR promoveu maior
atividade das enzimas citrato sintase (p < 0,03), SOD Total (p < 0,001) e Mn-SOD (p < 0,03)
menor atividade da GSH (p < 0,01) no grupo TR-H. Nao foi observado aumento significativo
do TBARS no VE do TR-H. Contudo, foi observado aumento do contetdo lipidico (p < 0,04).
Conclusio: Concluimos que o TR de alta intensidade, em ratos obesos, pode ser uma
ferramenta ndo farmacoldgica capaz de modular de forma positiva a atividade da MMP-2 e de
algumas enzimas antioxidantes como a SOD Total, Mn-SOD e a GSH. Efeitos esses que sdo
importantes para a manutencdo da satde cardiaca, amenizando os efeitos deletérios
relacionados a obesidade sobre o remodelamento do ventriculo esquerdo, de forma
experimental.

Palavras-chave: Treinamento resistido, remodelamento do ventriculo esquerdo, dieta
hiperlipidica, obesidade, MMP-2, estresse oxidativo.



ABSTRACT

Introduction: Obesity is associated with increased lipid peroxidation in the myocardium and
an increased susceptibility to oxidative damage, which can lead to several cardiovascular risk
factors including heart failure, insulin resistance, hypertension and dyslipidemia. The ONOO
in conjunction with normal intracellular levels of reduced glutathione (GSH), are responsible,
among other factors, to activate the matrix metalloproteinases (MMPs) that are important in
mediating the deleterious effects of cardiovascular diseases. The unregulated activity of
MMPs, such as MMP-2, may promote the development of heart disease. Resistance training
(RT) can mitigate or even reverse the obesity, prevent against lipid peroxidation, increasing
the levels of antioxidant enzymes, improved lipid profile, reduced cardiovascular risk and
reduce the concentration of fibrosis and dysregulation of MMP-2. Purpose: To analyze the
effects of RT high intensity on ladder associated with high fat diet on the activity of MMP-2
and antioxidant enzymes (SOD Total, Mn-SOD, CAT, GPx), GSH and lipid peroxidation,
related to left ventricle remodeling in rats. Methods: 60 rats Wistar were used in this study,
which was divided into three phases: 1) three week period of obesity induction, control group
fed with standard diet (CT-S n = 30) and control group fed with high fat diet (CT-H n = 30);
2) effect of fat diet for eight weeks, sedentary standard diet group (SED-S n = 10) and high fat
diet sedentary (SED-H n = 10), 3) effect of high-intensity RT on ladder for eight weeks
associated with high-fat diet, RT standard diet (RT-S n = 10) and RT high-fat diet RT (RT-H
n = 10). Results: The three-week obesity induction was effective in promoting the group CT-
H increased body mass (p <0.05), LV mass (p <0.05) and activity of MMP-2 (p <.001), TBRs
(p <0.03) and decrease the citrate synthase activity (p <0.05). After eight weeks of high fat
diet, the SED-H group had a higher body mass (p <0.02) compared to SED-S. The volume
LV for SED-H group was higher compared to that of CT-H (p <0.001), but did not change
when compared to SED-S. There was a lower activity of MMP-2 (p <0.05) in SED-S
compared to CT-H. Lipid accumulation was observed (p <0.007) in the LV of SED-H group
compared to CT-H. The longer life associated with high-fat diet promoted suppression in the
enzymatic activity of SOD Total (p <0.01) and Mn-SOD (p <0.002) (SED-H), and increased
activity of GSH (p <0.004). The RT was effective in attenuating the gain body mass in RT-H
group compared to SED-H, even though higher compared to RT-S (p <0.005). In the group
RT-H of MMP-2 activity was higher (p <0.03) compared to RT-S, but lower (p <0.04)
compared to SED-H. The RT promoted greater citrate synthase activity (p <0.03), SOD Total
(p <0.001) and Mn-SOD (p <0.03) and lower activity of GSH (p <0.01) in RT-H. There was
no significant increase in TBARs level in the VE of the RT-H group. However, we observed
increased lipid content (p <0.04). Conclusion: We conclude that high intensity RT, in obese
rats, could be a pharmacological tool able to positively modulate the activity of MMP-2 and
some antioxidant enzymes such as SOD Total, Mn-SOD and GSH. These effects are
important for the maintenance of heart health, relieving the deleterious effects on obesity-
related of the left ventricle remodeling, so experiment.

Key-words: Resistance training, left ventricular remodeling, high-fat diet, obesity, MMP-2,
oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

O aumento do nimero de pessoas obesas em todo o mundo ¢ motivo de
preocupagao global, sendo a obesidade qualificada como a epidemia do século (Organization,

2013). Essa doenca de origem multifatorial ¢ um dos grandes males da
sociedade contemporanea onde 95% dos casos sdo de origem exdgena, tais como alimentagao
inadequada e inatividade fisica. A obesidade de cariter exdgeno indica que a ingestdo de
calorias em excesso ¢ a diminuicao da atividade fisica diaria tem sido a causa de tantos casos
de obesidade, crescente tanto em adultos quanto em criangas (Damaso, 2003; World Health
Organization, 2013).

A obesidade esta associada a inUimeros fatores de risco cardiovasculares,
doencas isquémicas do coragdo, insuficiéncia cardiaca, resisténcia a insulina, hipertensdo e
dislipidemia (AKKI & SEYMOUR, 2009; (De Simone, Pasanisi et al, 2012). A
“cardiomiopatia da obesidade” tem sido caracterizada como uma disfun¢do miocardica. Ela
estd associada a insuficiéncia cardiaca decorrente do desenvolvimento da obesidade.(AKKI &
SEYMOUR, 2009). A obesidade também induz alteragdes importantes no sistema
cardiovascular que podem levar a insuficiéncia cardiaca (Wang et al., 2002), hipertrofia
patoldgica, hipertensdo e um remodelamento ventricular que pode levar a sérias complicagdes
cardiacas (De Simone, Pasanisi et al., 2012).

O remodelamento do tecido cardiaco ¢ um processo progressivo de inducdo a
uma resposta adaptativa e/ou compensatoria de funcdo estrutural decorrente de varios
estimulos, tais como obesidade, hipertensdo, isquemia / reperfusdo e infarto do miocardio. A
hipertrofia do ventriculo esquerdo (VE) é considerada como uma das alteracdes cardiacas
mais importantes induzidas pela obesidade e/ou hipertensdo (Wang, Wisloff et al., 2010).
Evidéncias cientificas tém mostrado que o remodelamento da matriz extracelular (MEC)
como um componente importante do remodelamento tecidual cardiaco. O remodelamento
cardiaco € o resultado do aumento da sintese e deposi¢do componentes da MEC acompanhada
por um aumento da atividade de proteases extra e intracelular, tais como as metaloproteinases
de matriz (MMP) responsaveis pela quebra de componentes da MEC (Weber, 1989; Jensen e
Host, 1997; Verzola, Mesquita et al., 2006; Marqueti, Micocci ef al., 2012).

As MMPs sdo uma familia de endopeptidases zinco-dependentes que
contribuem para a regulacdo do remodelamento normal do tecido cardiaco (Viappiani,
Nicolescu et al., 2009; Hadler-Olsen, Fadnes et al., 2011). Além disso, a MMP pode ser

considerada como um mediador direto do remodelamento ventricular, especialmente a
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MMP-2 (Verzola, Mesquita et al., 2006; Marqueti, Micocci et al., 2012). Varios fatores
possiveis, tais como a obesidade, hipertensdo, dislipidemia, estado inflamatorio e o estresse
oxidativo estdo correlacionados com o remodelamento do VE. Esses fatores sdo considerados
como estimuladores da atividade e sintese da MMP-2 (Viappiani, Nicolescu et al., 2009;
Hadler-Olsen, Fadnes et al., 2011).

Segundo Shculz (2007), o estresse oxidativo ¢ um grande fator responsavel
pela atividade proteolitica do zimogénio de 72kDa da MMP-2, sem contudo transformar essa
isoforma em sua forma ativa de 64 kDa (MMP-2 Ativada).

Recentes evidéncias indicam que a obesidade esta associada com aumento da
peroxidacdo lipidica no miocérdio e com maior suscetibilidade ao dano oxidativo. Esse
processo tem inicio por meio das espécies reativas do metabolismo do oxigénio (Derosa,
Ferrari et al.) (Derosa, Ferrari et al.) e nitrogénio (ERNS), conhecido como radicais livres,
acidos graxos poli-insaturados, que se encontram nas membranas celulares e nas
lipoproteinas. A peroxidacao lipidica ¢ utilizada como um indicador do estresse oxidativo
celular tendo relagdo direta com doencas cardiacas (Higdon e Frei, 2003); CRUZAT et al.,
2007). Neste sentido, o exercicio tornou-se um dos aspectos mais importantes como
estratégia ndo farmacologica para o controle da obesidade e ganho de peso (Speretta ef al.,
2012), devido ao seu efeito protetor contra comorbidades relacionadas a obesidade
(Organization,

2013). A experiéncia clinica mostra que exercicios de intensidade moderada
sdo capazes de reduzir a massa corporal e o tecido adiposo visceral, além de melhorar a
sensibilidade a insulina e pressdo arterial em pacientes com sobrepeso e sindrome metabolica
(Pedersen, 2006; Duarte et al., 2008).

A pratica regular de exercicio fisico ¢ considerada um fator de prevencao da
obesidade e doencas relacionadas (Pedersen, 2006; Haskell, Lee et al., 2007). Os
treinamentos de endurance, concorrente e resistido (TR) s3o recomendados como
modalidades de exercicio que promovem o aumento no gasto de energia, redu¢do no peso
corporal, alteracdes na composi¢do corporal, maior aptidao cardiorrespiratoria, e reducdo dos
riscos relacionados com a obesidade (Haskell, Lee et al., 2007).

H4 um crescente interesse no TR como modalidade de exercicio capaz de
regular a atividade de proteinas ligadas ao remodelamento cardiaco (MMPs) assim como
evitar o efeito deletério da obesidade sobre o remodelamento ventricular (Viappiani,
Nicolescu et al., 2009; Hadler-Olsen, Fadnes et al., 2011). Recentemente, Marqueti et al.

(2012) demonstraram que exercicio de alta intensidade (salto em dgua com carga) aumenta
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significativamente a atividade da MMP-2 e o nivel de proteinas no VE de ratos, o que pode
contribuir para um remodelamento cardiaco saudavel.

Alguns estudos mostram que o TR foi eficaz em diminuir o tecido adiposo em
ratos (Speretta et al., 2012) aumentar a massa magra (Hornberger e Farrar, 2004) e melhorar o
quadro inflamatério [(diminui¢do dos niveis séricos do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
proteina C-reativa (PCR), interleucina-6 (IL-6)] (Strasser, Arvandi et al., 2012).

Recentemente, (Speretta et al., 2012) demonstraram que o TR foi eficaz em
diminuir a area de tecido adiposo, adiposidade, melhorar o perfil lipidico e a inflamagao
associada a obesidade (diminuicdo da expressdo de TNF-a no tecido adiposo visceral) em
ratos alimentados com dieta hiperlipidica.

Trabalhos anteriores (Ahmadiasl, Najafipour et al., 2012; Marqueti, Micocci et
al., 2012) mostram que o TR possui um efeito cardioprotetor. Esse efeito ¢ devido a melhora
do sistema antioxidante do organismo, com uma menor estresse oxidativo, regulando assim a
atividade de enzimas relacionadas ao remodelamento tecidual, promovendo uma melhora na
saude cardiaca.

Ainda ndo ha estudos cientificos que mostram os efeitos do TR em ratos
obesos exdgenos sobre o remodelamento ventricular associado a atividade das MMPs e

sistema antioxidante.
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1.1 Justificativa

O crescente aumento da obesidade mundial e das comorbidades levam cada
vez mais a comunidade cientifica, as industrias farmacéuticas e os profissionais da area da
sade a buscarem conhecimentos e estratégias para prevenir e tratar a obesidade e suas
comorbidades.

O exercicio fisico ¢ uma importante ferramenta capaz de promover inimeros
beneficios na prevencdo e no tratamento da obesidade, inclusive no remodelamento tecidual e
sistema oxidativo dentro de um quadro de obesidade. Portanto, algumas modalidades de
exercicio sdo preconizadas para auxiliar no tratamento da obesidade, como por exemplo,
treinamento de for¢a (Ahmadiasl, Najafipour et al., 2012; World Health Organization, 2013).

Inumeros sdo os estudos que mostram os efeitos benéficos do exercicio aerdbio
moderado na obesidade. J4 o TR vem ganhado espa¢o no mundo cientifico apenas ha poucos
anos. O aumento no numero de evidéncias que apontam seus efeitos benéficos em individuos
sauddveis, atletas ou portadores de doengas como a obesidade contribui para isso.

No entanto, os efeitos do TR sobre a obesidade e principalmente sobre o
remodelamento ventricular precisam de mais estudos. Além disso, faltam investigagdes que
mostrem os resultados de TR associado a obesidade neste contexto. Assim, o presente estudo
foi elaborado para incidir uma pequena luz sobre o tema acima discutido, com o intuito de
contribuir para o entendimento acerca do possivel efeito do TR sobre o VE em ratos obesos

exogenos.
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1.2 Objetivo

Neste trabalho o objetivo foi analisar os efeitos do treinamento resistido de alta
intensidade em escada associado a dieta hiperlipidica na atividade da MMP-2 e enzimas
antioxidantes (SOD Total, Mn-SOD, CAT, GPx), GSH e peroxidacao lipidica, relacionadas

ao remodelamento do ventriculo esquerdo, em ratos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 A Obesidade e Doencas Cardiacas

A obesidade ¢ uma doenga caracterizada pelo excesso de tecido adiposo. Ela ¢
considerada o maior fator relacionado a doengas cardiovasculares, sendo o principal
componente da sindrome metabdlica (SM), a qual ¢ definida pelo conjunto de anomalias
cardiometabolicas que aumenta os riscos para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares
e coronarianas. Os componentes chaves da SM sdo a intolerancia a glicose ou diabetes,
obesidade, hipertensdo e dislipidemia, especificamente hipertrigliceridemia e baixos niveis de
lipoproteina de alta densidade (HDL-colesterol) (Yan, Liu et al, 2007; Ginsberg e
Maccallum, 2009; Hadler-Olsen, Fadnes et al., 2011).

No periodo de 1980 a 2008, a obesidade praticamente dobrou em todo o
mundo. Hoje, afeta mais de meio bilhdo de individuos acima dos 20 anos, das quais 297
milhdes sdo mulheres (13,8%) e 205 milhdes sdo homens (9,8%). Percentuais estes
preocupantes uma vez que, em 1980, estavam em 7,9% de mulheres e 4,8% homens
(Finucane, 2011).

Segundo dados divulgados pelo IBGE (2010), em nosso pais houve um
aumento continuo na populacdo de mais de 20 anos de idade no sobrepeso e obesidade nos
ultimos 35 anos. O sobrepeso praticamente triplicou entre os homens, de 18,5% em 1975 para
50,1% em 2009. Nas mulheres, o aumento foi menor: de 28,7% para 48%. J4 a obesidade teve
um crescimento de mais de quatro vezes entre os homens, passando de 2,8% para 12,4% e de
mais de duas vezes entre as mulheres, de 8% para 16,9%. Porém, o déficit de peso segue em
declinio, regredindo de 8% em 1974-75 para 1,8% entre os homens e de 11,8% para 3,6%
entre as mulheres, em todos os niveis de renda.

As mudangas nos padrdes alimentares, como alimentos ricos em calorias e de
baixo valor nutricional e a inatividade fisica sdo dois fatores chaves para o aumento da
prevaléncia da obesidade. As mudancgas nos padrdes nutricionais devem-se principalmente as
transformagdes demograficas, socioeconomicas e epidemiologicas ao longo do tempo (World
Health Oganization, 2013).

A obesidade exdgena ¢ consequéncia de um balango energético positivo, onde
a energia ingerida excede a energia gasta. Esse balango energético positivo ¢ resultado tanto

do aumento da ingestdo caldrica quanto da reducdo do gasto caldrico total, ou na maioria dos
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casos, a combinacgdo destes fatores (Sene-Fiorese ef al., 2008; Duarte et al. 2008; Speretta et
al. 2012).

Estudos mostram que a dieta hiperlipidica ¢ um componente importante na
etiologia da obesidade, j4 que comprovadamente leva ao aciimulo de gordura corporal tanto
em humanos (Ginsberg e Maccallum, 2009) quanto em animais (Estadella et al., 2004; Duarte
et al, 2012). A obesidade induzida por esse tipo de dieta ¢ classificada como hipertréfica e
hiperplasica, que promove um aumento no tamanho e nimero de adipocitos. A hipertrofia do
tecido adiposo, que ocorre particularmente no compartimento visceral, estd associado a
resisténcia a insulina, hiperglicemia, dislipidemias, hipertensdo e estados pro-trombdticos e
inflamatorios (Estadella et al., 2004; Akki e Seymour, 2009).

A ingestdo elevada de gordura leva a um balanco energético positivo e,
consequentemente, ao acumulo de massa gorda. A eficiéncia com que o lipidio da dieta ¢
estocado como gordura corporal em cerca de 96%. Os lipidios apresentam a maior densidade
energética e a maior capacidade de estoque no organismo, comparado aos outros
macronutrientes (World Health Oganization, 2013).

Uma pequena diferenca entre a energia que ¢ ingerida e a que ¢ gasta, pode
levar a grandes aumentos na gordura corporal. Um exemplo € a ingestdo de apenas 5% a mais
de calorias do que a energia gasta pode resultar no acumulo de 5kg de tecido adiposo em
apenas 12 meses. A ingestdo a mais de apenas 8 kcal por dia além do que se gasta pode levar
a um aumento de 10kg de peso corporal em 30 anos, que ¢ a quantidade média de peso ganho
pelos norte-americanos adultos durante o periodo dos 25 aos 55 anos de idade (Rosenbaum,
1997). Assim, para uma diminui¢do dos estoques de gorduras corporais ¢ necessario que o
balango energético seja negativo, gastando mais energia do que se ingere.

Ha varios tipos de tratamentos que visam promover um balanco energético
negativo. Um desses tratamento sdo as dietas restritivas. Entretanto, essas dietas levam ndo
somente a diminui¢do da massa magra como a perda de minerais, além de ndo permitir que o
individuo permanega por um periodo maior em restricao, levando ao efeito conhecido como
sanfona (alternancia entre periodos de restricdo alimentar e realimentacdo). Nosso grupo de
estudo, utilizando ratos obesos submetidos a intervencao de restricdo alimentar severa,
quando realimentados, mostrou que ha a reposicdo da massa gorda além do desenvolvimento
de dislipidemias (Duarte ef al., 2008).

O ideal seria a unido da reeducagdo alimentar e o exercicio fisico. O exercicio
fisico ¢ um o6timo tratamento ndo farmacoldgico e uma ferramenta eficaz para a prevencao e

tratamento da obesidade e comorbidades. O exercicio fisico promove a diminui¢do da massa
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gorda em adultos e adolescentes com sobrepeso por meio de um aumento da energia gasta,
restaurando a capacidade do musculo esquelético em oxidar gorduras (Haskell, Lee ef al.,
2007; Akki e Seymour, 2009).

A regulacdo do balanco energético modulada por uma complexa rede de
sistemas de feedback, o que envolve o controle hormonal e neural da energia ingerida e da
energia gasta. O desequilibrio energético leva a mudangas bruscas no metabolismo dos
adipocitos. Essas mudangas determinam se os triacilglicerdis serdo mobilizados ou
armazenados, ou ainda se a glicose serd oxidada ou convertida em 4cidos graxos ou em
glicogénio (Silvestri, Ligresti ef al., 2011).

Dessa maneira, entendemos que muitos estudos, como os citados acima, sdo
realizados para um melhor entendimento dos efeitos do exercicio fisico sobre as doencas
associadas a obesidade, como a hipertensdo, insuficiéncia cardiaca e o remodelamento

patoldgico do ventriculo esquerdo em individuos obesos.

2.2 Treinamento Resistido, Obesidade e Remodelamento Ventricular

Virias alternativas vém sendo estudadas como meio de combate a obesidade e
suas comorbidades. Uma dessas alternativas utilizadas no combate a obesidade e as doengas
cardiovasculares relacionadas ¢ o exercicio fisico (Strasser, Arvandi et al., 2012; World
Health Organization, 2013).

O movimento corporal ¢ inerente ao ser humano. Quando esse movimento se
apresenta de modo voluntario ele ¢ considerado como atividade fisica. Exemplo disso sdo as
atividades de vida diaria como caminhar de casa para o trabalho, varrer o quintal, lavar o
carro entre outras. Quando a atividade fisica ¢ realizada de forma sistematica e planejada com
objetivos determinados como a melhoria do condicionamento fisico ou desenvolvimento de
habilidades motoras ela passa a ser denominada de exercicio fisico (Brandl, 2002).

Sobrecargas hemodinamicas podem levar a hipertrofia adaptada, ou fisiologica,
ou a mal-adaptada, ou patoldgica. A hipertrofia desenvolvida em decorréncia da sobrecarga
hemodinamica transitoria ¢ denominada como sendo hipertrofia fisioldgica. Um exemplo sdo
as observadas no crescimento cardiaco durante a adolescéncia e gestacdo e a causada em
resposta a exercicios regulares. A hipertrofia causada em decorréncia a sobrecarga

hemodinamica persistente ¢ denominada de hipertrofia patoldgica (Garcia e Incerpi, 2008).
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O exercicio fisico ¢ capaz de modificar significativamente o tamanho, aspecto
e funcdo do coragdo. A hipertrofia miocardica ¢ um mecanismo adaptativo em resposta ao
excesso de pos-carga imposto ao coragdo que pode ser fisiologico ou patologico. Um fator
que pode agir negativamente sobre as caracteristicas do miocardio ¢ o sedentarismo, que
resulta em uma hipertrofia cardiaca diferente da adquirida por meio do exercicio fisico.
Apesar de comprovados os beneficios do exercicio fisico, o sedentarismo continua presente
em 60% da populagdo. Desse modo, o exercicio fisico pode influenciar de forma positiva na
diminui¢do dos fatores de riscos cardiacos (Haskell, Lee et al., 2007, World Health
Organization, 2013).

Na condi¢do de hipertensdo, a hipertrofia VE ¢ desencadeada devido a uma
sobrecarga de pressdo continua. Por outro lado, a hipertrofia VE decorrente do exercicio fisico
¢ devido pelo aumento intermitente da pressdo sanguinea durante a realizagdo do mesmo.
Praticantes de levantamento de peso podem desenvolver uma hipertrofia cardiaca devido ao
aumento da sobrecarga de pressdo. Essa hipertrofia ¢ notadamente diferente da hipertrofia
observada em praticantes de outros esportes com um alto componente dindmico, como
corrida. Essa hipertrofia é caracterizada por aumento da parede ventricular sem que ocorra
mudangas no didmetro da cavidade ventricular (Barauna, Rosa et al., 2007).

Ha uma forte relagcdo entre inatividade fisica e presenca de fatores de risco
cardiovascular como hipertensdo arterial, resisténcia a insulina, diabetes, dislipidemia e
obesidade. Por outro lado, recomenda-se a pratica regular de atividade fisica como prevengao
e tratamento de doengas cardiovasculares e outras doengas associadas a obesidade (Pedersen,
2006; World Health Organization, 2013)

A hipertrofia do VE acontece por um conjunto de altera¢des da estrutura dos
cardiomidcitos que podem ser decorrentes do aumento das dimensdes dessas células, da
prolifera¢do do tecido conjuntivo intersticial e da rarefagdo da microcirculagio coronariana.
As células cardiacas quando sofrem um estimulo hipertréfico, ele ¢ traduzido no interior da
célula, por alteragdes bioquimicas que levam a ativacao de segundos mensageiros, no citosol,
e terceiros mensageiros, no nucleo da célula. Esses estimulos regulam a transcri¢do, e
finalmente determinardo a expressdo génica que induz a hipertrofia ventricular. Essa
hipertrofia ventricular pode ocorrer tanto pela adicdo de sarcomeros em série (sobrecarga de
volume) como pela adicdo de sarcomeros em paralelo (sobrecarga de pressio), o que permite
que a célula aumente em comprimento (hipertrofia excéntrica) ou em didmetro (hipertrofia

excéntrica) (Garcia e Incerpi, 2008).
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O exercicio fisico regular traz muitos beneficios a saude, incluindo redugdo do
risco de doencas cardiovasculares. A inclusdo de treinamento resistido (TR) como parte
integrante de um programa de tratamento nao farmacologico ¢ recomendado pela Associagdo
Americana do Coragdo e pelo Colégio Americano de Medicina Esportiva. Recentes
evidéncias cientificas mostram que o TR possui um efeito cardioprotetor melhorando o
sistema antioxidante do organismo, regulando assim a atividade de enzimas relacionadas ao
remodelamento tecidual, melhorando com isso a saude cardiaca (Haskell, Lee et al., 2007;
Williams, Haskell ef al., 2007). Individuos que possuem um pratica regular de exercicios
fisicos apresentam uma variedade de alteragdes morfoldgicas e funcionais, decorrentes de sua
pratica, como melhora da fun¢do cardiaca como bomba e melhora da capacidade do sistema
cardiovascular de fornecer oxigénio aos musculos que se exercitam. Dentre essas adaptagdes
estdo o aumento da dimensdo diastolica final da cavidade ventricular esquerda, da espessura
parietal e da massa ventricular esquerda, melhora do enchimento diastolico e redugdo da
frequéncia cardiaca (Haskell, Lee ef al., 2007; Williams, Haskell ef al., 2007)

Na obesidade grave o aumento da massa corpérea origina um incremento nas
necessidades metabolicas por parte do tecido adiposo, ocasionando elevagdo do débito
cardiaco que, associado a sobrecarga de volume, promove o aumento da massa cardiaca,
levando assim a uma hipertrofia cardiaca patologica. J& o exercicio fisico induz a uma
hipertrofia cardiaca considerada fisiologica. Essa hipertrofia ¢ desenvolvida de forma
simétrica no coragdo. Essas alteracdes estruturais resultantes do treinamento fisico dependem
do tipo, duracdo e intensidade do exercicio (Haskell, Lee et al., 2007; Williams, Haskell et al.,
2007).

Por muitos anos o TR foi considerado de pouca importancia para o tratamento
de doengas cardiacas, pois era considerado pouco eficiente em diminuir os riscos de doencas
cardiovasculares e também era considerado perigoso, pois se imaginava que poderiam elevar
a pressdo arterial e também promover hipertrofia patologica do miocéardio. Acreditava-se
também que eram pouco eficientes para aprimorar a fungdo de bomba do coracdo e para
aumentar a oxigena¢ao dos tecidos. Contudo, foram esclarecidos muitos aspectos relevantes
sobre o TR. Hoje ja& se sabe que hipertrofia cardiaca induzida pelo exercicio resistido ¢
considerada fisioldgica um fator importante para as capacidades funcionais (Fleck, 1998).

O aumento da for¢a do musculo esquelético e cardiaco permite realizar as
atividades do trabalho e da vida diaria com menor esfor¢o, diminuindo assim as alteracdes de

frequéncia cardiaca e de pressdo arterial durante as atividades. Todos esses efeitos observados
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chamaram a atencdo para sua aplicacdo em reabilitacdo cardiaca (Haskell, Lee ef al., 2007;
Williams, Haskell et al., 2007).

A hipertrofia cardiaca observada na obesidade ocorre devido ao aumento do
débito cardiaco que se eleva a custa do aumento no volume circulante, ocasionando um estado
de pré-carga cronicamente elevada. Isso pode favorecer ao aumento das dimensdes
ventriculares, no estresse parietal e na massa ventricular esquerda (figura 1), o que leva ao
desenvolvimento de hipertrofia ventricular excéntrica (Filho, 2012).

A hipertrofia ventricular esquerda observada na obesidade apresenta correlagao
positiva com o aumento do indice de massa corporal (IMC) e com o tempo de obesidade,
confirmando a hipotese de que a obesidade ¢ um fator que causa hipertrofia cardiaca. As
alteracdes estruturais cardiacas podem estar presentes mesmo sem nenhum sinal clinico de
cardiopatia, representando uma manifestacdo subclinica da miocardiopatia da obesidade (De
Simone, Pasanisi et al., 2012).

Por outro lado, o treinamento de forca induz a uma hipertrofia concéntrica
(figura 1) (Fleck, 1998). Essa hipertrofia ¢ decorrente da sobrecarga de pressdo que ocorre no
ventriculo esquerdo, que € caracterizada pelo elevado pico de tensdo sistolica. Como resposta
frente a essa sobrecarga hemodindmica ocorre aumento no didmetro dos midcitos pela adi¢ao
de novos sarcomeros em paralelo. Isso leva a um aumento na espessura da parede do

ventriculo esquerdo (Filho, 2012; De Simone, Pasanisi et al., 2012).

- Massa normal e ERP aumentada Massa e ERP aumentada
= - Remodelamento concéntrice - - Hipertrofia concéntrica -
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Figura 1. Representagdo de analise de espessura relativa da parede do VE. Individuos com massa ventricular
normal podem apresentar remodelamento concéntrico ou geometria normal, enquanto individuos com aumento
da massa apresentam hipertrofia concéntrica ou excéntrica. Adaptado de (Filho, 2012).



28

A hipertrofia dos midcitos cardiacos contribui para o aumento da massa
cardiaca, além do enrijecimento de suas paredes, podendo dobrar a area transversal média de
suas células, gerando mudanga na forma celular. Porém, a hipertrofia cardiaca ndo depende
apenas do aumento de massa do cardiomiocitos. Estd associada a alteracdes na estrutura e
composicdo bioquimica da matriz extracelular, cujo principal componente ¢ o coldgeno
(Filho, 2012).

Para que haja hipertrofia cardiaca ¢ necessario que ocorra a sintese de novos
componentes com aumento da espessura, do nimero e comprimento das miofibrilas. Também
ocorrem modificacdes nas proporgdes dos diferentes tipos de actina e miosina produzidas.
Isso se d& para adequar a velocidade e a forca de contracdo necessarias ao processo de
adaptacdo em face do estimulo que gerou a hipertrofia (Barauna, Rosa ef al., 2007). Na
hipertrofia ndo ha multiplicagdo de miocitos e sim a adigdo de sarcomeros em série. Essa
adicdo em série permite que a célula aumente de comprimento, ocorréncia principal nas
hipertrofias excéntricas. Ja a adi¢do em paralelo aumenta a secgdo transversa das células, o
que ocorre principalmente nas hipertrofias concéntricas (Jarmila Machackova, 2006).

O remodelamento, a hipertrofia cardiaca e a deposi¢do de tecido conjuntivo sdo
respostas compensatorias do miocardio ao trabalho aumentado. Isso ¢ observado na
hiperfuncdo miocardica que induz a injairia miocéardica e ao aumento de tamanho do midcito,
provocando assim um aumento de massa e tamanho do corac¢do (Jarmila Machackova, 2006).

O exercicio fisico atua no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca por meio de
alteracdes estruturais nos cardiomiocitos. Essas alteragdes sdo dependentes do tipo, da
duracdo e intensidade do exercicio (Wang, Wisloff ef al., 2010).

O tecido cardiaco do homem adulto normal ¢ formado por 80% de midcitos e
20% de matriz extracelular, tecido conjuntivo e vasos sanguineos. Esta propor¢ao pode variar
em diferentes fases do desenvolvimento do individuo. Durante a hipertrofia patologica, a
proporcdo de colageno e células que ndo sdo midcitos também aumenta no intersticio
cardiaco. Quando ha perda cronica de células cardiacas hd uma reducdo da capacidade do
cora¢do em suportar variagcdes de pressao arterial e a sobrecarga de volume ventricular.

A razdo da perda dessas células ainda ndo esta muito clara, mas alguns estudos
apontam que, no miocardio, a morte celular pode ocorrer por dois mecanismos: tanto por

necrose quanto por apoptose.
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2.3 Estresse Oxidativo

A obesidade ¢ um estado de estresse oxidativo e inflamacdo crénica que
mesmo que ndo haja outros fatores de risco cardiovasculares, aumenta a importancia de
desenvolver estratégias eficazes de prevengdo e tratamento para a obesidade, mesmo na
auséncia de fatores de riscos cardiovasculares (Higdon e Frei, 2003).

O exercicio fisico regular €, potencialmente, o principal meio de modificar o
sobrepeso e a obesidade. O exercicio fisico ¢ recomendado como uma forma nao
farmacoldgica de tratamento da hipertensdo além de reduzir os riscos de morte prematura e
doengas cardiovasculares (Haskell, Lee et al., 2007). A producdo de radicais livres durante o
exercicio depende de alguns fatores, tais como frequéncia, intensidade, duracdo e do tipo de
exercicio executado (aerdbio ou anaerobio) (Vancini, Silva et al., 2004).

O exercicio fisico pode influenciar positivamente as defesas antioxidantes
cardiacas e promover a melhora da funcdo cardiaca. No entanto, o exercicio cronico apresenta
duplo efeito: por um lado, resulta na formagdo de oxidantes e estresse oxidativo, por outro
lado, talvez como consequéncia, também pode induzir enzimas antioxidantes a minimizar os
efeitos do estresse oxidativo devido ao exercicio (Vancini, Silva et al., 2004).

Em exercicios resistidos, o aumento das espécies reativas do metabolismo do
oxigénio (Derosa, Ferrari ef al.) ocorre devido a ativacdo da cadeia de transporte de elétrons,
da sintese aumentada das enzimas xantina-oxidase e NADPH-oxidase, o prolongado processo
de isquemia e reperfusdo tecidual e a atividade fagocitica. Além disso, o aumento da sintese
de 4cido latico, catecolaminas e o elevado processo inflamatorio apos exercicios anaerdbios
com intensidades supra-médximas também contribui significativamente para a producdo de
EROs (Cruzat et. al, 2007). Sessdes de exercicio resistido podem aumentar agudamente a
sintese de EROs promovendo o aparecimento de lesdes. J4 como treinamento cronico pode
ocorrer adaptagdes favoraveis aos sistema antioxidante. Cruzat et al. (2007) demonstram que,
durante um treinamento resistido de seis semanas com sobrecarga na ultima semana (duas
sessdes no mesmo dia), houve aumento na atividade das enzimas glutationa peroxidase (GPx)
e glutationa redutase (GR) somente ao final da semana de sobrecarga, indicando que tanto o
volume quanto a intensidade dos exercicios anaerobios podem influenciar na adaptagdo do
sistema antioxidante.

Um exemplo de efeito indesejavel que o exercicio pode causar ¢ a produgdo de
radicais livres em excesso o que pode levar a danos celulares. O radical livre ¢ qualquer

atomo, grupo de dtomos ou molécula que apresenta um elétron ndo-pareado na drbita externa.
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Como exemplo de radicais livres podemos citar o dnion superoxido (O,"), o radical hidroxila
('OH) e o 6xido nitrico (NO") (Droge, 2002). Porém, nem todos os compostos reativos podem
possuem elétron ndo pareado na ultima camada. Nao podem ser classificados como radicais
livres, mas que indiretamente os geram. Estas substancias sdo classificadas de maneira mais
ampla como espécies reativas de oxigénio (Derosa, Ferrari et al.) ou espécies reativas de
nitrogénio (ERNs) e incluem o perdxido de hidrogénio (H,0,), o cation nitrosonium (NO"), o
anion nitroxila (Stehno-Bittel) e o peroxido nitrico (ONOO") (Droge, 2002) .

Para se proteger dos efeitos deletérios da utilizagdo do O, no processo de
respiragdo celular, o organismo possui um complexo sistema de defesa antioxidante. Esse
sistema ¢ composto por diversas substancias antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaticas. As
principais enzimas desse sistema antioxidante sdo: a superoxido dismutase (SOD), a catalase
(CAT) e a glutationa peroxidase (GPx). Essa enzimas porém, ndo atuam sozinhas. Elas agem
associadas a substancias antioxidantes extraidas da dieta, como as vitaminas A, C ¢ E, assim
como a glutationa, convertendo os agentes oxidantes em moléculas ndo toxicas (David, 2006).

A SOD, uma enzima metal dependente, ¢ a primeira linha de defesa contra os
agentes oxidantes. No organismo eucariotico, o anion superoxido (O,7) pode ser
metabolizado, sendo transformado em peroxido de hidrogénio (H,0,) por meio de duas iso-
enzimas da SOD contendo metais. A primeira ¢ a SOD dependente de manganés (Mn-SOD)
presente na mitocondria, € a SOD dependente dos ions zinco e cobre (SOD Total) encontrada
no citosol. Ambas as SODs atuam na formacao do H,O, e oxigénio molecular a partir de duas
moléculas de O, . Essa a¢do da SOD ¢ uma fonte celular de H;O,. Uma das fun¢des mais
importantes da enzima SOD ¢ consumir a formagdo do O", ja que este Gltimo pode reagir
com o 6xido nitrico (NO"), resultando na formagao do peroxinitrito (ONOQ") (David, 2006).

A segunda enzima que atua na desintoxicac¢do do organismo ¢ a CAT. (Droge,
2002). Ela reduz o H,0O, em H,O e O, e trabalha junto com a GPx, dividindo a mesma funcao.
Contudo, a especificidade e a afinidade com o substrato ¢ diferente entre elas (David, 2006).

A GPx possui a¢do enzimatica que catalisa a redu¢do de H>O, e hidroperoxidos
organicos (ROOH) em H,O e dalcool, respectivamente. Isso ocorre por meio do uso da
glutationa reduzida (GSH) como doadora de elétrons que ¢ transformada em glutationa
oxidada (GSSG). A GPx ¢ encontrada no citoplasma celular e na matriz mitocondrial das
células (Droge, 2002). Também ha uma forma insoliivel associada com a membrana, que atua
sobre os hidroperoxidos lipidicos. A glutationa redutase ¢ outra enzima associada & membrana
celular. Ela est4 envolvida no metabolismo da glutationa, pois permite a conversdao de GSSG

para GSH via oxidagdo de NADPH a NADP" (carreadores de elétrons). Reagdo esta essencial
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para a disponibilidade de GSH in vivo (Vancini, Silva et al., 2004; David, 2006). A tabela 1

mostra os principais antioxidantes e algumas de suas funcdes.

Tabela 1. Principais antioxidantes e algumas de suas funcoes

PRINCIPAIS ANTIOXIDANTES

Localizacao Funcao
Enzimaticos
Cu,Zn SOD Citosol Dismuta¢ao dos radicais superoxidos.
Mn-SOD Mitocrondria Dismutagéo dos radicais superoxidos.
CAT Citosol e Mitocrondria Remocgéao do H,O,
GPx Citosol e Mitocrondria Remogéo do H,O; e hidroperdxidos orgéanicos

Nio Enzimaticos

GSH Citosol e Mitocrondria Remocao do H,O,.
Antioxidante mais atuante contra a peroxidagdo
Vitamina E Membranas celulares  lipidica.
Elimina uma longa variedade de EROs de fase
Vitamina C Citosol aquosa.

Fonte: Adaptado de Vancini, Silva et al., (2004). SOD Total: enzima superdéxido dismutase dependente
de cobre e zinco; Mn-SOD: enzima superoxido dismutase dependente de manganés; GSH peroxidase:
enzima glutationa peroxidase; H,O,: peroxido de hidrogénio; GSH: glutationa; EROs: espécies reativas
de oxigénio.

Uma forma de se avaliar o efeito do exercicio fisico sobre a produgdo de
radicais livres ¢ por meio da peroxidacdo lipidica (Droge, 2002). Esse ¢ um processo que
ocorre nos acidos graxos poli-insaturados da membrana plasmatica. A peroxidacao lipidica se
inicia por meio de um radical OH" que captura um atomo de hidrogénio de um carbono
metileno da cadeia polialquil do 4cido graxo. Esse 4cido graxo com um elétron
desemparelhado reage com o O, gerando um radical peroxil. O radical peroxil ¢ um produto
altamente reativo e pode se combinar com outros radicais semelhantes, propagando os danos
as estruturas bioldgicas. O malondialdeido (MDA) ¢ um dos produtos finais da peroxidagao
lipidica da membrana. E um dialdeido altamente reativo que eventualmente reage com o
grupo amino de proteinas, fosfolipidios ou acido nucleicos, o que induz a modificagdes
estruturais das moléculas bioldgicas (Droge, 2002). A formagdo de MDA ¢ um produto final
da peroxidagdo lipidica, que reage com o acido tiobarbiturico produzindo substincia reativa
ao acido tiobarbitirico (TBARS) (Noeman, Hamooda et al., 2011)

Para que ocorra a peroxidacdo lipidica nas células do organismo sdo
necessarios varios fatores como o tipo, a intensidade, o nivel de aptiddo fisica e o status

antioxidante dos individuos (Vancini, Silva et al., 2004).
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Estudo prévio mostrou que a obesidade induzida por dieta rica em gordura gera
estresse oxidativo no coracao, além de outros tecidos. Esse estresse oxidativo ocorre devido a
diminuicdo na atividade das enzimas antioxidantes, mostrado nesse estudo. Também foi
observado que e os niveis de glutationa se relacionar com o aumento do MDA. Esses
resultados podem contribuir para a progressao suplementar de problemas relacionados com a

obesidade (Noeman, Hamooda et al., 2011).

2.4 Metaloproteinase de Matriz - 2 e Remodelamento Tecidual

Virias evidéncias cientificas mostram que o remodelamento tecidual cardiaco
esta relacionado com a MEC. O remodelamento cardiaco ¢ o resultado do aumento da sintese
e deposi¢do de componentes da MEC, acompanhado por um aumento na atividade de
proteases extracelular e intracelular, tais como as MMPs responsaveis pela degradacdo de
componentes da MEC e de componentes dos sarcomeros dos cardiomiocitos (Chow, Cena et
al., 2007).

As MMPs pertencem a familia de endopeptidases zinco-dependentes.
Contribuem para a regulagdo do remodelamento normal do tecido. Atualmente se conhece 28
MMPs que foram classificadas de acordo com a sua ordem de descoberta (tabela 2). Dentre as
MMPs, a MMP-2 pode ser considerada como um mediador direto do remodelamento
ventricular, entre outros tecidos (Bergman et al 2007, Marqueti, 2012). Vérios fatores como a
obesidade, (Wilson, Tran et al., 2007), hipertensdo, dislipidemia, estado inflamatério e o
estrese oxidativo estdo correlacionados com o remodelamento cardiaco adverso considerado

como estimulador da atividade e sintese de MMPs (Schulz, 2007; Wang, Wisloff ef al., 2010).

Tabela 2. Algumas metaloproteinases com seus nomes comuns € alguns substratos

Designacao Nome comum Alguns substratos
MMP-1 Colagenase-1 Colageno fibrilar
MMP-2 Gelatinase A Fibronectina, vitronectina

colageno tipo I e IV
MMP-3 Estromelisina-1
MMP-7 Matrilisina Elastina
MMP-8 Colagenase-2
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MMP-9 Gelatinase B Fibrina, Elastina
MMP-10 Estromelisina-2

MMP-11 Estromelisina-3

MMP-12 Metaloelastase Elastina
MMP-13 Colagenase-3 Colageno tipo II
MMP-14 MT1-MMP Colagenos fibrilares
MMP-15 MT2-MMP Fibrina
MMP-16 MT3-MMP Colagenos fibrilares
MMP-17 MT4-MMP

MMP-19 RASI-1

MMP-20 Enamelisina Amelogenina
MMP-23 CA-MMP

MMP-24 MT5-MMP

MMP-25 Leocolisina

MMP-26 Endometase, Matrilisina-2

MMP-28 Epilisina

Adaptado de Parks & Mecham, (2011).

O estresse cardiovascular promove mudangas estruturais contribuindo para
uma eventual disfuncdo do VE e para a manifestacdo da sindrome de insuficiéncia cardiaca.
Essas mudangas estruturais ocorrem dentro da parede do miocérdio resultando em mudancas
na geometria do ventriculo esquerdo, processo este denominado de “remodelamento cardiaco”
que ¢ mediado pelas MMPs (Higdon e Frei, 2003; Hadler-Olsen, Fadnes ef al., 2011).

A MEC do miocérdio ¢ um microambiente complexo. Nela existe uma grande
quantidade de proteinas, moléculas de sinalizagdo, proteases e tipos de células que
desempenham importante papel no processo de remodelamento cardiaco. Sua atividade
proteolitica ¢ determinada pelo equilibrio entre concentracdes relativas das MMPs ativas e
seus inibidores tecidual de metaloproteinases (TIMPs) identificadas em vérios tecidos e
células um grande nimero de MMPs. Existem categorias especificas de MMPs, que sdo de
particular relevancia para o remodelamento do miocardio (Kandasamy, Chow et al., 2010).

A MMP-2 ¢ expressa em quase todas as células que compdem o coragdo e pode
ser ativada pelo estresse oxidativo, o que resulta na proteodlise especifica incluindo troponina

I, miosina de cadeia leve 1 e a-actina além de vérios substratos intracelulares (figura 2), umas
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das responsaveis por doencgas cardiacas (KANDASAMY et al., 2010, VIAPPIANI et al.,
2009).

As MMPs sdo estritamente reguladas em diferentes niveis celulares,
transcricional, pds-transcricional e pos-traducionais. Além disso, as MMPs sdo controladas
por seus inibidores enddgenos, TIMPs, que estdo em equilibrio com as MMPs em uma razao
de 1:1, e por sua localizacdo intra e extracelulares (KANDASAMY et al, 2010). A
diminui¢do dos niveis do Inibidor de Metaloproteinase Tecidual 1 (TIMP-1) concorre para
aumentar a atividade dessas MMPs (Schulz, 2007). A atividade desregulada das MMPs pode
favorecer o desenvolvimento de doencas cardiacas, incluindo aterosclerose, reestenose,

cardiomiopatia dilatada e infarto agudo do miocardio (CREEMERS et al., 2001).
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Figura 2. Esquema de acdo da MMP-2 no coracdo. Alvos extracelulares de MMP-2 podem incluir proteinas de
matriz como laminina, elastina, colageno tipo IV e fibronectina. Isto pode levar a uma ruptura na adesdo e na
comunicagdo entre as células. Isso provavelmente ocorre somente apds isquemia grave, resultando em infarto e
processos de remodelamento do tecido. Figura A representa a atividade da MMP-2 Ativa (64 kDa) extracelular.
B representa a MMP-2 Pro Ativada (72 kDa) como resultado do estresse oxidativo, pode rapidamente decompor
as proteinas do sarcomero como Tnl ¢ MLC-1 causando disfung@o contratil aguda. Tnl, Troponina I; MLC-1,
miosina de cadeia leve 1; MMP, metaloprotease de matriz. Adaptado de (Chow, Cena et al., 2007).
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Um estudo de Derosa et al. (2008) apontou para um potencial papel das MMPs
atuando no remodelamento cardiaco no sobrepeso e na obesidade, como evidenciado por um
aumento nos niveis plasmaticos de MMP-2 e MMP-9 em pacientes obesos comparados a
individuos eutréficos. Além disso, foram encontrados niveis de TIMP-1 significativamente

maior em individuos obesos (Kralisch, Bluher et al., 2007). Assim, o exercicio fisico pode
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favorecer no equilibrio das MMPs e TIMPs, o que diminui os riscos a doencas
cardiovasculares (Kwak, Kim et al., 2011).

As MMPs sdo classificadas por numeros. Historicamente, elas foram
organizadas de acordo com os substratos de matriz extracelular que elas degradavam
primeiramente quando foram descobertas. A MMP-2, também conhecida como gelatinase A,
encontrada em quase todos os tipos de células e degrada o colageno desnaturado (gelatina) e
intacto do tipo IV, um dos principais componentes da membrana basal, assim como outras
proteinas de matriz extracelular (Chow, Cena et al., 2007).

Existe uma sequéncia sinal N-terminal, na constituicio das MMPs que sdo
comuns a elas. Essa sequéncia permite a segmentacdo sub-celular e exportacdo da enzima
extracelular. As MMPs sdo sintetizadas na forma de zimogénio inativo com um dominio pro-
peptidio auto-inibitério (figura 3). Esse dominio pro-peptideo ¢ como se fosse um escudo
proximo ao sitio catalitico contendo Zn**. O dominio pro-peptidio também possui uma
sequéncia altamente conservada PRCGVPD, a qual contribui para a ligagao do tiol da cisteina
com o Zn”" no dominio catalitico, o que impede o acesso do substrato ao sitio catalitico da
MMP. A sequéncia PRCGVPD desempenha um papel importante na regula¢do da atividade
de MMP. A MMP-2, assim como a 9, possui um dominio catalitico Uinico dentre as MMPs. A
fibronectina do tipo II no dominio catalitico da MMP-2 forma uma ligagdo com o dominio do

colageno. Essa ligacdo permite a degradacdo de colageno tipo IV (Kandasamy, Chow et al.,

2010).
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Figura 3. Estrutura esquematica da MMP-2 nas suas isoformas de 72 kDa (Prd) e 64 kDa (Ativa). A sequéncia de
sinal N-terminal (indicada como "pré") é seguida pelo dominio pro-péptido. O sitio catalitico contém o local de
ligagdo do Zn*". Um residuo de cisteina no dominio pro-péptido auto-inibitério interage com o Zn*' para evitar a
ligag@o do substrato. MMP-2 (e MMP-9) ¢ unica a partir de outras MMPs em que o dominio catalitico contém
trés repeticdes de fibronectina (circulos rosa). As repeticdes de fibronectina pode se ligar ao colageno
desnaturado, melhorando sua interagdo com seus substratos. um dominio carboxi-terminal com repeticdes de
hemopexina conectado ao dominio catalitico por uma regido do tipo dobradica media a interagdo com os
substratos enzimaticos. Adaptado de (Kandasamy, Chow et al., 2010).
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A MMP-2 ¢ expressa como zimogénio chamado de Pr6 MMP-2 com massa
molecular de 72kDa. Essa forma latente pode ser ativada posteriormente por clivagem
proteolitica no compartimento pericelular e extracelular. Em humanos, a Pro6 MMP-2 (72
kDa) ¢ ativada pela a agdo combinada da MMP-14 e TIMP-2. Assim, se transforma em uma
forma enzimaticamente ativa, com massa molecular de 64 kDa. Porém, a Pro MMP-2 de 72
kDa também pode ser ativada por outra via, por meio do estresse oxidativo, sem a remogao
proteolitica do dominio de pro-peptideo (Kandasamy, Chow et al., 2010).

As MMPs sdo estreitamente reguladas em vérios niveis, incluindo regulagao
transcricional, pos-transcricional e pds-traducional. Além disso, as MMPs sdo controladas por
meio dos seus inibidores enddgenos, as TIMPs, e pela sua localizagdo intra e extracelular.

A ativagdo da MMP-2 ¢ regulada pelo seu status de fosforilagdo (figura 5 A). O estado de
fosforilacdo de proteinas pode ser modulado pelo equilibrio entre a agdo de varias proteinas

quinases e fosfatases (Kandasamy, Chow et al., 2010).

Active
72 kDa MMP-2

ONOO™
+ proteinases
GSH
RCGVP
= NH, MMPs . O
proteinases L
Inactive Active
72 kDa MMP-2 64 kDa MMP-2

Figura 4. Esquema da ativacdo da MMP-2. Adaptado de (Kandasamy, Chow et al., 2010).

Outra forma de ativagdo da MMP-2 ¢ a regulacdo ndo proteolitica pelo estresse
oxidativo (figura 5). Essa regulag¢do se da por modificagdes pds-traducionais do zimogénio de
72 kDa, a Pro-MMP-2. Isso acontece por S-glutatiolacdo, S-nitrosilagdo. O ONOO™ (peroxido

nitrico) ativa diretamente a MMP-2, assim como as MMP-1, 8 ¢ 9. A ativacdo se dd por meio
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de um mecanismo ndo proteolitico envolvendo a S-glutatiolizagdo do grupo cisteina pro-
peptideo sulfidrila em uma reagdo que requer pequenas concentragdes de ONOO™ em conjunto
com niveis equimolares intracelulares de glutationa reduzida (GSH) (VIAPPIANI et al.,

2009).

A CARDIAC MYOCYTE B

72 kDa MMP-2

@ INTRACELLULAR

ONOO™+ GSH

EXTRACELLULAR
64 kDa MMP-2 w2t uH-mAP

@ CARDIAC MYOCYTE
Inactive MMP-2
PARP
Active MMP-2 @ < } Apoptosis/
GSK-3| nmecrosis

MLC-1 l a-Actinin

\ Tnl

Contractile dysfunction

72 kDa MMP-2

® ( é )
®
PKC? Phosphatase

Other kinases?

72 kDa MMP-2

el

Degree of oxidative stress

Figura 5. Esquema de ativagdo extracelular e intracelular por fosforilagao (A) e lesdes em proteinas contrateis no
midcito cardiaco (B). A MMP-2 é uma fosfoproteina. Sua atividade ¢ diminuida por fosforilagdo e aumentada
por desfosforilagdo. As kinases e fosfatases envolvidas nestes eventos ainda ndo foram totalmente descobertas,
embora se saiba que a PKC ¢ capaz de fosforilar essa proteina. (B) A MMP-2 Pr6 Ativada degrada as proteinas
sarcoméricas e proteinas do citoesqueleto, tais como Tropomiosina I, Miosina de cadeia leve e Alfa-Actina. A
MMP-2 pode atua na poli (ADP-ribose) polimerase (PARP) ou GSK-3-8, que podem entdo ter um papel na
morte celular por apoptose e / ou necrose. O grau de estresse oxidativo pode atuar na ditar o equilibrio entre o
envolvimento de MMP-2 em lesdo celular reversivel vs irreversivel. Adaptado de (Kandasamy, Chow et al.,
2010).
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3. HIPOTESE

O presente trabalho embasou-se em cinco hipdteses:

1) Trés semanas de inducdo a obesidade, pela dieta hiperlipidica, pode
promover o estresse oxidativo e aumento da atividade da MMP-2 Ativa no
ventriculo esquerdo (VE);

2) O tempo prolongado e consumo de dieta hiperlipidica pode induzir a
aumento do estresse oxidativo, assim como uma maior atividade da
MMP-2 Ativa;

3) O TR modula de forma positiva, diminuindo a atividade da MMP-2;

4) O TR pode aumenta a atividade das enzimas antioxidantes no VE, em ratos

magros (alimentados com dieta padrdo) e obesos (alimentados com dieta hiperlipidica).

As hipdteses acima foram levantadas para ratos obesos exogenos pela

utilizacdo de dieta hiperlipidica.
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4. MATERIAIS METODOS

4.1 Aprovacio do Comité de Etica

Os aspectos éticos deste trabalho foram aprovados pelo Comité de Etica para
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Sao Carlos, sob niimero 31/2009. Todos
os procedimentos foram conduzidos de acordo com o guia de cuidados e manuseio de animais

laboratoriais dos Estados Unidos da América (National Research Council’s, 1996).

4.2 Animais e Condicoes Experimentais

Foram utilizados 60 ratos machos Wistar (Rattus novergicus var. albinus,
Rodentia, Mammalia) com idade de 30 dias, procedentes do Biotério Central da Universidade
Federal de Sao Carlos - UFSCar. Durante todo o periodo experimental (12 semanas), os
animais foram mantidos no biotério do Laboratorio de Nutricio e Metabolismo, do
Departamento de Educacdo Fisica e Motricidade Humana, da Universidade Federal de Sao
Carlos, com temperatura constante ao redor de 23 + 2°C e foto-periodo artificial de 12:12

(claro/escuro) com regime claro iniciando as 07:30 h.

4.3 Protocolo e Grupos Experimentais

Os animais foram mantidos em caixas coletivas (5 ratos por caixa) até a data de
inicio de inducdo a obesidade. Neste periodo tiveram acesso ad libitum a agua filtrada e ra¢do
padrio da marca PRIMOR® (Sio Paulo, Brasil). Ao completarem 90 dias de idade, os animais
foram divididos, aleatoriamente, em dois grupos experimentais (30 animais por grupo) e
mantidos em caixas individuais na seguinte ordem: 1) Grupo Controle Dieta Padrao (CT-P) e
2) Grupo Controle Dieta Hiperlipidica (CT-H). Apds trés semanas de indugao a obesidade, 10
animais de cada grupo CT sofreram eutandsia para identificacdo do estado antioxidante e
atividade da MMP-2 precisamente antes do inicio do protocolo de exercicio. Os animais
restantes foram novamente divididos em quatro novos grupos, na seguinte ordem: 20 animais
do grupo CT-P foram divididos aleatoriamente em dois outros grupos (10 animais cada) 3)
Grupo Sedentario Dieta Padrao (SED-P) e 4) Grupo Treinado Dieta Padrao (TR-P); e 20

animais do grupo CT-H foram divididos aleatoriamente em dois novos grupos (10 animais



40

cada) 5) Grupo Sedentdrio Dieta Hiperlipidica (SED-H) e 6) Grupo Treinado Dieta
Hiperlipidica (TR-H).

A figura 6 ilustra esquematicamente o desenho experimental deste estudo.

GRUPOS CONTROLE:
* Grupo Controle Dieta Padrao (CT-P): Os animais foram alimentados com
dieta padrdo (PRIMOR™) e 4gua filtrada ad libitum durante trés semanas.
* Grupo Controle Dieta Hiperlipidica (CT-H): Animais receberam dieta
hiperlipidica e d4gua filtrada ad [ibitum durante trés semanas para

desenvolvimento da obesidade.

GRUPOS SEDENTARIOS:
¢ Grupo Controle Sedentario Dieta Padrio (SED-P): Os animais foram
alimentados com dieta padrio (PRIMOR®) e livre acesso a 4gua filtrada durante
todo periodo experimental (oito semanas).
*  Grupo Controle Sedentario Dieta Hiperlipidica (SED-H): Animais receberam

dieta hiperlipidica e agua filtrada ad libitum durante todo periodo experimental.

GRUPOS TREINAMENTO RESISTIDO EM ESCADA:
*  Grupo Treinado Dieta Padriao (TR-P): Realizaram o treinamento resistido por
oito semanas com ajuste de carga como apresentado pelo protocolo descrito.
* Grupo Treinado Dieta Hiperlipidica (TR-H): Realizaram o treinamento
resistido por oito semanas com ajuste de carga como apresentado pelo protocolo

descrito.



Adaptaciio ao biotério. -

Figura 6. Esquema do desenho experimental do estudo.

4.4 Composicao das Dietas
4.4.1 Dieta padrao

Para a dieta padrdo foi utilizada racdo balanceada da marca PRIMOR® (Sao

Paulo, Brasil) contendo a cada 100g:

2g de proteina,
49¢ de carboidrato,
4g de lipidio (4%),
5g de fibra,

7g de cinza e

6g de vitaminas, conforme fornecido pelo fabricante.

4.4.2 Dieta hiperlipidica

Para a dieta hiperlipidica foi utilizada dieta previamente padronizada (Estadella

et al., 2004), contendo 22,33% de lipidios, conforme indicado na andlise Bromatologica

(figura 7).
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Essa dieta ¢ preparada por uma mistura hiperlipidica, na seguinte propor¢ao:

* 15g de ragdo balanceada da marca PRIMOR®;
* 10g de amendoim torrado;
* 10g de chocolate ao leite;

* 5gde bolacha maisena,;

seguindo a propor¢do 3:2:2:1. Esses constituintes foram moidos, misturados e oferecido aos

ratos na forma de pellets.

4.6 Bromatologia

A composi¢do quantitativa e qualitativa da racdo hiperlipidica, foi determinada

pela andlise bromatologica (figura 7) realizada pela Empresa Brasileira

Agropecudria (Embrapa), pecudria sudeste, Sdo Carlos, Sdo Paulo, Brasil.

LABORATORIO DE NUTRIGAO ANIMAL
RESULTADOS DE ANALISES

SOLICITANTE : Marisa Cristina Rosante PROJETO : Particular
N° REQUISICAO : 10/023
N° DE ARQUIVO : marisa_023_10.doc

DATA DA COLETA: 26/03/2010 DATA DA ENTREGA DO RESULTADO: 26/04/2010

Particular S: 101023 M.S total| P.B EE FB [ MM ca | P
N° Lab Identificacdo 8% glKg
10/0531 Ragao para Ratos 91,49 ‘ 20,54 2233 | 1234 ] 463 5,09 l 470
Particular S: 10/023 Mg | K s Cu | Fe | Mn | zn
N° Lab Identificagdo S SaKeE T mglkg
10/0531 Racao para Ratos 1.84 } 597 1,98 8,43 I 32417 I 58,19 46,40
M.S total=Materia Seca total, P.B=Proteina Bruta, E.E~Extrato Etéreo, F.B=Fibra Bruta. M.M=Matéria Mincral
Ca~Cilcio, Mg=Mugnésio, P=Fao: . K=Potdssio, S=Enxofre. B=Boro, Cu=Cobre, FénFerva, Mu=Manganés. Za=Zinca
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Ministério da Agricultura,
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Embrapa Pecudrio Sudeste  13560-

Figura 7. Analise Bromatologica da dieta hiperlipidica ofertada ad libitum.

de Pesquisa
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4.7 Ganho de Massa Corporal

A massa corporal de cada animal foi mensurada diariamente, durante todo o
periodo experimental, as 07:30 da manha, utilizando-se balanga da marca Maste®, modelo
AS 2000C, com menor fragdo de 0,01g e divisdes de verificagdo de 0,1g, regulada pelo
INMETRO.

Para determinagdo da variagdo do A de massa corporal (em porcentagem) foi
calculado a massa corporal no final de cada semana e subtraido o valor da massa corporal
inicial multiplicado por 100, e assim sucessivamente para cada semana até o final do periodo

experimental.

A% massa corporal= (massa corporal final — massa corporal inicial) x 100

4.8 Consumo Alimentar

O consumo alimentar foi calculado por meio da diferenca de peso entre a ragao

ofertada e as sobras.

Consumo Alimentar = (racdo ofertada — sobra da ragdo ofertada)

4.09 Protocolo de treinamento resistido de alta intensidade em escada

O treinamento resistido de oito semanas foi realizado uma vez a cada trés dias
(tabela 3). Inicialmente, os animais passaram pelo processo de familiarizagdo ao protocolo de
treinamento resistido, onde os animais escalaram uma escada vertical (1,1 x 0,18 m, degrau de

2-cm, inclinac¢do de 80°) com um aparato de carga sem peso preso as suas caudas (figura 8).
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Figura 8: Protocolo de Treinamento de Resistido em Escada, adaptado de Hornberger e Farrar (2004).

O tamanho da escada induz os animais a realizem de 8 a 12 movimentos por
escalada. O aparato de carga foi preso a por¢do proximal da cauda com uma fita auto-adesiva
(figura 8). Com o aparato fixado a cauda, os ratos foram colocados na parte inferior da escada
e familiarizados com a escalada (figura 9 A). Quando necessario um estimulo com pinga era
aplicado na cauda do animal para iniciar o movimento de escalada. No topo da escada os ratos
alcangavam uma gaiola (20 x 20 x 20 cm) onde descansavam por um periodo de 120
segundos (Figura 9 B). Este procedimento foi repetido até que os animais conseguissem,
voluntariamente, escalar a escada trés vezes consecutivas sem a necessidade de estimulo.

Trés dias apds a familiarizacdo, a primeira sessdo de treinamento consistiu de
4-8 escaladas com cargas progressivamente mais pesadas. A primeira escalada consistiu em
carregar uma carga de 75% da massa corporal do animal. Ap6s 120 segundos de recuperagao,
a segunda escalada foi realizada com a adi¢do de um peso de 30g (figura 9 D). Este acréscimo
de carga (+ 30g) foi repetido consecutivamente em cada escalada até uma carga com a qual o
rato ndo conseguisse escalar toda a escada. A falha em escalar foi determinada quando o
animal ndo conseguisse progredir na subida da escada apos trés estimulos sucessivos na
cauda. A maior carga carregada por toda a escada foi considerada como a capacidade maxima

de carregamento do rato para aquela sessdo de treinamento.
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Figura 9. Estruturas e equipamentos utilizados durante o treinamento resistido. A, escada vertical; B, gaiola de
descanso durante o treinamento resistido; C, biotério com os animais em caixas individuais; D, aparatos e pesos
utilizados durante o treinamento resistido.

As sessOes de treinamento consistiram de quatro escaladas com 50%, 75%,

90% e 100% da capacidade maxima de carregamento do animal, determinada na sessdo

anterior. Durante as escaladas subsequentes foram adicionados 30g até que uma nova

capacidade maxima de carregamento fosse determinada, com um total méaximo de 9

escaladas. Esta padronizacdo de sessdes de treinamento foi realizada durante as oito semanas,

totalizando 20 sessdes de treinamento de for¢a. O protocolo de treinamento de forca foi

adaptado de Hornberger e Farrar (2004), de acordo com as necessidades do presente estudo.

Tabela 3. Organizagdo dos dias de treinamento resistido.

DOMINGO SEGUNDA TERCA | QUARTA QUINTA SEXTA | SABADO
X Familiarizac¢ao X X Familiarizac¢ao X X
Carga Sessao de Sessao de
X X X X
maxima treino treino

X= periodo de recuperagio entre as sessdes.
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14.10 Volume Total de Carga de Carregamento e Carga relativa total de Carregamento

Para o célculo do volume total de carga de carregamento semanal foi somada a
carga de cada escalada que o animal realizava até a exaustdo de cada sessdo na semana.

Volume Total de carga de carregamento (kg)= (semana 1/sessdo 1 (carga
escalada 1 + carga escalada 2 ... + carga da ultima escalada) + sessdo 2 (carga escaladal +
carga escalada 2 ... + carga ultima escalada) ... + Ultima sessdo (carga escaladal + carga
escalada 2 ... + carga ultima escalada).

Para o célculo da carga relativa total de carregamento, a massa da carga de

carregamento foi dividida pela massa corporal do seu respectivo animal e expresso em g/g:

Volume de Carga relativa total de carregamento= (carga de carregamento / massa corporal)

4.11 Eutanasia e Coleta do Ventriculo Esquerdo

Os animais de todos os grupos experimentais sofreram eutandsia por
decapitagdo em guilhotina ao final de trés semanas de indugdo a obesidade (CT-P e CT-H) e
apos oito semanas de treinamento (SED-P, SED-H, TR-P e TR-H). Os animais treinados
sofreram eutanésia 24 horas apos a Ultima sessdo de exercicio. Apds a eutandsia, o coracao de
cada animal foi retirado, drenado de sangue, lavado com solu¢do salina gelada, pesado e
transferidos para tubo criogénico e armazenado em nitrogénio liquido. Todos os coragdes
foram estocados em freezer a -80°C para posteriores analises.

Para evitar um constante descongelamento e recongelamento, o ventriculo
esquerdo foi isolado, pesado e separado em cinco por¢des (figura 10), armazenados em tubos
criogénicos rotulados de A a E e armazenados em freezer -80°C para posteriores analises
(tabela 4). O procedimento descrito acima foi realizado para todos dos VE de cada animal dos

grupos analisados neste estudo.
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Figura 10. Figura ilustrativa da separacdo das cinco por¢des (A a E) do VE para armazenamento em freezer -
80°C para evitar o descongelamento e recongelamento das amostras.

Tabela 4. Por¢des do VE e analises realizadas com cada porgao.

Porc¢ao Analise

Estresse Oxidativo

Estresse Oxidativo

Zimografia

Citrato Sintase e Contetido Lipidico Total

Espécies Reativas do Acido Tiobarbittrico (TBARS)

HO AW >

4.12 Quantificacio de Proteina para Zimografia, Método BCA

A concentracdo de proteinas totais foi determinada por meio do método BCA,
utilizando-se kit comercial (Pierce®, BCA protein assay reagent). As concentracdes de
proteinas totais foram apresentadas em mg/g de tecido.

O método do 4cido bicinconinico (BCA) permite a deteccdo colorimétrica e a
quantificagio de proteina. Este método combina a redugio de Cu®” a Cu’ por proteinas em
meio alcalino (reagdo do biureto) com a detec¢ao colorimétrica, muito sensivel e seletiva, do
iao Cu” usando um reagente contendo 4cido bicinconinico (Pierce). Nesta reagdo forma-se um
produto de cor roxa, soltivel em 4gua, com forte absorbancia a 562 nm, que ¢ linear com
concentragdes crescentes de proteina, ao longo de uma gama extensa de concentragdes de
proteina (20 mg/ml — 2000 mg/ml) (http://www.piercenet.com/instructions/2161296.pdf.,
acessado em 02/02/2013).
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4.13 Detecciio da atividade enzimatica da MMP-2 por Zimografia

Foi utilizado 50 mg dos ventriculos esquerdos (VE) os quais foram lavados de
3 a 4 vezes com solucdo salina gelada e incubados em tampao de extracdo (4acido 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 agitagdo continua, durante 24 horas. Apos este tempo, o tampao de
extracdo foi coletado por centrifugac¢do a 13.000 x g por 20 minutos.

Primeiramente, foi realizado teste para padronizacdo de intensidade das bandas
observadas no gel. Para tal, aliquotas da mesma amostra do grupo SED-P, em vérias
concentragdes de proteinas diferentes (10, 20, 30, 40 e 50 pg/pl), foram submetidas a SDS-
PAGE (protocolo abaixo). Apds a identificagdo da concentra¢do de proteinas adequada foi
realizado o protocolo abaixo.

O extrato tecidual foi testado quanto a presenca de atividade genatinolitica pela
técnica de Zimografia (Marqueti et al., 2012). Aliquotas das amostras contendo 30 pg/ul de
proteinas foram submetidas a SDS-PAGE com gelatina (Img/ml). A corrida de eletroforese
foi realizada em geladeira (com porta de vidro) a 4 ° C, sem incidéncia direta de luz, sendo
para isso colocado um material preto (cartolina preta) para bloquear a incidéncia de luz
diretamente sobre o gel durante a eletroforese. Apos a corrida em eletroforese o gel foi lavado
2 vezes durante 20 minutos em solugdo 2,5% de Triton X-100 para remocdo do SDS. Apds a
remog¢ao do SDS o gel foi incubado em tampdo de substrato (Tris-HCIl 50 mM pH 8,0, CaCl,
5 mM e NaN3; 0,02%) por 10 minutos. O tampao foi trocado e o gel levado para estufa a 37°
C para incubacdo por 20 horas. Apos a incubagdo, o gel foi corado com Coomassie Blue por
60 minutos, descorado com 4cido acético:metanol:agua (1:4:5) por 3 dias para visualizagdao
das bandas de atividade. Para a identificacdo da altura das bandas no gel foi utilizado 6 pl de
Marcador de massa molecular pré-corado da marca Fermentas (SM0671) (figura 11).

O controle negativo da atividade da MMP-2 em extrato tecidual (figura 12) foi
realizado pela mesma técnica acima descrito, acrescentando em cada amostra 4 ul de EDTA a
450 mM e submetidas a SDS-PAGE com gelatina como descrito acima. No momento que o
gel seria levado para incubagdo, foi adicionado ao tampao de incubagdo 3,3 ml de EDTA a
450 mM.

Ap0s o processo de descorante, o gel foi fotografado com uma cdmera Canon
G6 Power Shot 7.1 megapixels (Virginia, USA) em uma camara escura que permitia que a

camera ficasse a 30 centimetros do gel, com incidéncia de luz branca por um Transluminador.
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As imagens dos géis foram processadas no software Irfan View para Microsoft Windows,
onde todas as imagens dos géis ficaram com o mesmo brilho e contraste (figura 11).

As médias de intensidade luminosa da banda foram mensuradas por meio do
software Gene Tools. As bandas encontradas em todos os grupos foram de 72—-62 kDa,
sugerindo a ativacdo da MMP-2 conforme proposto por (Birkedal-Hansen, 1995).

As imagens foram analisadas por densitometria utilizando-se o software Image Pro-

Plus.
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Figura 11. Figura representativa de um gel de SDS-PAGE.
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Figura 12. Figura representativa de um gel de teste negativo em SDS-PAGE com EDTA a 450 mM adicionadas
as amostras e ao tampao de incubagio.

4.14 Ensaio de atividade enzimatica da SOD e CAT

Os kits de andlises (Assay Kits) da empresa Cayman Chemical foram

utilizados para analise da atividade enzimatica das seguintes enzimas:

Superoxido Dismutase total e mitocondrial (SOD Total e Mn-SOD)

Foi utilizando o kit Cayman (n°. 706002). Para a SOD Total, 50 pg do VE
foram homogeneizados em 500 pl de tampao HEPES gelado (20 mM, pH 7,2), contendo 1
mM de EGTA, 210 mM de manitol, e 70 mM de sacarose por grama de tecido. O extrato era
centrifugado a 1.500 x g por cinco minutos a 4 ° C. O sobrenadante era removido e
armazenado em gelo. Para Mn-SOD, todos os procedimentos acima eram realizados, além de
procedimentos adicionais: o sobrenadante era novamente centrifugado a 10.000 x g por 15
minutos a 4 ° C. O resultante da Ultima centrifugag@o era um pellet com a Mn-SOD. O pellet
era homogeneizado em tampao gelado (20 mM de Hepes, pH 7,2, contendo 1 mM de EGTA,
210 mM de manitol, e 70 mM de sacarose). Era adiciono, para Mn-SOD, potassio 1-3 mM de

cianeto no ensaio para inibir tanto a Cu/Zn-SOD quanto a SOD extracelular, resultando na
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deteccdo de atividade da Mn-SOD. O ensaio era realizado utilizando um sal de tetrazdlio para
a deteccdo de radicais superdxido gerados por xantina oxidase e hipoxantina. A absorbancia
era lida a 440 nm num leitor de placas (Marklund, 1980; Beckman e Koppenol, 1996). Todas

as amostras foram analisadas no mesmo dia.

Catalase (CAT)

Foi utilizado o kit Cayman (n°. 707002). Para o ensaio, 50 mg do VE era
homogeneizado em 500 pl em tampao gelado sobre gelo contendo 50 mM de fosfato de
potassio, pH 7,0, contendo EDTA 1 mM por grama de tecido. O homogeneizado era
centrifugado a 10.000 x g durante 15 minutos a 4 °© C. O sobrenadante era removido e
armazenamento em gelo. O ensaio utiliza a fun¢do peroxidativa da CAT para a determinagao
da atividade da enzima. O método baseia-se na reagdo da enzima com metanol na presenga de
uma concentracdo 6tima de H,O,. O formaldeido produzido era lido colorimetricamente com
4-amino-3-hidrazino-5-mercapto-1 ,2,4-triazole (Purpald) como cromogénio. O 1, 2 Purpald
especificamente forma um heterociclo biciclico com aldeidos, que apd6s mudangas de
oxidacdo a partir do incolor a uma cor purpura. A absorbancia era lida a 540 nm em leitor de
placa (Johansson e Borg, 1988; Wheeler, Salzman et al., 1990). Todas as amostras foram

analisadas no mesmo dia.

4.15 Ensaio da atividade enzimatica da Glutationa Peroxidase (GPx)

Para o ensaio da atividade da GPx e GSH no tecido, o homogeneizado consistia
de uma por¢do de 50 mg do VE em 500 pl de tampdo fosfato de potéassio 0,1 M pH 7,0
contendo sacarose 0,25 M, na propor¢ao 1:1. As amostras eram homogeneizadas em banho de
gelo, por meio de pistilo de teflon rotativo em baixa velocidade. Posteriormente, eram
centrifugadas por 10 minutos a 15.000 x g a 4° C. O sobrenadante era utilizado como fonte de
enzima.

A glutationa peroxidase (GPx) era determinada pelo método de Beutler (1984),
por meio da reacdo glutationa redutase e da oxidacdo do NADPH, utilizando o hidroperéxido
como substrato. Para a determinac¢ao enzimatica foram adicionados a cubeta de 1 ml: 100 pl
de Tris-EDTA 1 M pH 8,0, 20 ul GSH 0,1 M, 100 pl glutationa redutase 10 U/ml, 100 ul de
NADPH 2 mM, 380 pl de azida sddica 2,6 uM, volume apropriado de homogeneizado e um

volume de agua destilada para completar 970 pl. Esta amostra foi pré-incubada por 2 minutos.
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Ap0s este passo, eram adicionados 30 ul de t-butilhidroperéxido 7 mM. O decréscimo da
densidade optica foi determinado contra um branco a 340 nm. O valor do coeficiente de

extingdo molar utilizado para o célculo foi de 6,20 (mM.cm)™.

4.16 Quantificacdo da Glutationa Reduzida (GSH)

A quantificacdo de glutationa reduzida foi feita segundo Beutler (1984). Este
método baseia-se na reacdo entre GSH e DTNB com formagao de TNB, um produto de cor
amarelada.

50 mg do VE foram homogeneizados, sob banho de gelo, em tampao de Na
0,2M pH 7. Em seguida, os homogeneizados eram centrifugados a 15.000 x g por 10 min a
4° C. Ao sobrenadante era adicionados 500 pl de 4cido tricloroacético (TCA 20%), e realizada
outra centrifugagdo a 8.000 x g por 5 min, a 4° C.

Para a reagdo foram retirados aliquotas apropriadas de sobrenadante dos
extratos acidos e em seguida, eram adicionados 400 pl de tampao fosfato de sédio 0,1 M pH
8; 100 ul de DTNB (4cido 5,5 - ditiobis - 2 - nitrobenzodico, 2,5 mM) e 4gua destilada em um
volume final de reagdo de 1 ml. O contetido de glutationa reduzida foi determinado a partir de
leitura Optica da formacdo do anion tiolato em 412 nm, contra um padrao de 100 nmol de

glutationa.

4.17 Determinacio da Peroxidacio Lipidica (TBARS)

Para a determinacdo da peroxidag¢do lipidica, foi analisado as espécies reativas
do 4cido tiobarbiturico (TBARS) utilizando kit Cayman (n°. 10009055). Aproximadamente
25 mg do VE era homogeneizado em 250 pl em tampao RIPA (RIPA BUFFER) sobre gelo. O
homogeneizado era centrifugacdo a 1.600 x g durante 10 minutos a 4 ° C. O sobrenadante era
usado como fonte de enzima. O aduto de TBA-MDA formado pela reagdo do MDA e TBA
sob temperatura elevada (90-100 °© C) e condicdes de acidez. A reagdo era lida
colorimetricamente a 540 nm no leitor de placa (Ohkawa, Ohishi ef al., 1979). Todas as

amostras foram analisadas no mesmo dia.
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4.18 Determinacio de proteinas pelo método de Bradford

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

A quantidade de proteina de cada amostra foi utilizada para estimar a atividade

especifica das enzimas analisadas.

4.19 Determinacio da concentracio de lipidios totais

A concentragdo de lipidios totais foi determinada pelo método colorimétrico
sulfofosfovalina-vanilina, adaptado para tecidos. Foi utilizado 50mg do VE de cada animal
para a determinac¢do da concentra¢do de lipidios (FRINGS et al., 1972). O procedimento
inicia-se com a adicdo de 20ul de 4gua padrio ou “sérum para cuvets” de 19 mm.
Adicionava-se 0,20ml de é4cido sulfurico concentrado para cada cuvet e misturando bem o
contetdo em mixer tipo vortex. Os cuvets eram colocados em agua fervente por 10 minutos
(dp=1m) entdo eram resfriado em 4gua por aproximadamente 5 minutos. ApoOs este
procedimento era adicionado 10 ml do reagente fosfovanillina para cada cuvet, misturando
bem em vortex e incubado a 37° C (+ 2°) em banho-maria por quinze minutos. Os cuvetes
eram resfriados por aproximadamente 5 minutos e entdo a medida era realizada dentro de 30

minutos em 540nm.

4.20 Ensaio da atividade enzimatica da Citrato Sintase

Para o ensaio da atividade da citrato sintase foi utilizado o kit de andlises da
empresa Sigma (CS Assay Kit CS0720 - Sigma). A atividade foi determinada utilizando 50
png do VE em tampao (0,2 mM de acetil-CoA, 0,5 mM de OAA, e 0,1 mM DTNB em 100
mM Tris-HCI (pH 7,5)). A reacdo era lida em espeCTofotometria a 412 nm (Morgunov e
Srere, 1998).



54

5. TRATAMENTO ESTATISTICO

Os resultados obtidos foram testados ou transformados logariticamente e
submetidos ao teste de Shapiro-Wilk (p > 0,05) para defini¢do do tipo de teste (paramétrico
ou ndo paramétrico). Utilizou-se o teste ¢ de Student para os dados paramétricos, e o teste U
de Mann-Whitney, para os dados ndo paramétricos, para detec¢do de possiveis diferengas
entre dois grupos distintos (CT-P e CT-H; SED-P e SED-H, TR-P e TR-H). O intervalo de
confianca adotado foi de 95%. Foi verificado o O-Q plot para os dados analisados para se
obter informagdes sobre a homogeneidade da variancia, observado pelo teste de Levene
(p > 0,05) para igualdade de variancias. O nivel de significancia estatistica adotado foi de 5%
(p < 0,05). Para analise das possiveis diferencas entre os varios grupos estudados e interagao
entre tempo e dieta; dieta e treinamento resistido, foi utilizado o teste de analise de variancia
de dois fatores (ANOVA, Two-Way), levando-se em consideracdo dois fatores intervenientes
em dois momentos diferentes. Primeiro momento (tempo de vida e dieta hiperlipidica) para os
grupos CT e SED, e o segundo momento (treinamento resistido e dieta hiperlipidica) para os
grupos SED e TR, seguido do teste Post Hoc de Tukey de comparagdes multiplas (dados
paramétricos).

Para as andlises de correlacdo foi utilizado o teste de Pearson (dados
paramétricos) e o teste de Spearman (dados ndo paramétricos) quando apropriados. Os
resultados foram expressos como média + erro padrdo da média e o nivel de significancia
estatistica adotado foi o de 5% (p < 0,05).

Para analise estatistica foi utilizado o software IBM SPSS® Statistics, versao 20
para Macintosh.

Todos os graficos foram confeccionados no software GraphPad Prism®,

versao 5 para Macintosh.
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6. RESULTADOS

6.1 Resultados da primeira fase do estudo, trés semanas de inducio a obesidade

6.1.1 Massa Corporal

Com o teste ¢ observamos que a variagdo da massa corporal ndo foi
significativa nos animais do grupo CT na primeira semana. Para as demais semanas, o ganho
de massa corporal foi maior no grupo CT-H quando comparado com o CT-P (p < 0,05)
(figura 13 A). A massa corporal na semana 0 (semana inicial) de ambos os grupos foi igual.
A evolugdo da massa corporal dos animais foi significativamente maior para o grupo CT-H
nas trés semanas seguintes quando comparado ao CT-P (p < 0,01) (figura 13 B). A variagdo
de ganho de massa corporal final para o grupo CT-H foi de = 17% e para o CT-P foi de =
13%.
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Figura 13. Efeito da dieta hiperlipidica no ganho de massa corporal no periodo de indugéo a obesidade. Todos os
valores estdo apresentados como média + erro padrdo da média. Grupo controle dieta padrao (CT-P), grupo
controle dieta hiperlipidica (CT-H). Grafico A representa ganho de massa corporal apresentados em A em %
((massa corporal segunda semana — massa corporal inicial) x 100)) para cada semana. Grafico B representa
evolugdo de massa corporal (g) em cada semana. * representa diferenca estatistica (p < 0,05) Teste 7 de Student
ou Teste U de Mann-Whitney quando apropriados.
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6.1.2 Variacao da relagdo massa do coracio e VE/MC

A dieta hiperlipidica foi eficiente em promover o aumento da massa do VE (p
< 0,05) no grupo CT-H comparado ao grupo CT-P. Também observamos menor valor para a
massa relativa VE/MC no grupo CT-H (p < 0,05). Nao houve diferenga estatistica para as
demais variaveis dependentes analisadas quando comparadas CT-P versus CT-H e SED-P

versus SED-H (tabela 5).

Tabela 5. Valores relativos de Massa corporal/Coragdo, Massa Corporal/VE e

Massa Coracao/VE.
VE CT-P CT-H
CORACAO (g) 1,73 £ 0,07 1,70 + 0,09
VE (mg) 0,60 + 0,02 0,64 + 0,01 *
CORACAO/MC (mg/g)  4,45+0,19 4,00 + 0,20
VE/MC (mg/g) 1,55 + 0,06 1,50+0,2°

Todos os valores estio apresentados como média + erro padrdo da média. Grupo controle dieta
padrdo (CT-P), grupo controle dieta hiperlipidica (CT-H), Ventriculo esquerdo (VE), massa
corporal (MC). Valores relativos (coragdo/MC) (mg/g), (ventriculo esquerdo/MC) (mg/g). A
letra sobrescrita representa a comparagdo entre os grupos, a = CT-P x CT-H representado
diferenca estatistica (p < 0,05), Teste ¢ de Student ou Teste U de Mann-Whitney quando
apropriados.
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6.1.3 Atividade da Citrato Sintase

Observamos em nosso estudo que a dieta hiperlipidica foi capaz de promover
um menor atividade enzimatica da citrato sintase no grupo CT-H (p < 0,05) quando

comparado ao grupos CT-P.
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Figura 14. Atividade da citrato sintase no VE. Todos os valores estdo apresentados como média + erro
padrdo da média. Grupo controle dieta padrao (CT-P), grupo controle dieta hiperlipidica (CT-H), A letra
sobrescrita representa a comparagdo entre os grupos, a = CT-P x CT-H representado diferenca
estatistica (p < 0,05), Teste ¢ de Student ou Teste U de Mann-Whitney quando apropriados.
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6.1.4 Conteudo Lipidico Totais

A dieta hiperlipidica ndo foi capaz de promover modificacdes no teor de

lipidios totais nos grupos experimentais CT-P e CT-H.
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Figura 15. Conteudo lipidico totais no VE (mg de tecido/100g massa corporal ((mg/g)). Todos os
valores estdo apresentados como média + erro padrdo da média. Grupo controle dieta padrdo (CT-P),
grupo controle dieta hiperlipidica (CT-H), A letra sobrescrita representa a comparagio entre 0s grupos,
a = CT-P x CT-H representado diferenca estatistica (p < 0,05), Teste ¢ de Student ou Teste U de Mann-
Whitney quando apropriados.
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6.1.5 Atividade da MMP-2 por Zimografia

Para a Pr6 MMP-2 e Intermedidria, observamos que houve uma atividade
significativamente menor para o grupo CT-H (p < 0,001). Observamos que para a MMP-2
Ativa, a dieta hiperlipidica foi capaz de promover o aumento significativo na atividade da

MMP-2 (p <0,001) para o grupo CT-H quando comparado ao CT-P (figura 16).
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Figura 16. Efeito da indugdo a obesidade pela dieta hiperlipidica na atividade da MMP-2. Todos os valores estdo
apresentados como média + erro padrdo da média. Grupo controle dieta padrdo (CT-P), grupo controle dieta
hiperlipidica (CT-H), A — Ensaio de Zimografia da MMP-2 nas suas isoformas Prd, Intermediaria e Ativa no
ventriculo esquerdo (VE); B — Graficos representativos dos valores de atividade das isoformas da MMP-2 em
unidades arbitrarias (UA). a = CT-P x CT-H, representado diferenca estatistica (p < 0,05), Teste ¢ de Student.
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6.1.6 Atividade especifica das enzimas antioxidantes, GSH e Peroxidac¢ido Lipidica

Observamos que o periodo de trés semanas de indugdo a obesidade foi capaz
de promover a peroxidagao lipidica (TBARS) no VE do grupo CT-H comparado ao seu grupo
controle alimentado com dieta padrdo (CT-P) (p <0,03).

Nao foi observado altera¢do significante nos valores da atividade enzimatica
especifica para a SOD Total, Mn-SOD (mitocondrial), GPx e CAT entre os grupos CT-P
versus CT-H. Para a GSH, também ndo houve diferenga estatisticamente entre os grupos

CT-P versus CT-H, assim como para a relagio SOD/GPx e SOD/CAT.

Tabela 6. Valores das analises bioquimicas do ventriculo
esquerdo (VE).

VE CT-P CT-H
SOD Total 15,31 +£ 0,75 16,77 £ 1,65
(nmol/min/mg)
Mn-SOD 3,62 £ 0,25 3,75+ 0,37
(nmol/min/mg)
CAT 2,97 +£0,09 3,10+ 0,08
(nmol/min/mg'l)
GPx 65,57 5,67 76,25 + 6,44
(nmol/min/mg)
GSH 1.115+38 1.064 £ 65
(nmol/g)
TBARS 13,02 £ 0,35 14,93 £0,74
(uM)
SOD/GPx 0,25+ 0,03 0,24 + 0,04
SOD/CAT 5,17 £0,25 5,52 +0,51

Todos os valores estdo apresentados como média + erro padrdo da média.
Superoxido Dismutase total (SOD Total); Superoxido Dismutase
mitocondrial (Mn-SOD); Catalase (CAT); Glutationa peroxidase (GPx);
Glutationa reduzida (GSH), Espécies reativas ao acido Tiobarbitirico
(TBARS); relagdo SOD com a GPx (SOD/GPx) e relagdo SOD com a CAT
(SOD/CAT). Grupo controle dieta padrio (CT-P), grupo controle dieta
hiperlipidica (CT-H). A letra sobrescrita representa a comparagdo entre os
grupos, a = CT-P x CT-H, representado diferenca estatistica (p < 0,05),
Teste ¢ de Student ou Teste U de Mann-Whitney quando apropriados.
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6.2 Resultados da segunda fase do estudo, efeitos da dieta hiperlipidica por mais oito
semanas.

6.2.1 Massa Corporal

Apds o periodo de 8 semanas o grupo SED-H apresentou ganho de massa
corporal maior a partir da terceira semana (p < 0,006) quando comparado ao SED-P (figura 17
A). A massa corporal dos animais de ambos os grupos sedentario (SED-P e SED-H) foram
iguais no inicio do periodo de oito semanas a mais de dieta hiperlipidica. Foi observado massa
corporal maior para o grupo SED-H na semana 1 (p < 0,02) e a partir da quarta semana (p <
0,04) quando comparado ao grupo SED-P (figura 17 B). O ganho de massa corporal final para
o grupo SED-H foi de = 26% e para o SED-P = 15%.
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Figura 17. Efeito da dieta hiperlipidica no ganho de massa corporal. Todos os valores estdo apresentados como
média + erro padrdo da média. Grupo sedentario dieta padrdo (SED-P), sedentario dieta hiperlipidica (SED-H).
Grafico A, ganho de massa corporal apresentados em A em % ((massa corporal segunda semana — massa
corporal inicial) x 100)) para cada semana. Grafico B, evolu¢do de massa corporal (g) em cada semana. *
representa diferenga estatistica (p < 0,05) Teste ¢ de Student ou Teste U de Mann-Whitney quando apropriados.
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6.2.2 Variacao da relagdo massa do coracio e VE/MC

Nao houve interagdo entre tempo e dieta para as varidveis massa do coragdo,
massa VE, massa relativa CORACAO/MC e massa relativa VE/MC. Porém, para massa do
VE e massa relativa VE/MC, houve diferenca estatistica para tempo (p < 0,001) e dieta
(p <0,008).

A massa do CORACAO e a massa relativa CORACAO/MC ndo modificaram
nem com o tempo de vida maior nem com a dieta hiperlipidica entre os grupos CT e SED.
Porém, observamos que para os animais com o tempo de vida maior alimentado com dieta
padrdo (SED-P) apresentaram massa do VE maior estatisticamente (p < 0,001) quando
comparados ao grupo CT-P. O mesmo resultado foi observado quando comparado os grupos
SED-H ao CT-H para a mesma variavel dependente. Também foi observado menores valores
para a relagdo VE/MC para os grupos SED-P e SED-H (p < 0,05) comparado aos seus
respectivos grupos ( CT-P e CT-H) e para o grupo SED-H comparado ao SED-P (p < 0,05)
(tabela 7).

Tabela 7. Valores relativos de Massa corporal/Coragdo, Massa Corporal/VE e Massa
Coragao/VE.

VE CT-P CT-H SED-P SED-H
CORACAO (g) L73%0.07 1,70 0,09 1,94 40,16 1,89 + 0,10
a b b
VE (mg) 0,60+0,02  0,64+0,01 0,71 + 0,02 0,76 £ 0,01
CORACAO/MC  445+0,19  400+020  3,90+0.24 3,33+ 0,29
(mg/g)

a b a,b
VE/MC (mg/g) >0 *+006  1,50+0.2 1,46 £ 0,01 1,37 0,03

Todos os valores estdo apresentados como média + erro padrdo da média. Grupo controle dieta padrdo
(CT-P), grupo controle dieta hiperlipidica (CT-H), sedentario dieta padrio (SED-P) e sedentério dieta
hiperlipidica (SED-H). Ventriculo esquerdo (VE), massa corporal (MC). Valores relativos (coragao/MC)
(mg/g), (ventriculo esquerdo/MC) (mg/g). As letras sobrescritas representam a comparagdo entre o0s
grupos, a = CT-P x CT-H / SED-P x SED-H / TR-P x TR-H; b = CT-P x SED-P / CT-H x SED-H,
representado diferenca estatistica (p < 0,05), Teste ¢ de Student ou Teste U de Mann-Whitney e ANOVA
Tow-Way quando apropriados.
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6.2.3 Atividade da Citrato Sintase

Nao houve diferenga estatistica entre os grupos SED-P versus SED-H (teste ).
Nao houve intera¢do entre tempo e dieta. Porém, hd diferenca estatistica na
atividade enzimatica da citrato sintase significativamente menor para os grupos que tiveram
um tempo de vida maior (SED-P e SED-H) (p < 0,001), quando comparados aos seus
respectivos grupos controle (CT-P e CT-H). Assim, tanto o grupo alimentado com dieta
padrdo e o alimentado com dieta hiperlipidica, que tiveram um periodo de vida maior, tiveram

uma atividade enzimatica menor (figura 18).
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Figura 18. Atividade da citrato sintase no VE. Todos os valores estido apresentados como média + erro padrdo da
média. Grupo controle dieta padrdo (CT-P), grupo controle dieta hiperlipidica (CT-H), sedentario dieta padrido
(SED-P), sedentario dieta hiperlipidica (SED-H). As letras sobrescritas representam a comparagdo entre os
grupos, a = CT-P x CT-H / SED-P x SED-H e b = CT-P x SED-P / CT-H x SED-H, representado diferenga
estatistica (p < 0,05), Teste ¢ de Student ou Teste U de Mann-Whitney e ANOVA Tow-Way quando apropriados.
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6.2.4 Conteudo Lipidico Totais

A dieta hiperlipidica ndo foi capaz de aumentar o teor de lipidios totais nos
grupos experimentais CT-H e SED-H.

Nao houve interagao entre os grupos CT e SED em relagdo ao tempo de vida e
tipo de dieta assim como para a dieta. Contudo, houve diferenca estatistica para o tempo de
maior de vida (p < 0,001). O tempo de vida mais prolongado do grupo SEP-H (oito semanas)
foi capaz de aumentar o teor de lipidios totais (p < 0,007) quando comparado ao grupo CT-H

(figura 19)

Conteudo Lipidico Totais (mg/100g)

CT-P CT-H SED-P  SED-H
Grupos

Figura 19. Conteudo lipidico totais no VE (mg de tecido/100g massa corporal ((mg/g)). Todos os
valores estdo apresentados como média + erro padrdo da média. Grupo controle dieta padrdo (CT-P),
grupo controle dieta hiperlipidica (CT-H), sedentario dieta padrdo (SED-P), sedentario dieta hiperlipidica
(SED-H), treinado dieta padrio (TR-P) e treinado dieta hiperlipidica (TR-H). As letras sobrescritas
representam a comparagao entre os grupos, a = CT-P x CT-H/ SED-P x SED-H e b = CT-P x SED-P /
CT-H x SED-H, representado diferenca estatistica (p < 0,05), Teste ¢ de Student ou Teste U de Mann-
Whitney e ANOVA Tow-Way quando apropriados.
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6.2.5 Atividade da MMP-2 por Zimografia

Nao foi observado diferenca significativa para a MMP-2 Pré, Intermedidria e
Ativa para o grupo SED-H quando comparados com o grupo SED-P (teste ).

Analisando o efeito do tempo e da dieta entre os grupos, observamos que
houve interacdo entre tempo e dieta (p < 0,01). Também ha diferenga estatistica para o efeito
do tempo (p < 0,008) e dieta (p < 0,001) para a Pro MMP-2, Intermediéria e Ativa.

Para a Pr6 MMP-2 e intermediaria, foi observado uma atividade
significativamente maior para o grupo CT-H e SED-P (p < 0,001) quando comparado ao
grupo CT-P. Observamos que a dieta hiperlipidica foi capaz de promover aumento da
atividade da MMP-2 Ativa para o grupo CT-H (p < 0,05) quando comparado ao grupo CT-P e
menor atividade para o SED-H comparado ao CT-H (p < 0,05).
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Figura 20. Efeito do Tempo de vida e da Dieta Hiperlipidica na atividade da MMP-2. Todos os valores estdo apresentados como média + erro padrao da média. Grupo
controle dieta padrdo (CT-P), grupo controle dieta hiperlipidica (CT-H), sedentério dieta padrao (SED-P), sedentario dieta hiperlipidica (SED-H). A — Ensaio de Zimografia
da MMP-2 nas suas isoformas Prd, Intermediaria ¢ Ativa no ventriculo esquerdo (VE); B — Graficos representativos dos valores de atividade das isoformas da MMP-2 em
unidades arbitrarias (UA). a = CT-P x CT-H / SED-P x SED-H; b = CT-P x SED-P / CT-H x SED-H, representado diferenga estatistica (p < 0,05), Teste ¢ de Student e
ANOVA Tow-Way quando apropriados.
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6.2.6 Atividade especifica das enzimas antioxidantes, GSH e Peroxidac¢ido Lipidica

Observamos em nosso estudo que a atividade especifica da SOD Total,
Mn-SOD (mitocondrial) e GPx ndo modificaram entre os grupos SED-P e SED-H. Porém
houve uma menor atividade enzimatica para a CAT entre os grupos SED-P versus SED-H (p
< 0,01) e valores significativamente maior para a GSH entre os grupos SED-P versus SED-H
(p <0,05).

Observamos que, para o TBARS, ndo houve diferenca estatistica quando
comparado o grupo SED-P versus SED-H.

Para a relagdo SOD/GPx e SOD/CAT ndo houve diferenga estatistica quando
comparados o grupo SED-P versus SED-H (teste ).

A interacdo entre o maior tempo de vida e a dieta hiperlipidica foi capaz de
aumentar significativamente a atividade da CAT (p < 0,004) e os valores da GSH (p < 0,005).
O maior tempo de vida associado a dieta hiperlipidica aumentou a atividade da CAT e da
GSH para o grupo SED-H (p < 0,001) quando comparado ao CT-H. Para as enzimas SOD
Total, Mn-SOD (mitocondrial), GPx, para o TBARS e para a relacio SOD/GPx e SOD/CAT
ndo foi observado interacdo entre tempo e dieta. Nao foi observado diferenga estatistica
significante para o efeito da dieta para todas as varidveis dependentes acima. Porém, houve
diferenca estatisticamente significante para os grupos com o tempo de vida maior para a SOD
Total (p < 0,000), Mn-SOD (mitocondrial) (p < 0,000), CAT (p < 0,005), TBARS (p < 0,003)
e para a relagdo SOD/GPx (p < 0,002) e SOD/CAT (p < 0,004). Nao foi observado diferenca
estatistica em relagdo ao tempo de vida para a GPx, GSH e para a relacio SOD/GPx.

Os dados deste estudo mostram que a atividade da SOD Total (p < 0,01) e Mn-
SOD (p < 0,002), para a relagdo SOD/CAT (p < 0,04) sdo menores estatisticamente nos
grupos que tiveram um tempo de vida maior (SED-P e SED-H,), quando comparados aos seus
respectivos grupos controle (CT-P e CT-H). A atividade da CAT foi estatisticamente menor
(p < 0,001) para o grupo SED-H quando comparado ao CT-H. Um maior tempo de vida
associado a dieta hiperlipidica foi capaz de promover um aumento significante da atividade da
GSH no grupo SED-H quando comparado ao CT-H (p < 0,004). Observamos que houve
peroxidagdo lipidica (TBARS)no tecido ventricular no grupo SED-P (p < 0,01) quando
comparado ao CT-P (tabela 8).
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Tabela 8. Valores das analises bioquimicas do ventriculo esquerdo (VE).

VE CT-P CT-H SED-P SED-H
SOD Total 15,31+ 0,75 1677+1,65 1127+0,78° 10,91+0,51°
(nmol/min/mg)
Mn-SOD 3,62 + 0,25 3,75+037  152+015° 1,76+0,18°
(nmol/min/mg)
CAT 2.97 + 0,09 3,10+ 0,08 2964013 2.51+008%"
(nmol/min/mg )
GPx 65,57 + 5,67 7625+ 644  7214+281  72.09+281
(nmol/min/mg)
GSH 1.115 + 38 1.064 + 65 1234+42  1385+57%b
(nmol/g)
Tl(gﬁ)‘s 13,02 + 0,35 1493+0,74* 1851+0,77° 1730+2.23
SOD/GPx 0,25 + 0,03 0,24 + 0,04 0,740,001 0,14+ 0,01
SOD/CAT 5,17 +0,25 5,52+0,51 401+0,42° 444+0,26°

Todos os valores estdo apresentados como média + erro padrio da média. Superoxido Dismutase total (SOD Total);
Superoxido Dismutase mitocondrial (Mn-SOD); Catalase (CAT); Glutationa peroxidase (GPx); Glutationa reduzida
(GSH), Espécies reativas ao acido Tiobarbiturico (TBARS); relagdo SOD com a GPx (SOD/GPx) e relagdo SOD com a
CAT (SOD/CAT). Grupo controle dieta padrdo (CT-P), grupo controle dieta hiperlipidica (CT-H), sedentario dieta
padrdo (SED-P) e sedentario dieta hiperlipidica (SED-H). As letras sobrescritas representam a comparagio entre os
grupos, a=CT-P x CT-H/ SED-P x SED-H e b = CT-P x SED-P / CT-H x SED-H e representado diferenga estatistica
(p £0,05), Teste ¢ de Student ou Teste U de Mann-Whitney e ANOVA Tow-Way quando apropriados.
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6.3 Resultados da terceira fase do estudo, protocolo de TR por oito semanas associado
com dieta hiperlipidica

6.3.1 Massa Corporal

O grupo TR-H apesentou uma evolugdo do A de massa corporal (figura 21)
estatisticamente diferente logo na primeira semana (p = 0,04) e se manteve maior até o final
do periodo experimental (p < 0,005). A evolugdo da massa corporal do grupo TR-H foi maior
estatisticamente em relagdo ao grupo TR-P a partir da segunda semana (p < 0,05). O A de

ganho de massa corporal final para o grupo TR-H foi de = 19% e para o TR-P = 13%.
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Figura 21. Efeito da dieta hiperlipidica no ganho de massa corporal. Todos os valores estdo apresentados como
média + erro padrdo da média. Grupo sedentario dieta padrdo (SED-P), sedentario dieta hiperlipidica (SED-H),
treinado dieta padrio (TR-P) e treinado dieta hiperlipidica (TR-H). Grafico A ganho de massa corporal
apresentado em A em % ((massa corporal segunda semana — massa corporal inicial) x 100)) para cada semana.
Grafico B evolugdo de massa corporal (g) em cada semana. * representa diferenca estatistica (p < 0,05) Teste ¢
de Student ou Teste U de Mann-Whitney quando apropriados.
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6.3.2 Variacao da relagdo massa do coracio e VE/MC

Ao analisar o efeito do treino resistido e da dieta hiperlipidica, observamos que
ndo houve interagcdo entre treino e dieta, assim como ndo houve diferenca estatistica para
tempo e dieta para as varidveis massa do CORACAO, VE e massa relativa CORACAO/MC.

Nao houve interagdo entre treino e dieta para massa relativa VE/MC, porém
houve diferenca estatistica para treino (p < 0,007) e dieta (p < 0,000).

O treinamento resistido ¢ capaz modificar a massa relativa VE/MC, sendo
maior estatisticamente para o grupo TR-P (p < 0,003) quando comparado ao SED-P. A dieta
hiperlipidica também ¢ capaz de modificar a massa relativa VE/MC, sendo menor

estatisticamente para o grupo TR-H (p < 0,002) quando comparado ao TR-P.

Tabela 9. Valores relativos de Massa corporal/Coragao, Massa Corporal/VE e Massa
Coragao/VE.

VE SED-P SED-H TR-P TR-H
CORACAO (g) _ 1,94%0,16 1.89£0.10 1872008 1745083
VE (mg) 0,71 + 0,02 0,76 + 0,01 0744001 0,76 +0,01
CORgn(fg‘z))/ MC 3904004 3334029 3974015 3444023

VE/MC (mg/g) 1,46 £ 0,01 1,37 0,03 ° 1,58 +£0,03 1,42 +£0,04°

Todos os valores estdo apresentados como média + erro padrdo da média. Grupo sedentario dieta padrdo
(SED-P), sedentario dieta hiperlipidica (SED-H), treinado dieta padrdo (TR-P) e treinado dieta hiperlipidica
(TR-H). Ventriculo esquerdo (VE), massa corporal (MC). Valores relativos (coragao/MC) (mg/g), (ventriculo
esquerdo/MC) (mg/g). As letras sobrescritas representam a comparagdo entre os grupos, a = SED-P x SED-
H / TR-P x TR-H e ¢ = SED-P x TR-P / SED-H x TR-H, representado diferenca estatistica (p < 0,05),
ANOVA Tow-Way.
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6.3.4 Volume de carga de carregamento, Volume relativo de carga de carregamento e
numero de sessdes semanais

Foi observado diferenga para o volume de carga de carregamento em todo o
periodo experimental de treinamento resistido (figura 22 A). Porém, quando se relativiza a
carga de carregamento pela massa corporal dos animais (g/g), podemos perceber que o grupo
TR-P foi capaz de carregar uma carga relativa significativamente maior (p < 0,05) a partir da
segunda semana de treino (figura 22 B) quando comparado ao grupo TR-H. Ambos os grupos

tiveram o mesmo volume de treinamento durante o periodo experimental.
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Figura 22. Volume de carga de carregamento. Todos os valores estdo apresentados como média + erro padrdo da
média. Circulo cheio representa Grupo Treinamento resistido dieta padrio (TR-P) e triangulo vazio representa
grupo Treinamento resistido dieta hiperlipidica (TR-H). Grafico A Evolugdo de volume de carga de
carregamento durante 8 semanas e B Evolucdo de volume relativo de carga de carregamento [(volume de carga
de carregamento (g)/massa corporal (Hadler-Olsen, Fadnes ef al.)]. * Diferenga estatistica (p < 0,05) Teste ¢ de
Student ou Teste U de Mann-Whitney quando apropriados.
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As sessOes de exercicio eram realizadas a cada 48 horas. Assim, em média,
eram realizadas 2,38 sessdes de exercicio semanalmente (tabela 10). Acreditamos que, mesmo
nas semanas que foram realizadas 3 sessdes de exercicio (semana 3, 6 e 8), essa sessao a mais
ndo foi capaz de influenciar e/ou modificar as respostas fisioldgicas analisadas neste estudo.

A tabela 10 mostra o numero de sessdes de exercicio resistido semanais

durante o periodo experimental de 8 semanas.

Tabela 10. Numero de sessdes de exercicio por semana.

Semanas
Grupos 1 2 3 4 5 6 7 8 Média
TR-P
TR-H 2 2 3 2 2 3 2 3 2,38

Valores expressos como nimero de sessdes de exercicio realizados na semana. Grupo Treinamento resistido
dieta padréo (TR-P) e Treinamento resistido dieta hiperlipidica (TR-H).
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6.3.5 Atividade da enzima Citrato Sintase

Nao houve diferenga estatistica entre os grupos SED-P e SED-H (teste ).

Nao houve intera¢do entre tempo e dieta. Porém, hd diferencga estatistica na
atividade enzimatica da citrato sintase significativamente menor para os grupos que tiveram
um tempo de vida maior (SED-P e SED-H) (p < 0,001), quando comparados aos seus
respectivos grupos controle. Assim, tanto o grupo alimentado com dieta padrio e o
alimentado com dieta hiperlipidica, que tiveram um periodo de vida maior, tiveram uma
atividade enzimatica menor (figura 23).

Houve interag¢do entre treinamento e dieta hiperlipidica (p < 0,02). O grupo
TR-H teve uma atividade enzimatica maior estatisticamente quando comparado ao SED-H
(p <0,004) e TR-P (p <0,03). Os dados sugerem que o treinamento resistido associado a dieta

hiperlipidica aumenta a atividade enzimatica da citrato sintase no VE (figura 23).
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Figura 23. Efeito do TR e da dieta hiperlipidica sobre a atividade da citrato sintase no VE. Todos os
valores estdo apresentados como média + erro padrdo da média. Grupo controle dieta padrdo (CT-P),
grupo controle dieta hiperlipidica (CT-H), sedentario dieta padrdo (SED-P), sedentario dieta hiperlipidica
(SED-H), treinado dieta padrio (TR-P) e treinado dieta hiperlipidica (TR-H). As letras sobrescritas
representam a comparagao entre os grupos, a = SED-P x SED-H / TR-P x TR-H; e ¢ = SED-P x TR-P /
SED-H x TR-H, representado diferenga estatistica (p < 0,05), ANOVA Tow-Way.
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6.3.6 Conteudo Lipidico Totais

Nao houve interacao entre o treinamento resistido e dieta. Nao foi encontrado
diferenga estatistica entre o treinamento, porém houve diferenca estatistica para a dieta
(p < 0,02). Assim, o contetdo lipidico do VE do grupo TR-H foi estatisticamente maior
quando comparado ao TR-P (p < 0,04), sugerindo que a dieta hiperlipidica promove um
aumento do conteudo lipidico no VE, mesmo os animais sendo submetido ao treinamento

resistido (figura 24).
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Figura 24. Efeito do treinamento resistido e da dieta hiperlipidica sobre o conteudo lipidico totais no VE
(mg de tecido/100g massa corporal ((mg/g)). Todos os valores estdo apresentados como média + erro
padrdo da média. Grupo sedentario dieta padrio (SED-P), sedentario dieta hiperlipidica (SED-H),
treinado dieta padrio (TR-P) e treinado dieta hiperlipidica (TR-H). As letras sobrescritas representam a
comparagdo entre os grupos, a = SED-P x SED-H / TR-P x TR-H e ¢ = SED-P x TR-P / SED-H x TR-
H, representado diferenca estatistica (p < 0,05), ANOVA Tow-Way.
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6.3.7 Atividade da MMP-2 por Zimografia

Analisando o efeito do TR, observamos que para a Pro MMP-2 ndo houve
interacdo entre treino e dieta. O mesmo resultado foi observado para o efeito da dieta.
Contudo, houve diferenca estatistica para o treinamento (p < 0,001). Para a Pr6 MMP-2, foi
observado atividade significativamente maior no grupo TR-P (p < 0,001) quando comparados
ao grupo SED-P e atividade significativamente maior para grupo TR-H (p < 0,03) quando
comparados ao grupo SED-H. Para a MMP-2 Intermediaria, houve atividade
significativamente maior no grupo TR-P (p < 0,001), quando comparado ao grupo SED-P, e
diferenga estatistica maior para o grupo TR-H (p < 0,001) quando comparados ao grupo
SED-H (figura 18 B). Para a MMP-2 Ativa, foi observado diferenga estatistica com atividade
menor no grupo TR-H (p < 0,04) quando comparado ao grupo SED-H (figura 25).

A atividade das isoformas da MMP-2 foi completamente inibida quando o gel
foi incubado com tampdo contendo 450 mM de EDTA concluindo que as bandas que
apareceram na andlise de Zimografia realmente era de atividade da MMP-2 e suas isoformas

(dados nao mostrados).
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Figura 25. Efeito do treinamento resistido e da dieta hiperlipidica sobre a atividade da MMP-2. Todos os valores estdo apresentados como média + erro padrio
da média. A — Analise de Zimografia da MMP-2 nas suas isoformas Pro, Intermediaria ¢ Ativa no VE; B — Graficos representativos dos valores de atividade
das isoformas da MMP-2 em unidades arbitrarias (UA). sedentario dieta padrao (SED-P), sedentario dieta hiperlipidica (SED-H), treinado dieta padrao (TR-P)
e treinado dieta hiperlipidica (TR-H). As letras sobrescritas representam a comparagdo entre os grupos, a = SED-P x SED-H / TR-P x TR-H e ¢ = SED-P x
TR-P / SED-H x TR-H, representado diferenga estatistica (p < 0,05), ANOVA Tow-Way.
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6.3.8 Atividade das enzimas antioxidantes e Peroxidac¢ido Lipidica

Em nosso estudo, também foi analisado a interacdo entre o treinamento
resistido e dieta hiperlipidica nos grupos experimentais SED e TR e se ha diferenca estatistica
entre os grupos para o treinamento resistido e para a dieta.

Para a SOD Total (p < 0,001), CAT (p < 0,01), para a relacio SOD/GPx
(p <0,004) e SOD/CAT (p < 0,001) houve interacdo significante entre treino resistido e dieta.
Porém ndo houve interagdo para Mn-SOD (mitocondrial), GPx, GSH e para a producdo de
TBARS.

Em nosso estudo foi observado um efeito estatisticamente significativo para o
treino para as enzimas SOD Total (p < 0,001), Mn-SOD (mitocondrial) (p < 0,001), CAT
(p <0,001) e para a relagao SOD/GPx (p < 0,001) e SOD/CAT (p < 0,001).

Foi observado diferenca estatistica para o efeito da dieta para as enzimas SOD
Total (p < 0,000), Mn-SOD (mitocondrial) (p < 0,03), para a producao de TBARS (p <0,05) e
para a relagdo SOD/GPx (p < 0,001) e SOD/CAT (p <0,001).

Nao foi observado diferenga estatistica para treino para a enzima GPx e para a producdo de
TBARS, além de nao haver diferenga em relagao a dieta hiperlipidica para as enzimas CAT e
GPx.

Em relagdo a atividade enziméatica da SOD Total (p < 0,001), Mn-SOD
(p <0,03) e para a relacio SOD/CAT (p < 0,001) houve uma atividade estatisticamente maior
para o grupo TR-P quando comparado com o grupo SED-P (p < 0,001). Também foi
observada atividade estatisticamente maior no grupo TR-H quando comparado ao SED-H
(p <0,001) e ao TR-P (p <0,05) para a Mn-SOD.

O treinamento resistido foi capaz de diminuir a atividade enzimatica das
enzimas GSH (p < 0,01) para o grupo TR-H quando comparado ao SED-H. J4 a dieta
hiperlipidica promoveu uma significante diminui¢do da atividade enzimatica da SOD Total
(p <0,001), para a relagdio SOD/GPx (p < 0,000), SOD/CAT (p < 0,001) e para a produgdo do
TBARS (p <0,01) para o grupo TR-H quando comparado ao TR-P (tabela 11).
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Tabela 11. Valores das analises bioquimicas do ventriculo esquerdo (VE).

VE SED-P SED-H TR-P TR-H

SOD Total 157,078  1091+051 2474+123° 1417+2,15°
(nmol/min/mg)
Mn-SOD 1,52+0,15 176+0,18  2,19+018° 2,81 +0,14%°
(nmol/min/mg)
CAT 5 96+013  251+008° 3,08+0.16 3,45+0,19
(nmol/min/mg™)
GPx 72144281  72.09+281  7342+749 73,85+ 4.44
(nmol/min/mg)
GSH 1.234 + 42 1385+ 57° 1.100 = 53 1.148 + 46°¢
(nmol/g)
Tﬁﬁ)‘s 18,51+0,77 17304223  2372+231  15,65+097°
SOD/GPx 0,17 % 0,01 0,14 + 0,01 0364004  0,16+0,01°
SOD/CAT 4,01 + 0,42 4444026  8,67+072°  3,70+047°

Todos os valores estdo apresentados como média + erro padrdo da média. Superoxido Dismutase total
(SOD Total); Superoxido Dismutase mitocondrial (Mn-SOD); Catalase (CAT); Glutationa peroxidase
(GPx); Glutationa reduzida (GSH), Espécies reativas ao acido Tiobarbitirico (TBARS); relagdo SOD
com a GPx (SOD/GPx) e relagdo SOD com a CAT (SOD/CAT). Grupo sedentario dieta padrdo (SED-P),
sedentario dieta hiperlipidica (SED-H), treinado dieta padrao (TR-P) e treinado dieta hiperlipidica (TR-
H). As letras sobrescritas representam a comparagio entre os grupos, a = SED-P x SED-H / TR-P x TR-
H e ¢ = SED-P x TR-P / SED-H x TR-H, representado diferenca estatistica (p < 0,05), ANOVA Tow-
Way.
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6.8 Correlacoes entre MMP-2 e enzimas antioxidantes

Ao analisar a correlagdo entre a atividade enzimatica da SOD e CAT,
observamos uma correlagdo moderada, negativa para o grupo TR-H, que foi estatisticamente
significante (p = 0,04). Os dados nos sugere que quando hd um aumento da atividade

enzimatica da SOD, ha uma diminui¢do da CAT no grupo TR-H (tabela 12).

Tabela 12. Correlagao entre MMP-2 e enzimas antioxidantes do VE.

Grupos MMP-2 MMP-2 SOD/GPx SOD/CAT
INTER/GSH ATIVA/GSH
CT-P rs -0,289 r-0,395 r -0,173 r 0,281
CT-H r 0,277 r-0,552 r -0,615 r 0,278
SED-P r0,214 r 0,081 r -0,066 r -0,293
SED-H r 0,100 r -0,299 r 0,344 r 0,013
TR-P r 0,383 r -0,069 r 0,211 r -0,144
TR-H rs 0,385 rs 0,377 r 0,353 r -0,685 *

Todos os valores estdo apresentados como média + erro padrdo da média. Metaloproteinase — 2 Ativa
(MMP-2 ATIVA); Metaloproteinase — 2 intermediaria (MMP-2 INTER) Superoxido Dismutase total
(SOD Total); Superoxido Dismutase mitocondrial (Mn-SOD); Catalase (CAT); Glutationa peroxidase
(GPx); Glutationa reduzida (GSH). Relagdo MMP-2 INTER com GSH (MMP-2 INTER/GSH); relagdo
MMP-2 Ativa com GSH (MMP-2 Ativa/GSH); relagdo SOD com a GPx (SOD/GPx) e relagio SOD com
a CAT (SOD/CAT). Grupo controle dieta padrdo (CT-P), grupo controle dieta hiperlipidica (CT-H),
sedentario dieta padrao (SED-P), sedentério dieta hiperlipidica (SED-H), treinado dieta padrao (TR-P) e
treinado dieta hiperlipidica (TR-H). r representa teste de correlacdo de Pearson e rgrepresenta teste de
Spearman. * representa diferencga estatistica (p < 0,05).
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7 DISCUSSAO

O presente estudo investigou o efeito da deita hiperlipidica na atividade
enzimatica de proteinas relacionadas ao remodelamento do VE em ratos Wistar em dois
momentos de tempo de vida diferentes. Para investigar um possivel efeito protetor que
pudesse amenizar ou mesmo reverter esses efeitos, utilizamos como estratégia nao
farmacoldgica o exercicio resistido de alta intensidade (Hornberger e Farrar, 2004). Assim, de
acordo com o desenho experimental deste estudo, a discussdo foi dividida em trés partes.

A obesidade ¢ uma doeng¢a multifatorial, caracterizada pelo aumento da massa
do tecido adiposo decorrente, muitas vezes, do balanco energético positivo. Esse balango
energético positivo pode ser devido a uma alimentagdo rica em gordura associada ao
sedentarismo, dentre outros fatores, causando aumento da massa do tecido adiposo,
consequentemente levando o individuo a obesidade. Evidéncias cientificas demonstram que o
consumo elevado de dietas ricas em gordura estdo associadas a um aumento significativo da
pressdo arterial, da adiposidade, do acumulo de gordura ectdpica, aumento do perfil lipidico e
perfil inflamatdrio, além de alteragcdes cardiacas em ratos (Sene-Fiorese et al., 2008; Speretta,
Rosante ef al., 2012; Cao, 2012; Duarte, Sene-Fiorese ef al., 2012) e humanos (Campbell,
Gross et al., 2010). As alteragdes cardiacas na sua estrutura e fungdo estdo associadas a
atividade de enzimas proteoliticas, como as MMPs e ao estresse oxidativo (Viappiani,
Nicolescu et al., 2009).

Na primeira fase do nosso estudo, o periodo de trés semanas de indugdo a
obesidade foi capaz de promover a peroxidacdo lipidica no VE, maior atividade da MMP-2
Ativa, além de aumentar a massa corporal e massa do VE, diminuir a atividade da citrato
sintase e da atividade das isoformas Pro e Intermediaria da MMP-2.

Na literatura, sdo encontrados diversos estudos que utilizaram diferentes dietas
ricas em gordura com o intuito de inducdo a obesidade em animais (Vincent, 2001; Estadella,
Oyama et al., 2004; Bradley, Jeon ef al., 2008; Zambon, Duarte ef al., 2009). Nosso grupo de
estudos demonstrou em estudos anteriores que a dieta hiperlipidica ¢ uma boa estratégia para
a inducdo da obesidade em ratos, induzindo ao ganho de massa corporal e promovendo os
efeitos deletérios relacionados a obesidade, aumento de gordura no figado (esteatose hepatica
ndo alcoodlica) e do perfil lipidico (Duarte, Sene-Fiorese ef al., 2008; Sene-Fiorese, Duarte et
al., 2008; Duarte, Sene-Fiorese ef al., 2012), aumento da area de adipdcitos além de promover
um estado metabdlico pro-inflamatério cronico (Speretta et al., 2012). Estudo prévio que

utilizou a mesma dieta por trés semanas (Estadella, Oyama ef al., 2004) mostrou que esse
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periodo foi suficiente para promover mudancas no perfil lipidico, aumento de massa do tecido
adiposo, no desenvolvimento de dislipidemias e acimulo de gordura no figado. Outro
trabalho mostrou que esse mesmo periodo pode causar aumento da oxidagdo de acidos graxos
mitocondrial, além de causar prejuizos na eficiéncia cardiaca em ratos (Cole, Murray et al.,
2011).

Estudo realizado por Smith et al. (2006) mostrou que ratos jovens alimentados
com dieta hiperlipidica mostraram aumento significativo na massa corporal e cardiaca, além
de aumento da adiposidade visceral e da peroxidacao lipidica analisada no plasma, além de
aumento da pressao arterial. Contudo, ndo foi observado aumento da concentragao de renina e
aldosterona plasmatica, indicando que esses hormodnios ndo influenciaram o aumento da
pressdo arterial. Os resultados encontrados em nosso estudo corroboram ao estudo acima
citado nas varidveis massa corporal e peroxidacao lipidica.

Sobre a massa ventricular, um estudo de coorte (De Simone, Pasanisi et al.,
2012) demonstrou que um aumento da massa do VE estd associada com a obesidade com
uma deficiéncia de massa livre de gordura. O estudo de Framingham (1999) sobre massa
ventricular demonstrou que a hipertrofia ventricular est4 associada a obesidade, sendo ela um
prentincio de morbidade e mortalidade por doencas cardiovasculares (Levy, Garrison ef al.,
1990). Individuos obesos apresentam um aumento do volume intravascular e aumento do
débito cardiaco. Esse aumento ¢ devido a necessidade de suprir as demandas metabolicas
relacionadas ao aumento da massa corporal, principalmente ao tecido adiposo e a resisténcia
periférica total, além de um aumento da atividade simpética (Blake, Devereux et al., 1990;
Reisin e Jack, 2009). Resultados encontrados em nosso estudo corroboram o discutido acima,
onde a massa do VE no grupo CT-H foi maior. Contudo, a massa relativa do VE foi menor
significativamente no grupo CT-H, em relagdo ao controle. Esse resultado ¢ devido a maior
massa corporal dos animais deste grupo. Esse dado pode subestimar o impacto da obesidade
na geometria do VE. Mesmo assim a massa relativa do VE ¢ um indice utilizado como
preditor de riscos cardiovasculares relacionados a hipertrofia ventricular em individuos com
sobrepeso e obesidade (Chirinos, Segers et al., 2010).

Um estudo prévio (Cole, Murray et al., 2011) utilizando dieta hiperlipidica por
trés semanas em ratos Wistar mostrou que a atividade da citrato sintase ndo modificou.
Porém, os mesmos animais apresentaram um consumo de oxigénio (in vivo) 19% maior, com
uma eficiéncia cardiaca 21% menor em consequéncia do aumento do consumo de oxigénio,
comparado ao grupo alimentado com dieta padrdo. Por outro lado, nossos resultados

mostraram uma atividade menor da citrato sintase em ratos alimentados com deita
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hiperlipidica no mesmo periodo de tempo. Especulamos que a menor atividade da referida
enzima deva ser devido a massa ventricular maior com um maior nimero de mitocondrias em
animais alimentados com dieta hiperlipidica.

Algumas desordens cardiacas, além de estarem relacionadas com a atividade
mitocondrial, também estdo relacionadas com a obesidade e com o estresse oxidativo. Essas
desordens podem levar a aterosclerose, insuficiéncia cardiaca, infarto do miocardio,
cardiomiopatia e hipertrofia do ventriculo esquerdo (Schulz, 2007; Wong e Marwick, 2007).
Alteragdes na degradagdo de constituintes da MEC, pela agdo da MMP-2, estdo associadas a
essas doengas, o qual a degradagao desses constituintes da MEC podem levar dias a semanas,
assim como no interior dos cardiomidcitos, que podem levar de segundos a minutos. Estas
alteracoes estdo associadas ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares como
aterosclerose, isquemias e parada cardiaca (Schulz, 2007). Nesse sentido, resultados
anteriores da literatura demonstram que as alteragdes na degrada¢do da MEC e em proteinas
contrateis dos cardiomiocitos pela MMP-2, estdo correlacionadas com o desenvolvimento de
desordens cardiovasculares, incluindo a aterosclerose, insuficiéncia cardiaca, infarto do
miocéardio, cardiomiopatia e hipertrofia ventricular esquerda. Todas essas alteragdes
cardiovasculares relacionadas com a obesidade (Chow, Cena et al., 2007; Schulz, 2007;
Wong e Marwick, 2007).

Em nosso estudo observamos que a dieta hiperlipidica foi capaz de aumentar a
atividade da MMP-2 Ativa no VE. Essa atividade aumentada pode ter acdo proteolitica de
constituintes da MEC como colageno I e IV, além proteinas dos sarcomeros do VE como a
Troponina I, miosina de cabega leve 1 pela agao da Pro MMP-2 (figura 1) (Chow, Cena et al.,
2007). Contudo, a menor atividade da Pr6 MMP-2 e Intermediaria em nosso estudo pode estar
relacionado a atividade da MMP-2 Ativa, que foi maior no grupo CT-H.

Relacionado a atividade proteolitica da MMP-2 no tecido cardiaco, o estresse
oxidativo ¢ uma condicdo celular ou fisiologica de elevada concentragdo de EROs ou ERNs.
(SCHNEIDER & OLIVEIRA, 2004). Recentes evidéncias indicam que a obesidade esta
associada com aumento da peroxidagdo lipidica no miocardio, com maior suscetibilidade ao
dano oxidativo. Este processo se dd pela degradagdo dos 4cidos graxos poliinsaturados
encontrados nas membranas celulares e lipoproteinas. A peroxidacao lipidica ¢ utilizada em
estudos cientificos como indicador do estresse oxidativo celular tendo relacdo direta com
doengas cardiacas (Vincent, 2001; Vincent, Innes et al., 2007).

Em nosso estudo foi observado que, as trés semanas de indug¢do a obesidade

ndo modificaram a atividade enzimatica e ndo enzimatica das antioxidantes analisadas.
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Porém, observamos que a dieta hiperlipidica em apenas trés semanas promoveu a peroxidacao
lipidica no VE (tabela 5) observado pelo aumento do TBARs no grupo CT-H. Esse resultado
vai ao encontro de dados prévios (Bhandari, Kumar et al, 2011) o qual ratos Wistar
alimentados com dieta hiperlipidica por 4 semanas apresentaram niveis elevados de TBARS
comparados aos seus controles. Assim, os dados do nosso trabalho sugerem que 3 semanas ¢
um periodo curto para que as enzimas antioxidantes possam se adaptar as mudangas no VE,
em ratos alimentados com dieta rica em gordura, j& que ndo houve mudang¢a nos niveis das
enzimas antioxidantes ¢ GSH. Também especulamos que possa ter ocorrido, entre a primeira
e segunda semana, um aumento da producdo de EROs e ERNs, promovendo peroxidagao
lipidica j& no inicio dessa fase, além de promover aumento da atividade das enzimas
antioxidantes e da GSH. Ao final da terceira semana possivelmente o organismo pode ter
respondido a produ¢do das EROs e ERNs, combatendo esse aumento por meio das enzimas
antioxidantes e GSH. Assim, nossas andlises pode ter detectado apenas um ligeiro dano
celular (TBARS) nas células miocérdicas, sem modificagdo significativas das antioxidantes
analisadas. Entdo, ao final da terceira semana, o tecido cardiaco possivelmente estava
praticamente adaptado ao estimulo de obesidade induzida pela dieta hiperlipidica.

Com o aumento da peroxidagdo lipidica, a MMP-2 poderia estar atuando no
remodelamento do VE, tanto na sua forma Pr6 (com o seu pré-dominio, ativada pelo perdxido
nitrico e GSH) quanto na sua forma enzimatica Ativa (Schulz, 2007; Kandasamy, Chow et al.,
2010). Sendo assim, nossa primeira hipotese foi confirmada. O periodo de inducdo a
obesidade foi capaz de promover o estresse oxidativo e aumento da atividade da MMP-2
Ativano VE.

Na segunda fase do nosso estudo, analisamos os efeitos da dieta hiperlipidica
por um tempo prolongado, alimentando os animais com dieta hiperlipidica por mais oito
semanas. Analisando as varidveis somente dos grupos que tiveram um tempo de vida maior
(SED-P e SED-H), observamos que os animais alimentados com dieta hiperlipidica (SED-H)
apresentaram ganho de massa corporal maior a partir da quarta semana. O grupo SED-P
praticamente estabilizou o ganho de massa corporal a partir da quinta semana. Assim, a dieta
hiperlipidica também foi capaz de induzir continuamente o ganho de massa corporal no grupo
SED-H, como no CT-H. Esse aumento se deve ao maior tempo de consumo e ao maior
contetdo caldrico da dieta hiperlipidica (Speretta et al., 2012), ingerido pelo grupo SED-H
(dados nao mostrados). Contudo, o consumo da dieta hiperlipidica por mais oito semanas, em
animais com o mesmo periodo de vida, promoveu alteragdes significativas somente na massa

relativa do VE/MC, na atividade enzimatica da CAT, da GSH e da relacao SOD/CAT.
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Ao observar as repostas das variaveis analisadas entre os grupos CT e SED,
observamos que ratos alimentados com dieta hiperlipidica por mais oito semanas (SED-H)
apresentaram agao proteolitica da MMP-2 Ativa menor no VE quando comparado ao CT-H.
Porém, ndo houve modifica¢do na atividade em nenhuma das isoformas da MMP-2 quando
comparado ao SED-P. J4 a massa do VE foi maior em ambos os grupos com o tempo de vida
maior (SED-P e SED-H), sem contudo, diferirem entre si. Também foi observado um maior
conteudo lipidico nos animais alimentados com dieta hiperlipidica por mais oito semanas
(SED-H) comparado ao seu controle (CT-H). Nos grupos SED-P e SED-H, foi observado
supressdo significativa do sistema antioxidante comparado aos seus respectivos controles.
Mesmo com essa supressdo ndo foi observado peroxidagdo lipidica nesses grupos.
Interessantemente, houve uma interacdo entre tempo e dieta para o grupo SED-H, sendo
observado uma atividade maior da GSH. Esse aumento pode indicar uma agdo antioxidante
diretamente onde o peroxido de hidrogénio ¢ produzido, ou seja, na mitocondria (David,
2006) provavelmente devido ao aumento da massa do VE e do contetdo lipidico. Esse
aumento da massa ventricular pode ser um indicativo de hipertrofia patologica. Essa
hipertrofia pode ter promovido um aumento de sarcomeros em série e, consequentemente, de
mitocondrias que compdem o cardiomidcitos. Tendo com isso, um conteido maior de GSH
no tecido do VE . Provavelmente, de forma geral, isso explicaria uma atividade maior da GSH
(Filho, 2012; De Simone, Pasanisi et al., 2012).

Esses resultados provavelmente podem ser explicados por adaptacdes nao
somente do sistema cardiovascular, mas também do metabolismo de modo geral. Estudos
prévios realizados com ratos Wistar jovens e adultos (Qi e Rouleau, 1997; Bal, De Vries et
al., 2005) mostraram que a menor funcdo sistdlica intrinseca e que a resposta contratil
cardiaca sdo dependentes da idade, sendo menor em ratos adultos. Outro trabalho mostrou que
ratos jovens tem uma frequéncia cardiaca basal maior que ratos adultos, e que o metabolismo
basal em ratos adultos/senescentes ¢ cerca de 20 a 30% menor que em animais jovens
(Kiriazis e Gibbs, 2000). Assim, um metabolismo basal menor, com um gasto de energia
diminuido, ir4 necessitar de uma quantidade menor de energia para manter as func¢des
celulares normais. Um estudo realizado por Anversa et al. (2006) mostrou que em miocitos
cardiacos de ratos adultos, comparados a ratos jovens, ha uma perda de midcitos que sdao
substituidos por tecido fibroso e que o midcitos restantes se tornam hipertrofiados. Assim, ha
uma necessidade diminuta de ATP (energia) para se manter a homeostase idnica em
cardiomidcitos dilatados (hipertrofiados). Como hd uma érea de superficie inferior a

~ . ey . . + +
proporcdo em volume, esses cardiomiodcitos necessitam de menos bombas Na /K -ATPase
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por unidade de superficie, o que resultaria um custo energético reduzido, com um trabalho
cardiaco menor. Corroborando ao discutido acima, foi observado uma atividade da citrato
sintase menor nos grupos SED, que tiveram um tempo de vida maior.

Essas adaptacdes no sistema energético dos cardiomidcitos podem produzir
menores quantidades de EROS, diminuindo com isso a atividade enzimatica do sistema
antioxidante. O que talvez possa explicar a inibi¢do do sistema enzimatico antioxidante no VE
dos animais dos grupos SED. Contudo, De Simone et al. (2012) mostraram em seu trabalho
que o aumento da massa do VE esta relacionada a obesidade. O estudo de Framingham (Levy,
Garrison et al., 1990) mostrou que a obesidade pode levar ao aumento da massa ventricular.
Na obesidade pode haver um aumento do volume intravascular e aumento do débito cardiaco.
Com isso ha uma necessidade de suprir a demanda energética aumentada relacionada ao
aumento da massa corporal, principalmente ao tecido adiposo e a resisténcia periférica total,
além de um aumento da atividade simpatica (Blake, Devereux et al., 1990; Reisin e Jack,
2009). A hipertrofia causada pela substitui¢do dos midcitos por tecido fibroso, onde os
midcitos restantes se tornam hipertrofiados (Anversa, Hiler et al,, 1986), pode estar
relacionada a maior atividade da MMP-2 (Chow, Cena et al., 2007; Schulz, 2007; Hadler-
Olsen, Fadnes ef al., 2011). Os nossos resultados mostraram que a atividade da MMP-2 Ativa
no grupo CT-H foi maior, corroborando a literatura. J4 para a MMP-2 Ativa do grupo SED-H,
foi observado em nosso estudo uma menor atividade comparado ao CT-H. Porém, a massa do
VE do grupo SED-H foi significativamente maior ao do CT-H, sugerindo que o VE dos
animais do grupo SED-H tenha passado pelo remodelamento promovido pela obesidade e
pelo tempo de vida maior. O que poderia explicar uma atividade proteolitica menor da enzima
MMP-2 e maior massa ventricular.

Interessantemente, observamos que no grupo com o tempo de vida maior
alimentado com dieta padrao (SED-P) houve peroxidagdo lipidica, comparado ao grupo com
menor tempo de vida alimentado com a mesma dieta (CT-P). Um estudo prévio (Sivonova,
Tatarkova et al., 2007) demostrou que com o envelhecimento hd uma diminui¢do das defesas
antioxidantes e aumento da peroxidagdo lipidica, no plasma e miocardio, de ratos Wistar.
Nossos resultados vdo de encontro com o trabalho citado. Assim, o consumo de dieta
hiperlipidica por mais oito semanas foi capaz de promover peroxidagdo lipidica, aumentar a
massa ¢ o conteudo lipidico do VE, diminuir o trabalho cardiaco, sugerido pela menor
atividade da citrato sintase. Além de promover uma possivel hipertrofia patologica do VE,
pela atividade da MMP-2 e de suprimir as defesas enzimaticas antioxidantes no VE. Assim,

nossa hipotese foi parcialmente confirmada, com o tempo de vida prolongado sendo capaz de
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induzir o aumento do estresse oxidativo, observado pela peroxida¢do lipidica somente no
grupo alimentado com dieta padrao (SED-P). Contudo, esse periodo de vida maior e a dieta
hiperlipidica ndo foi capaz de promover a peroxidagdo lipidica e aumento da atividade da
MMP-2 Ativa no VE (SED-H). Assim, nossa hipotese sobre o tempo prolongado e consumo
de dieta hiperlipidica em induzir ao aumento do estresse oxidativo, assim como uma maior
atividade da MMP-2 Ativa foi rejeitada.

Na terceira fase de nosso estudo, analisamos os efeitos do TR de alta
intensidade por oito semanas, em ratos alimentados com dieta hiperlipidica, sobre
remodelamento do VE. Os animais do grupo TR-H iniciaram o periodo de oito semanas de
TR com um quadro de obesidade j& instalado. Podemos fazer tal afirma¢do devido a analise
dos dados da primeira fase do nosso estudo, discutido anteriormente.

Virias alternativas vem sendo estudadas no combate a obesidade e as suas
comorbidades. Uma dessas alternativas ¢ o exercicio fisico (Strasser, Arvandi et al., 2012;
World Health Organization, 2013; Kopelman, 2007; Ahmad, Chasman ef al., 2010).

Em nosso estudo observamos que o TR foi capaz de atenuar o ganho de massa
corporal nos animais alimentados com dieta hiperlipidica comparado a ambos os grupos SED.
Mesmo assim os animais do grupo TR-H continuaram a aumentar significativamente a massa
corporal em comparagdo ao grupo alimentado com dieta padrao (TR-P) por todo o periodo
experimental.

Nosso estudo demonstrou que o TR induz uma menor atividade da Pr6 MMP-2
e MMP-2 Ativa no VE de ratos obesos (TR-H) comparado ao SED-H. Essa constatagdao
aponta para uma resposta benéfica, com um efeito de atenuar os efeitos deletérios promovidos
pela obesidade, com uma possivel melhora da fun¢do cardiaca, devido ao TR sobre os efeitos
deletérios da obesidade. Este estudo demonstrou que o TR foi capaz de promover uma
melhora do sistema antioxidante no VE de ratos obesos. Observamos também um menor
ganho de massa corporal em ambos os grupos TR-H e TR-P comparado aos seus respectivos
grupos controle.

Foi observado uma maior atividade da Pro MMP-2, MMP-2 Intermediaria em
animais eutrdficos submetidos ao TR e, interessantemente, peroxidacdo lipidica somente
nesses animais (TR-P). Mesmo sendo observado aumento da SOD Total e Mn-SOD,
comparado ao SED-P, ndo foi observado mudangas positivas na defesa antioxidante no grupo
TR-P. Provavelmente devido ao maior volume de carga relativa de carregamento. Esse dado
nos sugere um maior esfor¢o realizado pelos animais do grupo TR-P. A massa relativa do

VE/MC do grupo TR-H foi menor devido a maior massa corporal do grupo TR-P. O mesmo
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resultado encontrado para todos os animais alimentados com dieta hiperlipidica deste estudo,
discutido anteriormente.

Analisando o estimulo ao qual foram submetidos os animais de ambos os
grupos (TR-P e TR-H) observamos que o volume de carga de carregamento foi igual
(figura 14 A). Ambos os grupos receberam o mesmo estimulo. Porém, quando corrigimos
esses valores pela massa corporal de cada animal, entdo pudemos analisar o trabalho realizado
pelos animais de cada grupo (figura 14 B). Para tal, foi relativizado o volume de carga de
carregamento pela massa corporal dos animais (g/g). Observamos com isso que o grupo TR-H
teve um volume de carga relativa de carregamento menor comparado ao grupo TR-P. Os
valores menores para o volume de carga relativa de carregamento €, provavelmente, devido a
condicdo de inflamagdo cronica de baixo grau, o qual ¢ observado em individuos obesos
(Gregor e Hotamisligil, 2011). Esse quadro inflamatério pode influenciar na perda de massa
magra em individuos com obesidade (Benton, Whyte ef al., 2011). O treinamento fisico ¢é
considerado uma boa ferramenta na manutencdo do peso corporal, além de ser eficiente para
diminuir o grau de inflamagao de baixo grau sistémica em animais (Bradley, Jeon et al., 2008)
e em humanos (Pedersen, 2006; Pedersen e Febbraio, 2012). Como estratégia para minimizar
os efeitos deletérios da obesidade, o TR ¢ atualmente uma das estratégias mais eficazes no
combate a perda de massa magra, estimulando a hipertrofia e o ganho de for¢a. O TR
promove uma diminui¢do da gordura abdominal e da massa corporal. Também tem se
mostrado uma o6tima ferramenta na melhora da sensibilidade a insulina e na diminui¢ao nos
valores de pressao arterial (Johnston, De Lisio ef al., 2008; Sundell, 2011). O discutido acima
pode elucidar a menor carga relativa de carregamento observado nos animais alimentados
com deita hiperlipidica (TR-H).

O aumento do contetdo lipidico totais no VE do grupo TR-H (figura 16), pode
ser explicado devido aos midcitos do VE terem atingido a sua capacidade méxima para a
oxidacdo de palmitato e que os acidos graxos livres excedentes foram armazenados no VE
(Unger e Orci, 2001). Nossos resultados corroboram a encontrados na literatura que
utilizaram dieta rica em gordura onde foi observado uma concentragdo maior de lipidio no
coracdo de ratos Sprague Dawley (Akki e Seymour, 2009). Contudo, em outro estudo, foi
observado uma melhora da oxidacdo do oleato com uma consequente supressao de oxidagao
de glicose no tecido cardiaco em ratos Wistar alimentados com uma dieta rica em de gordura
(Wilson, Tran et al., 2007). Esta diferenca de resultados provavelmente se deve a diferentes
animais e protocolos utilizados nesses estudos. Estes resultados, segundo Wilson et al. (2007),

sugerem uma ativa¢do inadequada das proteinas desacopladoras (UCPs). O que pode
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contribuir para o desenvolvimento de disfuncdo cardiaca em animais alimentados com dieta
rica em gordura.

Essa eficiéncia diminuida pode ser devido ao aumento dos niveis mitocondrial
da proteina desacopladora 3 (UCP3). Os niveis elevado da UCP3 estdo associados com a
diminui¢do da fosforilacdo de desacoplamento/oxidacdo de mitocondriais interfibrilar (Cole,
Murray et al., 2011). O que pode explicar o elevado consumo de oxigénio em cadiomidcitos
de ratos alimentados com dieta hiperlipidica. Nesse sentido, os dados do nosso estudo
sugerem que o TR ndo foi capaz em reverter os efeitos deletérios associados a obesidade no
que diz respeito ao acimulo de lipidios totais no VE. Toda via, foi observado que o conteudo
de lipidios totais foi menor no VE do grupo alimentado com deita normal (TR-P). Além disso,
a maior atividade da citrato sintase no grupo TR-H vai de encontro com o discutido acima.
Nossos resultados difere do encontrado em trabalho realizado por Cole et al., (2011) no que
se refere a atividade da citrato sintase, que observaram que ratos alimentados com dieta
hiperlipidica apresentam consumo de oxigénio (in vivo) 19% maior, com uma eficiéncia
cardiaca 21% menor em consequéncia do aumento do consumo de oxigénio, ndo aumentando
a atividade da citrato sintase.

Nossos resultados, porém, mostram uma interagdo entre TR e dieta
hiperlipidica. Especulamos que a maior atividade da citrato sintase deve ser devido ao
actmulo de lipidio no VE e ao aumento da demanda metabodlica imposto pelo TR. Ja a menor
atividade da citrato sintase no VE dos animais do grupo TR-P se deve ao efeito do exercicio.
Esse efeito ¢ decorrente da melhora da eficiéncia cardiaca induzida pelo exercicio na redugao
da pressao arterial (Pescatello, Franklin et al., 2004; Moraes, Bacurau ef al., 2012; Westcott,
2012). E proposto que os mecanismos envolvidos nos efeitos hipotensores do exercicio
incluem adaptagdes neuro-humorais, vasculares e estrutural. E postulado que as redugdes de
catecolaminas e da resisténcia periférica total, melhora da sensibilidade a insulina e alteragdes
de vasodilatadores e vasoconstritores que estdo envolvidos nos efeitos anti-hipertensivos
promovidos pelo exercicio (Pescatello, Franklin et al., 2004; Cornelissen, Fagard et al.,
2011).

Por outro lado, nosso estudo demonstrou que o TR atenua o ganho de massa
corporal, assim como a atividade da MMP-2 Ativa em ratos eutrdficos e obesos. Estas
alteracdes podem ser atribuidas a maior massa muscular e diminuicdo da massa gorda e
percentual de gordura (Pescatello, Franklin ez al., 2004; Benton, Whyte ef al., 2011; Sundell,
2011; Westcott, 2012). Estes resultados sugerem que o TR pode ter induzido uma

mobilizacdo de 4acidos graxos livres e sua oxidagdo, o que representa um melhor perfil de
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adiposidade e menor niveis de citocinas pro-inflamatérias. Em estudo realizado por nosso
grupo de estudos (Speretta et al., 2012) demonstrou que, em ratos alimentados com dieta
hiperlipidica, o TR foi eficaz em diminuir a 4rea de adipdcitos, a adiposidade e em melhorar o
perfil lipidico. Também foi observado nesse estudo uma diminuicdo da expressdo génica de
marcadores pro-inflamtérios associados a obesidade como o TNF-a.

Ha varios pesquisadores que vem estudando o efeito do TR em diferentes
tecidos como tenddo (Marqueti, Prestes, Paschoal ef al., 2008; Pereira, Prestes ef al., 2010;
Yu, Pang et al, 2013), musculo esquelético (Marqueti, Prestes, Stotzer et al, 2008;
Yeghiazaryan, Zybura-Broda ef al., 2012) e ossos (Nyman, Lynch et al., 2011; Shiguemoto,
Prestes et al., 2012). Ainda ha trabalhos que analisaram o efeito do exercicio de alta
intensidade no VE (Verzola, Mesquita et al., 2006; Marqueti, Micocci et al., 2012). Mesmo
assim, os efeitos do TR no VE em animais obesos permanecem obscuros.

Estudo anterior demonstrou que o treinamento de salto de alta intensidade na
dgua induziu uma maior atividade da MMP-2 Ativa e teor de proteina no VE. Da mesma
forma, o presente estudo demonstrou que o TR aumentou a atividade da MMP-2 Ativa no
grupo TR-H, comparado ao TR-P (figura 18). Estes resultados sdo importantes para manter o
turnover celular e fun¢do cardiaca normal, podendo ser considerado com um mecanismo de
adaptacado fisioldgica induzida pelo exercicio (Marqueti, Micocci et al., 2012). Estudo prévio
discute que o remodelamento do tecido cardiaco ¢ um processo dindmico e normal. Esse
processo envolve a sintese e degrada¢do do coldgeno o qual a MMP-2 possui um papel
importante (Verzola, Mesquita ef al., 2006). A atividade dessa enzima ¢ necesséaria para o
turnover celular (Marqueti, Micocci et al., 2012) e crescimento do tecido, a fim de apoiar as
crescentes necessidades metabodlicas durante o exercicio (Pescatello, Franklin et al., 2004) e
obesidade (Blake, Devereux et al., 1990; Reisin e Jack, 2009).

E postulado que a modificagdo pos-traducional da MMP-2 de 72 kDa (Pr6
MMP-2) pelo estresse oxidativo ¢ um evento chave que conduz a sua ativagdo intracelular,
observada em vdrias condicdes patoldgicas, inclusive na obesidade (Viappiani, Nicolescu et
al., 2009). Um estudo prévio investigou como o ONOO" interage com o zimogénio da
Pr6 MMP-2 na auséncia ou na presen¢ca de GSH. Viappiani et al. (2009) citam que a GSH
atenua a acdo do ONOO™ sobre a ativagdo da Pro MMP-2, mostrando a acdo da GSH em
reduzir a concentragdo de ONOO™ do organismo. Por outro lado, a GSH poderia inibir a
ativacdo da MMP-2, ou ativar essa proteina de forma reversivel, efeito contrario ao do
ONOQO'. Nesse estudo, os autores observaram que o zimogénio Pro MMP-2, de 72kDa, pode

ser ativado pelo ONOO™, um sutil equilibrio entre os niveis de ONOO™ e moléculas com
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capacidade redox como a GSH intracelular pode ocorrer. Nesse mesmo trabalho, os autores
observaram que o ONOO™ aumentou a atividade da Pr6 MMP-2 em uma concentragdo de
0,31 mM ONOO’ . Contudo, altas concentragdes do ONOO™ (10 mM) promoveram
diminui¢do da atividade da enzima. A ativagdo da Pro MMP-2 pelo ONOO™ envolve a
modificagdo do residuo Cys, conservando o dominio auto-inibitério da enzima. Isso mantém a
enzima na sua forma latente de 72kDa. Quantidades equimolares de GSH atenuam a acdo do
ONOQO'’ na ativagdo da MMP-2 em sua forma latente de 72 kDa. (Viappiani, Nicolescu et
al., 2009). A interacdo entre treino e dieta hiperlipidica em nosso estudo foi capaz de
aumentar a atividade da Pr6 MMP-2 no grupo TR-H comparado ao SED-H e diminuir a GSH
no grupo TR-H comparado ao SED-H. Resultado este observado pela maior atividade da
MMP-2, o que nos mostra uma maior quantidade dessa proteina em sua forma latente de 72
kDa.

A Pr6 MMP-2 possui a acdo de degradar proteinas contrateis das células
cardiacas como a troponina I (Wang, Schulze et al., 2002), cadeia leve de miosina 1 (Sawicki,
Leon et al., 2005) e alfa-actina (Sung, Schulz et al., 2007). A degradacdo dessas proteinas que
constituem os sarcomeros dos midcitos cardiacos estdo relacionadas com doengas cardiacas
(Kandasamy, Chow et al., 2010).

Lesdes causadas por citocinas pro-inflamatoérias no coragdo estdo associadas
com o estresse oxidativo. Essas lesdes sdo causadas pelo ONOO™ por meio da ativacdo da Pro
MMP-2, promovendo degradacdo de proteinas contrateis nos cardiomidcitos. Tal efeito leva a
uma perda de funcdo contratil do tecido cardiaco (Viappiani, Nicolescu et al., 2009).

Algumas revisdes sobre MMP-2 mostram que essa enzima, ativada pelo
estresse oxidativo, além de acdo proteolitica, também estd associada a apoptose celular pela
estimulacdo de receptores B-adrenérgicos. A MMP-2 atua juntamente com o TNF-o na
inducdo da apoptose das células cardiacas. H4 evidéncias sobre o seu papel em vias
apoptoéticas de células do miocardio e de outras fungdes celulares, tanto na saide quanto na
doenga (Kandasamy, Chow et al., 2010). Tanto a degradacgdo de proteinas contrateis quanto a
sinalizacdo a apoptose celular pela MMP-2 estdo relacionadas ao estresse oxidativo nos
cardiomidcitos (Chow, Cena et al., 2007; Viappiani, Nicolescu et al., 2009; Kandasamy,
Chow et al., 2010). O exercicio fisico aumenta a utilizacdo de O,. Esse aumento também
eleva a formacgdo de radicais livres em varios tecidos do corpo. O exercicio fisico regular tem
se mostrado eficiente em melhorar as func¢des cardiovasculares em pacientes com
insuficiéncia cardiaca cronica e outras doengas cardiovasculares. O tecido cardiaco ¢ exposto

continuamente a reativos de oxigénio e de nitrogénio (Husain e Hazelrigg, 2002).
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Contudo, trabalhos anteriores (Williams, Haskell et al., 2007; Ahmadiasl,
Najafipour ef al., 2012) mostram a eficdcia do TR em aumentar as defesas antioxidantes
cardiacas. Comparando o TR ao treinamento aerdbio, foi observado que estudos com ratos
Fisher submetidos a treinamento de esteira por oito semanas mostraram maior atividade na
SOD Total, Mn-SOD, CAT e GSH no grupo treinado comparado ao sedentario indicando um
efeito cardioprotetor do exercicio contra o estresse oxidativo (Husain e Hazelrigg, 2002). Isso
mostra a eficacia do exercicio fisico em otimizar as defesas antioxidantes, mesmo em
protocolos diferentes.

Os nosso resultados mostram que o TR aumenta significativamente a atividade
enzimatica da SOD Total e Mn-SOD ¢ da GSH, indicando um efeito benéfico contra lesdes
causadas pelas EROS no tecido cardiaco (tabela 5). Entretanto, foi observado um elevado
nivel do TBARS no grupo TR-P indicando peroxidagdo lipidica no VE. O maior trabalho
realizado por esse grupo, observado pela maior carga relativa de carregamento (figura 14),
pode explicar esse resultado. Ja os baixo niveis de TBARS, observado no grupo TR-H, indica
uma adaptagdo positiva do organismo contra o estresse oxidativo, levando em consideragao o
trabalho menor realizado por esse grupo. Chegamos a essa conclusdo devido ao aumento da
atividade enzimatica da CuZn-SOD, Mn-SOD e GSH. Para a relagdo, SOD/GPx no grupo
TR-H foi menor comparado ao TR-P. Um aumento da relagio SOD/CAT no grupo TR-H ¢
devido a um aumento compensatdrio da CAT devido ao aumento da SOD.

A CAT ¢ uma enzima de defesa muito importante no organismo, atuando no
processo de diminui¢do dos niveis do peroxido de hidrogénio no organismo (Droge, 2002).
Contudo, a CAT pode ser inibida pelo radical superoxido (O77). O Oy € pequeno o suficiente
para ter acesso ao grupo heme dessa enzima, acarretando na oxidacdo da CAT quiescente
inibindo-a. Essa inibi¢do acontece por dois mecanismos. O primeiro € por uma inibi¢ao rapida
que pode ser prevenida e revertida pela SOD. A segunda ¢ pela inibi¢do lenta que pode ser
evitada, porém ndo revertida pela SOD e etanol. Assim, grande concentragdes de O, pode
levar a uma inibicdo da CAT (Kono e Fridovich, 1982). Os nossos resultados mostram
aumento significativo, mais do que o dobro, na atividade da SOD Total no grupo TR-P
comparado ao SED-P. Contudo, ndo houve modifica¢des na atividade da CAT. Nesse mesmo
grupo observamos que houve peroxidacao lipidica no VE. Acreditamos que, possivelmente, a
CAT possa ter sido inibida pelo O, o que pode ter beneficiado ao aumento dos valores do
TBARSs no grupo TR-P.

A GPx, cuja atividade ¢ dependente da disponibilidade de GSH, tem a fungao

de minimizar a forma¢do de EROS. A GPx também possui um papel importante contra a
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peroxidacdo lipidica devido a decomposi¢do de hidroperoxidos (Droge, 2002). Todavia, nao
foi observado nenhuma modifica¢ao dessa enzima em nenhuma fase do nosso estudo.

A maior atividade de algumas enzimas e da GSH se dé4 pelo aumento do EROS
produzidas pelo proprio exercicio, que estimula as defesas antioxidantes para defender o
organismo de possiveis lesdes, além do aumento da massa muscular, da eficiéncia cardiaca e
do sistema anti-inflamatorio. Claro que esses efeitos sdo dependentes do tipo de exercicio, da
intensidade e frequéncia. O aumento da ativagdo da cadeia transportadora de elétrons, da
sintese da xantina oxidase, da NADPH-oxidase, da sintese do acido latico, de catecolaminas e
do estado inflamatério pds exercicio contribui para o aumento das EROS. Esses efeitos
podem promover um efeito transitorio de aumento da atividade do sistema antioxidante
(Cruzat, 2007).

Um estudo prévio, com o objetivo de avaliar o efeito do treinamento de forga
sub-maximo em um periodo curto (um més) e longo de tempo (trés meses), sobre a fungdo
cardiaca em ratos Wistar, encontrou que a massa cardiaca e relativa do coragdo aumentaram
em ambos os grupos com periodos de tempo de treinamento. A frequéncia cardiaca basal foi
menor no grupo treinado trés meses, sendo que houve aumento do fluxo coronario em ambos
os grupos. Nao foi observado modificagdes na atividade enzimatica da SOD, GPx e CAT e
nem peroxidacdo lipidica em nenhum dos grupos, concluindo que a intensidade sub-maxima
foi adequada e segura para o tecido cardiaco (Ahmadiasl, Najafipour et al., 2012). Os
resultados do nosso estudo se diferenciam dos citados aqui, provavelmente, devido aos
protocolos estudados serem diferentes.

A nossa hipotese sobre a modulacdo positiva da MMP-2 e antioxidantes pelo
TR foi parcialmente confirmada pois, a atividade da MMP-2 Ativa ndo se modificou com
aumento da atividade somente da Mn-SOD e GSH. Contudo, observamos que a atividade das
demais isoformas da MMP-2 foram maiores para os animais obesos submetidos ao TR.
Nossa hipotese sobre a modulacdo positiva da MMP-2 e do sistema antioxidante, conforme
discutido anteriormente, foi rejeitada.

Para confirmar algumas hipdteses aqui levantadas, anélises de areas de sec¢ao
transversa, histologicas, do conteudo de colageno, de tecido conjuntivo, além outros
marcadores pr6é e antioxidantes, bem como do metabolismo cardiaco, podem iluminar as
respostas do exercicio resistido em individuos obesos com uma alimentagdo rica em gordura,
submetidas ao TR.

Todavia, o nosso estudo traz algumas implicagdes clinicas importantes. O TR

pode, potencialmente, ser um tratamento nao farmacologico eficaz para algumas condigdes
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clinicas, como doencas cardiovasculares associadas a obesidade. Em anos recentes, um
nimero crescente de ensaios clinicos e de pesquisa sdo conduzidos para elucidar possiveis
efeitos cardioprotetores do TR, tanto na reducdo de massa gorda como no aumento da massa
muscular, quanto no combate a hipertensdo e insuficiéncia cardiaca. Pacientes com esses
males, decorrentes da obesidade, possuem um mau estado clinico e uma capacidade fisica
prejudicada devido a ambas as limitacdes cardiacas e muscular. Assim, o continuo avango
cientifico nessa area podera nos direcionar a tratamentos mais adequados para a populagdo em

geral.
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8 CONCLUSAO

Concluimos que o treinamento resistido de alta intensidade, em ratos obesos,
pode ser uma ferramenta ndo farmacologica capaz de modular de forma positiva (diminuindo)
a atividade da MMP-2 e de algumas enzimas antioxidantes (aumento) como a SOD Total,
Mn-SOD e a GSH. Efeitos esses que sdo importantes para a manutengdo da saude cardiaca,
amenizando os efeitos deletérios relacionados a obesidade sobre o remodelamento do
ventriculo esquerdo, de forma experimental.

Além disso, apesar do fato que o exercicio resistido demonstrar seus efeitos
benéficos em ratos obesos em nosso trabalho, muitas questdes ainda permanecem sem
respostas. Assim, sdo necessarios estudos nesta area para avaliar os possiveis efeitos

cardioprotetores induzidos pelo exercicio resistido em individuos obesos.
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