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Abreviaturas e Simbolos

AMPc = adenosina monofosfato ciclico

BH,4 = tetrahidrobiopterina

Ca*" = calcio

C1 = grupo controle do protocolo 1

C2 = grupo controle do protocolo 2

DNA = &cido desoxirribonucléico

dP/dT + = primeira derivada temporal da pressao intraventricular positiva
dP/dT - = primeira derivada temporal da pressao intraventricular negativa
E1 = grupo exercicio do protocolo 1

EDTA = &cido etilenodiamino tetra-aceético

EL1 = grupo exercicio + L-NAME do protocolo 1

eNOS = sintase de éxido nitrico endotelial

eNOS-/- = modelo de camundongo cujo gene responsavel pela expresséo da
eNOS foi eliminado (knockouted)

FAD = flavina adenina dinucleotideo

FMN = flavina mononucleotideo

GAPDH = gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

GMPc = monofosfato ciclico de guanosina

HRP = peroxidase

HSE = elemento de choque térmico (heat shock element)

HSF1 = fator transcricional de choque térmico 1 (heat shock factor 1)
HSP = proteina de estresse térmico (heat shock protein)

Hsp72 = proteina de estresse 72 kDa (heat shock protein 72)

Hsp73 = proteina de estresse constitutiva 73 kDa (heat shock protein 73)
INOS = sintase de 6xido nitrico induzivel

INOS-/- = modelo de camundongo cujo gene responsavel pela expressao da
iINOS foi eliminado (knockouted)

ISO = isoproterenol

L1 = grupo tratado com L-NAME do protocolo 1

L2 = grupo tratado com L-NAME do protocolo 2

NADPH = nicotinamida-adenina dinucleotideo fosfato
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NCX = proteina trocadora de sédio/calcio sarcoplasmatico
NNOS = sintase de 6xido nitrico neuronal

NNOS-/- = modelo de camundongo cujo gene responsavel pela expressao da
NNOS foi eliminado (knockouteq)

NO = 6xido nitrico

NOS = enzima sintase de 6xido nitrico

L-NAME = N®-nitro-L-arginina metil éster

02" = anion superdéxido

ONOO- = peroxinitrito

PAD = pressao arterial diastélica

PAM = pressao arterial média

PAS = presséo arterial sistélica

p-eNOS®¢""""7 = isoforma fosforilada no sitio Ser1177 da eNOS
p-eNOS™*% = isoforma fosforilada no sitio Thr495 da eNOS
PKA = proteina quinase A

PKC = proteina quinase C

PKG = proteina quinase G

p-nNOS®¢"®%2 = jsoforma fosforilada no sitio Ser852 da eNOS
PSVE = presséo sistélica desenvolvida pelo ventriculo esquerdo
RyR2 = receptor de rianodina tipo 2 do tecido cardiaco

SDS = Dodecil (lauril) sulfato de sédio

SERCAZ2a = isoforma cardiaca da ATPase de Ca** do reticulo sarcoplasmatico

do tecido cardiaco.
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RESUMO

L-NAME Aumenta a Expressado de Proteinas de Estresse (Hsp72) Induzida pelo
Exercicio Fisico e Altera a Dindmica de Contracdo-Relaxamento de Cardiomidcitos
Isolados do Ventriculo Esquerdo de Ratos.

Introducao. O exercicio fisico aumenta tanto a expressdo da chaperona Hsp72
quanto a biodisponibilidade de éxido nitrico (NO) no miocardio. Estudos sugerem
que o NO modula a expressao de Hsp72, entretanto ainda ndo ha conhecimento se
o NO participa da hiperexpressao cardiaca de Hsp72 induzida pelo exercicio. A
administragdo de L-NAME, um inibidor ndo seletivo das enzimas sintase de NO
(NOS), pode causar fibrose e necrose do miocardio prejudicando a fungéo cardiaca.
Entretanto, ndo ha conhecimento se o L-NAME altera a funcéo contratil de miécitos
isolados do ventriculo esquerdo (VE). Objetivos. Os principais objetivos do presente
estudo foram: (1) investigar se o L-NAME impediria o0 aumento de Hsp72 induzido
por exercicio no VE de ratos; (2) investigar se o L-NAME afetaria a fungdo contratil
de midcitos isolados do VE de ratos. Materiais e Métodos. Ratos Wistar (70-100
dias) foram aleatoriamente distribuidos entre os dois protocolos experimentais desse
estudo. No Protocolo 1, os ratos foram divididos em quatro grupos: Controle (C1; n=
12), L-NAME (L1; n = 12), exercicio (E1; n= 13) ou exercicio+L-NAME (EL1; n = 20).
O L-NAME foi administrado na agua de beber (700 mg/L) por sete dias. Os animais
dos grupos E1 e EL1 foram submetidos a exercicio fisico em esteira (15-25 m/min,
40-60 min/sessdo) também por sete dias. O Protocolo 1 foi usado para investigar o
primeiro objetivo do estudo. No Protocolo 2, os ratos foram alocados em dois
grupos: Controle (C2; n = 8) ou L-NAME (L2; n = 8). A administracédo de L-NAME foi
igual a descrita para o Protocolo 1. O Protocolo 2 foi usado para investigar o
segundo objetivo do estudo. A técnica de Western blotting foi utilizada para
investigar as expressbes protéicas de Hsp72, NOS endotelial (eNOS), neuronal
(nNOS) e induzivel (INOS), isoformas fosforiladas da NOS (p-eNOS e p-nNOS),
isoforma cardiaca da ATPase de Ca®" do reticulo sarcoplasmatico (SERCA2a),
isoforma cardiaca do receptor de rianodina 2 (RyR2) e o trocador de sodio/célcio
(NCX) do VE. A atividade das NOSs do VE também foi medida in vitro pela
conversdo de [*H]L-arginina para [*H]L-citrulina. Miécitos isolados do VE foram
obtidos dos animais do Protocolo 2. A funcao contratil desses midcitos foi medida na
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condicdo basal para se avaliar os efeitos da administracdo de L-NAME in vivo por
curto prazo. Em seguida, a fungdo contratil também foi medida ap6s exposicéo in
vitro dos miécitos ao L-NAME (0,2 mM) para se avaliar o efeito da inibicao aguda
das NOSs. Resultados. Como era esperado o exercicio (grupo E1) aumentou a
expressao de Hsp72 (223%; p < 0,05) comparado ao grupo C1i. Entretanto, o
exercicio nao alterou a expressao das isoformas NOS e p-NOS e nao alterou a
atividade das NOSs. Por outro lado, diferentemente da expectativa inicial, o L-NAME
amplificou (p < 0,05) a expressdo de Hsp72 induzida pelo exercicio no VE dos
animais estudados (grupo EL1 vs. grupos C1, L1 e E1 = 1019%, 548% e 457%,
respectivamente). A interagéo exercicio+L-NAME (grupo EL1) também aumentou (p
< 0,05) a expressdo de p-eNOS*®*""77 (acima de 200%), que é uma isoforma

estimulatéria da eNOS, e diminuiu a expresséo de p-nNOS®"> (

em torno de 50%),
gue é uma isoforma inibitéria da nNOS, em comparacao aos grupos E1 e L1. Apesar
disso, a atividade das enzimas NOS nao foi diferente entre os grupos estudados. Na
condicao basal, cardiomidcitos do grupo L2 apresentaram maior (p < 0,05)
percentual de encurtamento (23%) e velocidade maxima de contragdao (VMC, 20%)
comparados aos cardiomidcitos do grupo C2. A expressao protéica de RyR2 e NCX
foi aumentada no VE dos animais do grupo tratado com L-NAME in vivo (RyR2 =
76% e NCX = 83% em relacdo ao grupo nao tratado com L-NAME; p < 0,05)
sugerindo remodelamento funcional desses mio6citos. A exposi¢cdo ao L-NAME in
vitro (0,2 mM) aumentou a VMC e a VM de relaxamento (MVR) dos midcitos tanto do
grupo C2 quanto do grupo L2 (grupos C2 e L2; MVC = 32% e 20%; MVR = 55% e
31%, respectivamente). Conclusao. Os resultados permitem sugerir que a
expressao de Hsp72 induzida pelo exercicio fisico independe do NO. Por outro lado,
a administracdo de L-NAME amplifica o aumento de Hsp72 induzido pelo exercicio,
aparentemente por mecanismos que independem diretamente do NO. A
administragcdo de L-NAME in vivo por curto prazo aumenta a fungdo contratil de
cardiomiocitos aparentemente via aumento compensatério de proteinas reguladoras
do Ca®" intracelular. A funcdo contratil aumentada de midcitos isolados do VE apés
inibicdo das enzimas NOS in vitro sustenta que o NO regula o acoplamento

excitacao-contragao celular.

Palavras-chave: proteina de estresse — 6xido nitrico — cardiomiocitos isolados —

contragao celular — fungédo contratil de miécitos
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ABSTRACT

L-NAME Enhances the Exercise-induced Stress Protein (Hsp72) and Affects the
Contractile Function of Left Ventricle Single Myocytes from Rats.

Background. Exercise stimulates the overexpression of the chaperone Hsp72 and
the production of nitric oxide (NO) in the myocardium. Studies suggest that NO exerts
a key role for Hsp72 expression, however, at moment it is unknown if NO regulates
the exercise-induced increase in cardiac Hsp72. The long-term treatment with L-
NAME, a non-selective NO synthase (NOS) inhibitor, causes fibrosis and necrosis in
the myocardium. However, the effects of short-term in vivo NOS inhibition by L-
NAME on the contractile function of left ventricular (LV) single myocytes also are
unknown. Purpose. This study had two aims. Firstly, to explore if the L-NAME
abolishes the exercise-induced increase in cardiac Hsp72; and secondly, to
investigate if short-term treatment with L-NAME affects the contractile function of LV
single myocytes. Methods. Male Wistar rats (70-100 days) were randomly assigned
to two Protocols. In the Protocol 1, rats were allocated in four groups: Control (C1; n
=12), L-NAME (L1; n=12), exercise (E1; n= 13) or exercise plus L-NAME (EL1; n=
20). L-NAME was administered in drinking water (700 mg/L) and rats in the exercise
groups were submitted to a treadmill running protocol (15-25 m/min, 40-60 min/set)
for 7 days. This protocol was used to investigate the first aim mentioned above. In
the Protocol 2, rats were allocated in two groups: Control (C2; n = 8) or L-NAME (L2;
n = 8). L-NAME also was administered in drinking water (700 mg/L) for 7 days. This
protocol was used to investigate the second aim mentioned above. Western blotting
were performed to examine the expression of the Hsp72, endothelial NOS (eNOS),
neuronal NOS (nNOS), inducible NOS (iNOS) and phosphorilated-NOS (p-eNOS and
p-nNOS) isoforms and the sarcoplasmic reticulum Ca?-ATPase (SERCAZ2a),
ryanodine receptor 2 (RyR2) and the Na+/Ca2+ exchanger (NCX) proteins from the
LV. The NOS activity also was measured in LV homogenates by conversion of [*H]L-
arginine to [*H]L-citrulline. LV single myocytes were obtained of rats from Protocol 2
and their contractile function was measured at baseline to assess the effects of in
vivo short-term treatment with L-NAME. Then, contractile function also was
measured after L-NAME (0.2 mM) exposure in vitro to assess the direct effect of all

NOS inhibition. Results. As expected the exercise (E1 group) increased Hsp72

17



expression (223%; p < 0.05) compared to C1 group, but the exercise alone did not
alter NOS and p-NOS expression and NOS activity. Unlike our initial expectancy L-
NAME enhanced (p < 0.05) the exercise-dependent cardiac Hsp72 expression (EL1
vs. C1, L1 and E1 group = 1019%, 548% and 457%, respectively). Despite the EL1
group increased (p < 0.05) stimulatory p-eNOS®®"""” (over 200%) and decreased
inhibitory p-nNOS®¢"®2 (around 50%) in the LV compared to both E1 and L1 groups,
the NOS activity was similar to the four groups. Regarding Protocol 2, at baseline
cardiomyocytes from the L2 group had increased (p < 0.05) fractional shortening
(23%) and maximal velocity of contraction (MVC, 20%). In the LV from the L-NAME
group the expression of the RyR2 and NCX proteins were increased (RyR2 = 76%
and NCX = 83% in relation to untreated L-NAME group; p < 0.05) suggesting
functional remodeling of ventricular myocytes. The in vitro exposure to L-NAME (0.2
mM) increased the MVC and MV of relaxation (MVR) of myocytes from both C2 and
L2 groups (MVC = 32 and 20%, MVR = 55 and 31%, respectively). Conclusions.
Our results suggest that the exercise-induced cardiac Hsp72 overexpression is not
dependent of NO, while the in vivo L-NAME treatment enhances exercise-induced
Hsp72 expression. Short-term in vivo NOS inhibition by L-NAME improves the LV
myocytes contractile function due apparently a compensatory increase of Ca**
regulatory proteins. The myocytes contractile function found improved after in vitro
NOS inhibition confirm that NO is necessary to the cardiac excitation-contraction

coupling regulation.

Keywords: heat shock protein - nitric oxide - isolated cardiomyocyte - cellular

contraction - myocyte contractile function
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1. INTRODUCAO

1.1. Heat shock protein 72: relagao com o exercicio fisico e 6xido nitrico.

A participagédo das proteinas de choque térmico ou estresse térmico (Heat
Shock Proteins - HSP) na cardioprotecdo induzida pelo exercicio, em particular a
isoforma Hsp72, tem sido amplamente investigada nas ultimas décadas. As HSPs
foram assim denominadas porque acumulo de proteinas com pesos moleculares de
70 kDa e 26 kDa foram encontradas depois que células de Droséfilas foram

submetidas ao estresse térmico (42°C) (Ritossa, 1962).

Atualmente sabe-se da existéncia de dezenas de HSPs, as quais apresentam
pesos moleculares que variam de aproximadamente 8 a 150 kDa e sao,
aparentemente, sintetizadas nas células de todos os seres vivos (Welch, 1992;
Kiang e Tsokos, 1998; Benjamin e Mcmillan, 1998; Snoeckx, 2001).

A maioria dessas proteinas €& expressa constitutivamente, ou seja, em
situaces fisioldgicas normais. Entretanto, sua expressdo também pode aumentar
em resposta ao estresse. Os eventos de estresse podem decorrer de fatores
fisiolégicos (ex: divisao e diferenciacdo celular, desenvolvimento tecidual e
estimulacdo hormonal), ambientais (ex: exposicdo a metais pesados, etanol,
antibioticos) e patoldgicos (ex: infecgdo, inflamacéo, febre e isquemia) (Kiang e
Tsokos, 1998). Uma vez que a expressao das HSPs ocorre em resposta a varios
tipos de estresse, e ndo apenas apds exposicao ao estresse térmico, sugere-se que
elas sejam denominadas de “proteinas de estresse” (Welch, 1992).

As HSPs sao chaperonas. Portanto, facilitam o processo de organizacao
conformacional de proteinas nascentes, previnem a desnaturagéo de proteinas sob
condicbes de estresse e reparam proteinas que, por algum motivo, estejam
funcionalmente comprometidas (Benjamin e Mcmillan, 1998). A expressdao de HSPs
€ essencial para a manuteng¢ao da vida das células, face aos danos morfol6gicos,

bioquimicos e funcionais causados pelos diversos eventos de estresse.

As HSPs mais abundantes em eucariotas e mais amplamente estudadas séo
as isoformas da familia Hsp70. Essa familia apresenta quatro isoformas: Hsp72,
Hsp73, GRP75 e GRP78 (Kiang e Tsokos, 1998; Snoeckx, 2001). A sigla GRP é a
abreviacao de Glucose Regulated Protein, ou seja, Proteina Regulada por Glicose.
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A Hsp73 é conhecida como Hsp70 constitutiva porque geralmente nao é
hiperexpressada apés eventos de estresse. A GRP75 € encontrada em mitocondrias
e a GRP78, também conhecida como BiP (abreviacdo de Binding Protein), é
encontrada no lumen do reticulo endoplasmatico (Kiang e Tsokos, 1998; Snoeckx,
2001). A Hsp72, também conhecida como Hsp70 induzivel ou simplesmente Hsp70i,
€ a Uunica isoforma da familia Hsp70 que é expressa exclusivamente ap6s eventos

de estresse significativos (Kiang e Tsokos, 1998).

A Hsp72 é altamente induzida pelo exercicio fisico nos musculos cardiaco
(Locke et al., 1995 a e b; Skidmore et al., 1995; Powers et al., 1998; Noble et al.,
1999; Demirel et al., 2001; Powers et al., 2001; Lunz et al., 2006) e esquelético
(Skidmore et al., 1995; Smolka et al., 2000). A magnitude dessa expressao € similar
aquela observada apds o estresse térmico (Locke et al., 1995b; Skidmore et al.,
1995).

Previamente a um evento de estresse, as Hsp72 estdo ligadas ao fator
transcricional de choque térmico 1 (heat shock factor 1 - HSF1) no citosol. Esta
condicdo mantém o HSF1 em um estado inativo. Porém, depois de um episodio de
estresse, as Hsp72 se dissociam do HSF1. As Hsp72 ficam livres para agirem como
chaperona, enquanto que o HSF1 é fosforilado (trimerizado) pela proteina quinase C
(PKC). O HSF1 é entdo conduzido ao nucleo celular onde se liga ao elemento de
choque térmico (heat shock element - HSE) situado na regidao promotora do DNA, o
qual responde com a transcricdo de RNAm-Hsp72 (Morimoto, 1993; Kiang e Tsokos,
1998). A Figura 1 ilustra o classico mecanismo descrito na literatura para expressao
das Hsp70.

Entretanto, existem sugestdes de que, ao menos em relagdo a expressao de
Hsp72 induzida pelo exercicio fisico, 0 mecanismo possa ser diferente. De fato, em
uma sequéncia de estudos, Melling e colaboradores (2004, 2006, 2007 e 2009)
investigaram os mecanismos de expressdao da Hsp72 dependente do exercicio
fisico. Os autores concluiram que a proteina quinase A (PKA), e ndo a PKC, estaria
envolvida nesse processo. Além disso, outros estudos tém mostrado que a
expressdao da Hsp72 é modulada por eventos mais complexos que os até entao
sugeridos (Winegarden et al., 1996; Staib et al., 2009).
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Figura 1. Mecanismo de indugédo de Hsp70 apds eventos de estresse.

O HSF residente no citosol esta inativo quando ligado a Hsp. Apés estresse, o HSF se separa da
Hsp, a qual fica livre para atuar como chaperona. Os HSFs, por sua vez, sdo fosforilados por
proteinas quinases e formam “frimers” no citosol que, em seguida, entram no nicleo para se ligarem
ao HSE localizado no DNA. O RNAmM-HSP ¢é transcrito e direciona-se do nucleo para o citosol,
permitindo o aument da sintese de Hsp. As novas HSPs contribuirdo para a manutencao das fungdes
celulares. Os HSFs também retornam para o citosol e ligam-se novamente as HSPs, voltando a sua
forma inativa - Este modelo foi adaptado de Kiang & Tsokos (1998).

O aumento da expressdo de Hsp72 no musculo cardiaco de ratos
correlaciona-se positivamente com a prevencao e recuperagcbes funcional e
metabdlica do miocardio apds eventos de hipoxia e isquemia-reperfusédo, e
correlaciona-se inversamente com o tamanho e frequéncia de lesées no miocardio
apoés infarto (Mcgrath et al., 1995; Plumier et al., 1995; Robinson et al. 1995; Hutter
et al. 1996; Martin et al., 1997; Nakano et al., 1997; Amrani et al., 1998; Benjamin e
Mcmillan, 1998; Noble et al., 1999; Powers et al., 2001). De maneira geral, a
expressdo de Hsp72 e as avaliagdes funcionais sdo obtidas 24 horas apds os
animais serem submetidos ao estresse térmico in vivo (42°C por 15 min).

Em um trabalho de revisdo, Snoeckx et al. (2001) apresentaram varios outros

estudos em que o pré-tratamento de ratos com estresse térmico aumentou a sintese
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cardiaca de Hsp72 que, por sua vez, associou-se a uma melhor preservacédo da
morfologia das mitocdndrias e dos niveis de ATP e fosfocreatina. Mais incisivos sdo
os resultados obtidos de camundongos que hiperexpressam Hsp72, em que se
evidencia reducdo do tamanho do infarto apds isquemia-reperfusdo (Hutter et al.,
1996).

Acredita-se que o aumento da Hsp72 induzido pelo exercicio fisico ou
estresse térmico seja o principal mecanismo responsavel pela prevencao, reducéo
do dano e recuperacdo das fungbes contratii e metabdlica do miocardio apds
eventos de isquemia-reperfusao (Locke et al.,, 1995 a e b; Skidmore et al., 1995;
Amrani et al., 1998; Powers et al., 1998; Noble et al., 1999; Demirel et al., 2001;
Powers et al., 1998 e 2001).

Entretanto, até o presente momento o0s mecanismos moleculares
responsaveis pela hiperexpressdo de Hsp72 em resposta ao exercicio fisico ainda
ndao foram esclarecidos. A compreensdo desse fenbmeno € importante para
contribuir no mapeamento das vias moleculares de cardioprotecdo induzidas pelo
exercicio fisico. Consequentemente auxiliara na elaboracdo de medicamentos que
mimetizem os efeitos do exercicio fisico ao coracdo e, desta forma, beneficiara

pessoas incapacitadas para a pratica de exercicio.

Entretanto, considerando-se que o exercicio fisico altera varios eventos

fisiolégicos, a exata compreensdo desse fenébmeno néo sera facilmente alcancada.

Varios eventos fisioldégicos que também sdo modulados pelo exercicio tém
sido positivamente associados a expressdo aumentada de Hsp72 e, em tese,
poderiam estar envolvidos na inducdo de Hsp72 dependente do exercicio. Os
principais exemplos sdo os aumentos da temperatura corporal (Taylor et al., 1999;
Hamilton et al., 2001; Harris e Starnes, 2001; Kim et al., 2004; Staib et al., 2007 e
2009), do estresse mecéanico (Hernando e Manso 1997), da producao de radicais
livres (Benjamin e McMillan, 1998; Nishizawa et al., 1999; Gonzalez e Manso 2004)
e do Ca* intracelular (Duncan et al 1997; Kiang et al. 1994; Benjamin e McMillan,
1998; Eickelberg et al. 2001; Kiang et al., 2002), a hiperestimulagdo adrenérgica
(Paroo e Noble, 1999; Maloyan e Horowitz, 2002), a deplecdo dos estoques de
glicogénio e ATP intracelular (Why et al., 1994; Winegarden et al., 1996; Benjamin e
McMillan, 1998; Febbraio e Koukoulas, 2000), a reducdo do pH intracelular
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(Neuhaus-Steinmetz et al., 1996) e 0 aumento da ativacdo de receptores hormonais
androgénicos (Milne et al., 2006).

Apesar das muitas possibilidades fisiolégicas, o mecanismo molecular
responsavel pelo aumento de Hsp72 induzido pelo exercicio fisico permanece

indeterminado.

Malyshev et al. (1995 e 1996) observaram que o estresse térmico aumentou a
producédo de o6xido nitrico (NO) no coracdo e em varios outros 6rgaos de ratos. O
aumento de NO associou-se positivamente com o aumento da expressédo de Hsp72.
Além disso, a expressao cardiaca de Hsp72 dependente do estresse térmico foi
atenuada em 45% quando a sintese de NO foi farmacologicamente inibida.
Posteriormente, evidenciou-se em cultura de células do musculo liso vascular que a
ativacdo do HSF1 seguida pela expressdo de Hsp72 era dependente de NO (Xu et
al., 1997). Na sequéncia, resultado similar foi encontrado em células epiteliais do
intestino humano (784 cells) (Kiang et al., 2002), uma vez que apds inibicdo da
producdo do NO com o farmaco N“-nitro-L-arginina os pesquisadores encontraram
inibicao da transcricdo de mRNA-Hsp72 e da expresséao de Hsp72.

De fato, tem sido mostrado que o NO ativa proteinas quinases (ex: PKA e
PKC) (Vila-Petroff et al., 1999; Balafanova et al., 2002; Kiang et al., 2002; Massion et
al., 2003; Seddon et al., 2007), as quais estdo envolvidas na expressdo de Hsp72
(Morimoto, 1993; Kiang e Tsokos, 1998; Kiang et al., 2002; Melling et al., 2004 e
2006). Além disso, o NO também € um radical livre e sua produgdo aumenta, entre
outros, ap6s eventos como o estresse térmico (Malyshev et al., 1995 e 1996) e
aumentos do Ca?* intracelular (Kiang et al., 2002) e contratilidade cardiaca (Kaye et
al 1996). Estes mesmos eventos ja foram positivamente associados com o aumento
da expresséo de Hsp72.

Atualmente, sabe-se que o NO é produzido por praticamente todas as células
cardiacas (Massion et al., 2003; Seddon et. al., 2007). O exercicio fisico realizado
por alguns dias ou semanas também aumenta a biodisponibilidade cardiaca de NO
por mecanismos que incluem aumento da expressao e atividade de enzimas
sintases de NO (NOS) (Zhang et al. 2007; Grijalva et al. 2008) e o aumento do NO
derivado do endotélio de artérias coronarias via forga tangencial exercida pelo fluxo
sanguineo sobre a superficie do endotélio (estresse de cisalhamento ou shear
stress) (Kingwell, 2000; Duncker e Bache, 2008).
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Dessa forma, a hipétese formulada nesse estudo é de que o NO estaria
envolvido na cascata de eventos que determina o aumento de expressao de Hsp72
induzido pelo exercicio no miocardio de ratos. Até a presente data ndo foram
encontrados estudos que tenham testado essa hipotese.

E necessario pontuar que o NO é um gas sollvel com meia vida de apenas
alguns segundos, mas com ampla acao sinalizadora intra e intercelular (Seddon et
al., 2007). No organismo de vertebrados ele é produzido por enzimas NOS a partir
do aminoacido L-arginina e na presenca dos cofatores oxigénio e nicotinamida-
adenina dinucleotideo fosfato (NADPH). As NOSs também estao ligadas de forma
relativamente estavel aos cofatores flavina adenina dinucleotideo (FAD), flavina
mononucleotideo (FMN), a um grupo heme (ferro protoporfirina 1X) e a
tetrahidrobiopterina (BH4). Esses cofatores permitem que elétrons sejam
aproveitados do NADPH e que a reacao que converte L-arginina e oxigénio em NO e
L-citrulina seja catalizada. A interacao da proteina calmodulina com a NOS também
€ importante para acelerar a transferéncia de elétrons do NADPH para o dominio
redutase da NOS, e a interacdo Ca®-calmodulina é importante para ativar as
isoformas endotelial (eNOS) e neuronal (nNOS) das NOSs. A Figura 2 apresenta
um esquema resumido que ilustra a producédo de NO por uma enzima NOS a partir
do substrato L-arginina.

A importancia fisiologica do NO foi evidenciada a partir dos estudos
produzidos por Robert F. Furchgott, Louis J. Ignarro e Ferid Murad, os quais foram
premiados em 1998 com o prémio Nobel em fisiologia ou medicina (Alderton et al.,
2001).

A acao fisioldgica classica do NO refere-se a sua participacdo direta no
relaxamento do musculo vascular dependente do endotélio. Os mecanismos para a
ocorréncia desse fendbmeno sao iniciados principalmente pela interacdo da
acetilcolina com receptores muscarinicos ou via liberacdo intracelular de Ca®
decorrente do estresse de cisalhamento na parede vascular. Esses eventos
sinalizam para o aumento da producao de NO (Seddon et al., 2007). O NO, por sua
vez, sinaliza para a enzima guanilil ciclase catalisar a formagdo de monofosfato
ciclico de guanosina (GMPc) a partir da guanosina trifosfato (GTP) (Seddon et al.,
2007). Sugere-se que o GMPc promove o relaxamento do musculo vascular por
duas vias: (1) modulagdo dos niveis de adenosina monofosfato ciclico (AMPc); (2)
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ativacao da proteina quinase G (PKG) que fosforila a troponina | e dessensibiliza os
miofilamentos cardiacos ao Ca?* (Massion et al., 2003).

MNADFH
L-arginina
Ot
NADF+
H+
L-citrulina
redutase
NO

Figura 2. Producédo de NO via enzimas NOS.

Os eletrons (e-) sdo doados pela NADPH para o dominio redutase da enzima NOS e carreados por
FAD e FMN para o dominio oxigenase onde interagem com ferro (Fe) do grupo heme e com o BH,. A
reacdo do oxigénio com L-arginina é catalizada gerando citrulina e NO. O fluxo de elétron através do
dominio redutase requer a interagdo da Ca*/Calmodulina (Ca®*/CaM) - Adaptado de Alderton et al.
2001.

Existem trés isoformas NOS, as quais foram identificadas, descritas, clonadas
e purificadas entre 1989 e 1994 (Alderton et al., 2001), sendo elas: 1) NOS neuronal
(NOS1 ou nNOS); 2) NOS induzivel (NOS2 ou iNOS); 3) NOS endotelial (NOS3 ou
eNOS). Embora as nNOS e eNOS tenham sido inicialmente denominadas como
NOS constitutivas (cNOS) para que fossem diferenciadas da iINOS, sabe-se
atualmente que as trés isoformas NOS podem ser induzidas, e, dependendo do
tecido ou tipo celular, as trés isoformas podem ser constitutivas (Alderton et al 2001).
As cNOS, entretanto, podem ser moduladas por Ca?* intracelular (a0 menos para
isoformas humano), enquanto a iINOS nio parece depender do Ca?* intracelular e,

geralmente, é induzida por eventos inflamatérios (Alderton et al 2001).
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Apesar da nomenclatura, essas enzimas podem ser constitutivamente
expressas em diferentes tecidos. Por exemplo, a eNOS é encontrada em células do
endotélio vascular e nos musculos cardiaco e liso. A nNOS é encontrada no cérebro,
algumas visceras e nos musculos esquelético e cardiaco. A INOS € encontrada em
células endoteliais, inflamatérias e cardiacas (Seddon et al., 2007).

Especificamente no coracdo, as cNOS sao encontradas em diferentes
localiza¢des subcelulares. No cardiomiécito a eNOS esta localizada principalmente
em regides conhecidas como cavéolas, que sdo pequenas invaginagdes da
membrana plasmatica de formato vesicular. A eNOS também ja foi encontrada
associada aos receptores de rianodina (RyR). Quando se considera a estrutura
cardiaca como um todo, a eNOS é encontrada em maior quantidade em células
endoteliais dos vasos coronarianos e do endocardio (Seddon et al., 2007).

A nNOS esta localizada no reticulo sarcoplasmatico dos cardiomiécitos, e
também ja foi encontrada acoplada a proteinas do sarcolema (Seddon et al., 2007).
Recentemente, em camundongos que hiperexpressam a nNOS, constatou-se que a
nNOS interage com a importante proteina envolvida na recaptagdo de Ca®
intracelular denominada ATPase de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico (SERCA), e
também com canais de Ca** do tipo L, um importante tipo de canal envolvido na
entrada de Ca®* para a contragdo muscular (Burkard et al., 2007).

A localizacdo da nNOS no reticulo sarcoplasmatico tem permitido especular
que o NO derivado dessa enzima possa agir sobre proteinas moduladoras da
liberacdo e recaptacdo do Ca?* intracelular (ex: SERCA, fosfolambam, RyR e canais
de Ca® tipo L). As nNOS também sdo encontradas em nervos cardiacos

autondmicos (Massion et al., 2003; Seddon et al., 2007).

A INOS também é encontrada no coracdo, principalmente em células
endoteliais e, como ja mencionado anteriormente, € hiperexpressada em situacdes
de inflamagéo tecidual (Seddon et al., 2007) moduladas por citocinas inflamatérias
(Massion et al., 2003).

Em relacdo a hipétese desse estudo, ja previamente mencionada, pode-se
especular que se a expressdao de Hsp72 em resposta ao exercicio fisico for
modulada pela liberacdo de NO, numa intervencdo em que se inibe a producao de
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NO durante o treinamento fisico espera-se uma menor expressao cardiaca de
Hsp72.

A inibicao in vivo da produgdo de NO pode ser feita com o farmaco N*-nitro-L-
arginina metil éster (L-NAME), um andlogo da L-arginina que compete pelo sitio de
ligacdo da L-arginina localizado nas isoformas NOS e, dessa forma, inibe de forma
nao seletiva a producao de NO por todas as isoformas NOS (Southan e Szabd,
1996).

Entretanto, uma consequéncia da administracdo de L-NAME por vérios dias
ou semanas € a inducado de lesdes cardiovasculares caracterizadas por fibrose e
necrose principalmente na regido do subendocardio ventricular (Moreno et al., 1995,
1996 e 1997; Oliveira et al., 2000; Coelho-Filho et al., 2001; Sampaio et al., 2002;
Neves et al.,, 2006). Como tais lesées poderiam confundir a interpretacdo dos
resultados, uma vez que o estresse patolégico induz a sintese de Hsp72 (Kiang e
Tsokos, 1998), uma forma de minimizar a incidéncia de lesdes cardiovasculares

induzidas pelo L-NAME ¢é realizando estudos de curta duragao.

Além disso, alguns estudos tém mostrado que a administracao crénica de L-
NAME em ratos ou camundongos pode induzir aumento compensatério das
isoformas NOS ou aumento da atividade das NOSs em varios tecidos (Miller et al
1996; Henningsson et al 2000; Coelho-Filho et al 2001; Darblade et al 2001;
Bernatova et al 2007) incluindo o miocardio (Sampaio et al 2002; Suda et al 2002;
Zaobornyj et al 2009).

Dessa forma, para se determinar a hipotética participacdo do NO na
expressao da Hsp72 induzida pelo exercicio fisico é importante mensurar tanto a
expressdo como a atividade das NOS no coragdo dos animais submetidos ao
estresse fisico.
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1.2. Contracao-relaxamento de cardiomiocitos isolados: relacao com o éxido

nitrico.

Atualmente sabe-se que o NO participa de varios outros eventos fisioldgicos
aléem do classico mecanismo de vasodilatacdo vascular como, por exemplo, na
imunorregulacdo e captacado de glicose pelo miécito. No musculo cardiaco o NO
participa da supressdo da sintese de colageno, do crescimento e sobrevivéncia
celular, do metabolismo de substratos e, também, da contracdo muscular (Kolpakov
et al., 1995; Cao et al., 1997; Kingwell, 2000; Seddon et al., 2007; Xavier-Vidal et al.,
2003).

Como anteriormente apresentado, praticamente todas as células cardiacas
expressam as enzimas NOS (Kingwell, 2000; Massion et al., 2003; Seddon et al.,
2007) e a inibicao in vivo do NO promove lesdes no coracdo com consequente
reducdo da funcdo -cardiaca quando avaliada em preparacdes isoladas,
evidenciando a importancia fisioldgica do NO.

Além desse prejuizo contratil induzido por lesbes, os resultados obtidos apés
inibicdo aguda da producado de NO em preparagdes de coragdes isolados ou apds
reducdo da oferta de NO em cardiomidcitos isolados permitem sugerir que o NO
também modula diretamente a resposta inotrépica e lusitropica, a resposta a B-
adrenérgicos e a relacao forga-frequéncia (Seddon et al. 2007).

Entretanto, os resultados s&o bastante contraditérios (Massion et al., 2003;
Sedon et al 2007) e, desta forma, ainda ndo é possivel afirmar o real efeito do NO
sobre o acoplamento excitacdo-contracao de cardiomiécitos isolados. Em midcitos
cardiacos isolados o0 que se evidencia mais frequentemente sao efeitos inotrépico
negativo e lusitropico positivo induzidos pelo NO (Georg e Kottenberg, 1999;
Massion et al., 2003), mas varios estudos mostram resultados opostos a estes (Khan
et al., 2003; Martin et al., 2006; Wang et al., 2008).

A causa dos dados divergentes pode estar relacionada aos modelos de estudo.
A maioria dos estudos que investiga os efeitos da inibicdo das NOSs na contracéo
de cardiomidcitos isolados foi conduzido em camundongos knockout para 0s genes
eNOS e nNOS (Belevych e Harvey, 2000; Gddecke et al 2001; Ashley et al 2002;
Barouch et al 2002; Khan et al 2003; Sears et al 2003; Martin et al 2006; Wang et al
2008). O termo knockout € usado para descrever a eliminacdo de um gene
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especifico via manipulagdo genética de camundongos. Geralmente, o gene
eliminado é descrito seguido pelo simbolo -/- (ex: NNOS-/-).

De fato, alguns estudos tém mostrado que cardiomiocitos de camundongos
NNOS-/- (Ashley et al., 2002; Martin et al., 2006) e eNOS-/- (Wang et al., 2008;
Barouch et al., 2002; Khan et al., 2003) apresentam maior contratilidade. Por outro
lado, outros estudos evidenciaram que cardiomiocitos de camundongos NNOS-/- tem
menor contratilidade (Barouch et al., 2002; Khan et al., 2003) e cardiomidcitos de
camundongos eNOS-/- ndo apresentam qualquer alteragdo contratil (Martin et al.,
2006; Godecke et al., 2001; Belevych e Harvey, 2000). Alguns estudos com
camundongos NOS-/- também evidenciaram que a auséncia dessas enzimas tem
impacto na modulagdo do Ca®* intracelular (Khan et al., 2003; Sears et al., 2003;
Wang et al., 2008), mas essa resposta nao foi observada por outros pesquisadores
(Godecke et al., 2001; Belevych e Harvey, 2000).

Apesar da importancia desse modelo de camundongo, evidencia-se que a
eliminacdo do gene eNOS, nNOS ou iINOS isoladamente apenas extingue a
producdo de NO daquele gene. Ou seja, a eliminacdo de um gene nao elimina
completamente a producdo de NO, e ainda ndao se sabe claramente qual a
magnitude da producado de NO no miocardio por cada isoforma NOS. Por exemplo,
no cardiomiécito a eNOS aparentemente tem maior participagdo por via paracrina,
uma vez que a maior produgdo de NO ocorre no endotélio microvascular
coronariano, enquanto que a nNOS teria maior participagdo por via autécrina, em
consequéncia de sua localizacao intracelular (Seddon et al., 2007).

Os coragdées de camundongos knockout também apresentam densidade
aumentada de receptores [-adrenérgicos (Barouch et al., 2002), o que
evidentemente confunde a interpretacdo dos resultados. Gdédecke et al (2001)
encontraram aumento de 50% para a densidade de receptores B-adrenérgicos no
coracao de camundongos eNOS-/-.

Além disso, ndo é possivel afirmar que a delecdao de um determinado gene
seja indcuo para outras fungdes fisioldgicas e moleculares (Barouch et al., 2002;
Sears et al., 2003).

Outra estratégia para inibicdo das NOSs é por via farmacolégica como, por

exemplo, o L-NAME. A manipulagdo do L-NAME permitiria investigar pelo menos
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duas questbes: (1) se as respostas contrateis de cardiomiécitos isolados sao
alteradas apos inibigéo in vivo das NOSs; e (2) se a inibicdo farmacoldgica in vitro de

todas as isoformas NOS altera as respostas contrateis dos cardiomiocitos isolados.

Entretanto, ndo se pode desconsiderar que o uso do L-NAME in vivo também
pode apresentar limitagbes como inducdo de lesdes cardiacas e aumento
compensatério da producao de NO, como ja previamente mencionado. Em relacao a
isso, resultados referentes a contratilidade dos cardiomidcitos isolados apds
tratamento in vivo com L-NAME poderiam representar apenas respostas induzidas
pelo remodelamento funcional dos cardiomiécitos, e ndo respostas caracterizadas
pela menor producdo de NO. Dessa forma, num desenho experimental em que se
utilize o L-NAME in vivo para inibir a producao cardiaca de NO torna-se importante
mensurar a expressao de proteinas envolvidas na regulacado contratil para, dessa
forma, avaliar o hipotético remodelamento funcional dos cardiomiécitos induzido pelo
L-NAME.

Por outro lado, diferentemente dos cardiomiécitos de camundongos knockout
que apenas tém permitido conhecer as respostas contrateis na auséncia de uma
isoforma NOS especifica, a administragdo do L-NAME in vitro permitiria esclarecer
mais precisamente o efeito da inibicio das NOSs na funcdo contratii dos
cardiomidcitos isolados.

Até o presente momento ndo foram encontrados estudos que tenham
investigado os efeitos do tratamento com L-NAME in vivo na resposta contratil de
cardiomiécitos isolados ou, ainda, que tenham investigado os efeitos da inibicao
aguda das NOSs via L-NAME in vitro na resposta contratil de midcitos cardiacos

isolados.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Investigar se o tratamento de curta duracdo com L-NAME, um inibidor nao
seletivo das enzimas NOS, é capaz de inibir a expressao da proteina de estresse
Hsp72 induzida pelo exercicio fisico e se é capaz de alterar a dindmica de
contracéo-relaxamento de cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo (VE) de
ratos Wistar.

2.2 Objetivos especificos:

a) Investigar se o tratamento com L-NAME por curto prazo (7 dias) é capaz de inibir
a expresséao de Hsp72 induzida pelo exercicio fisico no VE de ratos Wistar;

b) Investigar se as intervengées com L-NAME e exercicio fisico de curto prazo (7
dias) sdo capazes de alterar a atividade e expressoes das NOS total (eNOS, nNOS
e INOS) e isoformas fosforiladas (p-eNOS™™*% e p-eNOS®*"”7: p-nNOS®*"®?) do VE
de ratos Wistar;

¢) Investigar se o tratamento com L-NAME de curto prazo (7 dias) é capaz de alterar
a dindmica de contragdo-relaxamento de cardiomiécitos isolados do VE de ratos
Wistar;

d) Investigar se a inibicdo aguda in vitro das NOSs em cardiomidcitos isolados do VE
de ratos Wistar tratados e né&o tratados com L-NAME por curto prazo (7 dias) pode

alterar as respostas contrateis;

e) Investigar se o tratamento com L-NAME de curto prazo (7 dias) é capaz de alterar
a expressdo de proteinas envolvidas na modulagdo do Ca?* intracelular (SERCA2a,
RyR2 e trocador Na*/ Ca?*) do VE de ratos Wistar;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 - Animais de experimentacdao — Ratos Wistar com 70 a 100 dias de vida
participaram do desenho experimental. Os animais foram alojados em gaiolas
coletivas (n = 4 a 5 por gaiola), receberam agua e ragéo ad libitum e foram mantidos
em ambiente com temperatura entre 22-26°C e regime de 12h/12h claro/escuro. Os
pesos dos animais foram obtidos no inicio e final do experimento. Todos os
procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica para Uso de
Animais de Experimentagdo Cientifica da Universidade Federal do Espirito Santo
(Protocolo: 003/2009).

3.2 - Protocolos experimentais — Foram realizados 2 protocolos experimentais
para atender os objetivos propostos, aqui denominados de Protocolos 1 e 2. O
Protocolo 1 foi delineado para avaliar os efeitos do exercicio fisico e do tratamento
com L-NAME sobre a hemodinamica e para obtencédo de fragmentos do VE para
posterior andlise das proteinas de interesse e atividade das NOS. O Protocolo 2 foi
delineado para avaliar os efeitos do tratamento com L-NAME nas respostas de
contratilidade-relaxamento de cardiomiécitos isolados do VE. O detalhamento

metodoldgico dos Protocolos 1 e 2 estdo apresentados na sequéncia.

3.2.1 - Protocolo 1
3.2.1.1 - Grupos experimentais
Foram constituidos 4 grupos de animais:

1) Grupo Exercicio (E1; n = 13) - animais submetidos ao exercicio em esteira, mas

nao ao tratamento com L-NAME;

2) Grupo L-NAME (L1; n = 12) - animais submetidos ao tratamento com L-NAME,

mas nao ao exercicio;

3) Grupo Exercicio + L-NAME (EL1; n = 20) - animais submetidos ao exercicio em

esteira e ao tratamento com L-NAME, concomitantemente;

4) Grupo Controle (C1; n=12) - animais que nao foram submetidos ao exercicio ou
tratamento com L-NAME;
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3.2.1.2 — Protocolo de Exercicio

Uma semana antes do inicio do protocolo de exercicio, os ratos foram
submetidos a uma sesséo de exercicio em esteira especifica para roedores (10 min;
15 m/min) para avaliar a predisposi¢cado a corrida. Apds isso, todos os animais que
completaram o protocolo foram aleatoriamente distribuidos entre os 4 grupos,

conforme mencionado no tépico anterior.

Apdbs a semana de selecao e distribuicdo dos animais, os ratos dos grupos E1
e EL1 foram submetidos a 7 dias de exercicio aerébico progressivo em esteira (sem
inclinagdo). O protocolo de exercicio consistiu de 1 sessao diaria, duragdo entre 40-
60 min/sessao e intensidade de 15 a 25 m/min, conforme segue: Dia 1) 15 m/min por
60 min; Dia 2) 18 m/min por 60 min; Dia 3) 20 m/min por 40 min; Dia 4) 20 m/min por
60 min; Dia 5) 22,5 m/min por 40 min; Dia 6) 22,5 m/min por 60 min; Dia 7) 25 m/min
por 60 min.

Este protocolo se caracteriza como predominantemente aerébico (Pilis et al.,
1993) e foi assim estabelecido porque ao menos trés turnos de exercicio sao
recomendados para indugdo significativa de Hsp72 no VE de ratos (Locke et al.,
1995). O presente protocolo foi adaptado de Hamilton et al. (2003) e ajustado a partir
de um estudo piloto em que a progressao intensidade-duragao respeitou o limite de

tolerancia dos animais ao exercicio fisico.

3.2.1.3 - Administracao de L-NAME

Os grupos L1 e EL1 foram tratados com L-NAME (700 mg/L) (Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, USA) dissolvido na agua de beber por 7 dias consecutivos.
Concentragdes similares de L-NAME sao habitualmente utilizadas (Ribeiro et al.,
1992; Darblade et al., 2001) sendo suficientes para inibir em aproximadamente
100% a atividade das NOSs (Pfeiffer et al., 1996; Taylor et al., 2007). Em um estudo
piloto realizado previamente ao inicio desse experimento, dentre 3 diferentes
concentragbes de L-NAME (300, 500 e 700 mg/L) experimentadas, apenas a
concentragdo de 700 mg/L foi capaz de aumentar a pressao sanguinea ao final de 7
dias. O aumento da pressao sanguinea é considerado um marcador da inibicdo das
NOSs (Ribeiro et al 1992). A ingestdo de agua em cada gaiola foi medida

diariamente, permitindo estimar o consumo médio de agua e L-NAME por animal.
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3.2.1.4 - Medida direta da pressao arterial e contratilidade do ventriculo
esquerdo

Ao final do sétimo dia de intervencdo com L-NAME e exercicio (entre 20 e 24h
apods ultima sessdo) os animais foram anestesiados (cetamina: 90 mg/kg, a 10%;
xilazina: 10 mg/kg, a 2%) e submetidos a cirurgia de implantacdo de um catéter de
polietileno 50 (P50) na artéria carétida direita. Em seguida a presséao arterial sistolica
(PAS), diastdlica (PAD) e média (PAM) foram obtidas conectando-se o cateter a um
transdutor de pressdo (TRA021, LSI, Letica Scientific Instruments, Espanha)
acoplado a um sistema de aquisicao de dados (Powerlab 4 sp, modelo sp 4922,
ADInstruments, Australia) e transmitido a um computador onde as medidas foram
registradas e processadas (Software Chart 5.5.1). Em seguida, o cateter foi
direcionado para o VE para registro da presséo sistdlica desenvolvida pelo VE
(PSVE), da presséao diastélica final do VE e obtencéo da primeira derivada temporal
da pressao intraventricular positiva (dP/dT+) e negativa (dP/dT+). A freqiéncia
cardiaca foi determinada pelo numero de sistoles por minuto observada no registro
da presséo arterial pulsatil.

3.2.1.5 - Eutanasia

Apés o cateterismo cardiaco os animais foram eutanasiados e o coragéo e
visceras de interesse foram obtidos e pesados em balanga de precisdo. A tibia
direita foi obtida e medida com auxilio de um paquimetro. Fragmentos do VE foram
imediatamente congelados em nitrogénio liquido e, em seguida, armazenados em
freezer -80°C para posterior andlise da expressao de proteinas de interesse e
atividade das NOSs.

3.2.2 - Protocolo 2
3.2.2.1 - Grupos experimentais
Foram constituidos 2 grupos experimentais:

1)  Grupo L-NAME (L2; n = 8) - animais submetidos ao tratamento com L-NAME
por 7 dias;
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2) Grupo Controle (C2; n = 8) - animais ndo tratados com L-NAME nos 7 dias de

experimento;

3.2.2.2 - Administracao de L-NAME

O protocolo de administracdo de L-NAME para o grupo L2 é o mesmo do grupo
L1, conforme descrito no tépico 3.2.1.3.

3.2.2.3 — Eutanasia e isolamento de cardiomiécitos do ventriculo esquerdo

Ao final do experimento os animais foram eutanaziados por deslocamento
cervical. Os coracbes foram rapidamente removidos e lavados com solucdo de
isolamento contendo 750 uM de CaCl, para remover o excesso de sangue. A artéria
aorta foi canulada retrogradamente em Langendorff e o coracdo perfundido com
solucdo de isolamento em um fluxo constante para limpeza dos vasos coronarios.
No momento em que 0 coragado passou a contrair forte e regularmente a perfuséo foi
trocada por uma solugdo livie de Ca®* contendo 0,1 mM de &cido etileno glicol
tetracético [EGTA - ethylene glycol-bis (B-aminoethyl ether)-N,N,N’,N’-tetraacetic
acid] durante 4 minutos para deplecdo do Ca?* cardiaco e separacdo dos discos
intercalares. Em seguida, o coracao foi perfundido com solucao 100 uM de CaCl,
contendo 1 mg/ml de colagenase (Worthington Tipo Il) durante 25 a 30 minutos, para
o rompimento das fibras colagenas.

Ao final da perfusdo os ventriculos foram separados dos atrios. O ventriculo
direito foi removido e o VE aberto através do septo interventricular. Ressalta-se que
os ventriculos foram pesados, mas por causa da hiperhidratagdo cardiaca poés-
perfusdo esses resultados foram desconsiderados. Os musculos papilares e o tecido
conectivo foram removidos da superficie do endocéardio. Amostras do VE foram
colocadas separadamente em frascos contendo solugcdo enzimatica (colagenase)
suplementada com 1% de albumina bovina. Os midcitos foram dispersos através de
agitacdo moderada dos frascos em “banho-maria” a temperatura de 37°C. As
amostras foram oxigenadas (oxigénio a 100%). Apds 5 minutos de agitacado, as
células foram separadas por filtracdo e centrifugacdo por 30 segundos. O

sobrenadante foi removido e as células ressuspendidas em solucao de 750 uM de
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CaCl,. Esse processo foi repetido duas vezes. As células foram armazenadas em
placas de Petri a 5°C para, na sequéncia, serem utilizadas.

As solucgdes utilizadas para o isolamento dos midcitos ventriculares foram feitas
usando-se solugédo basica com agua milli-Q, com a seguinte composi¢cao (em mM):
NaCl (130); MgCl, (1,43); KCI (5,4); N-2-hidroxietil piperazina N-2-etanosulfénico
(HEPES) (5); glicose (10); taurina (20); creatina (10); pH = 7,3, temperatura
ambiente. Para elaboragdo da solucdo de isolamento contendo Ca?* foram
adicionados a solugéo basica 750 uM de CaCl,. Para a solucdo de isolamento livre
de Ca®* foram adicionados & solugdo basica 0,1 mM de EGTA. A exemplo do
Protocolo 1, visceras de interesse foram obtidas e pesadas.

3.2.2.4 - Contracao-relaxamento dos cardiomidcitos

As medidas de contragdo-relaxamento foram feitas pela medida de alteracao
do comprimento dos miécitos usando-se o sistema de detec¢do de bordas montado
num microscépio invertido com uma lente objetiva de 40 vezes (Nikon Eclipse —
TS100, EUA). Os miécitos foram acomodados em uma camara experimental circular
com base de vidro e banhados pela solu¢cdo de perfusdo tampé&o bicarbonato a
temperatura ambiente. A solucéo de perfusdo tampéao bicarbonato era composta por
(em mM): Na* (135); K* (5); Mg?* (1); CI' (102); HCOs* (20); SO4* (1); Ca®* (1);
acetato (20); glicose (10) e insulina (5 u/l). Esta solucao foi equilibrada para um pH =
7,4 e mantida a temperatura ambiente (26 a 28°C). Para uma célula ser selecionada
para analise ela tinha que estar isolada das demais, imovel quando na auséncia de
estimulacdo, com bordas nitidas, estriacbes sarcoméricas bem definidas e com

contracao-relaxamento sem aparente anormalidade.

As células foram estimuladas a 1 Hz (por 30 segundos) através de um par de
eletrodos acoplados a camara, utilizando-se um estimulador elétrico (Myopacer,
Field Stimulator, lonoptix, EUA). As células foram visualizadas em um monitor de um
computador com auxilio de uma camera (Myocam, lonoptix, EUA) acoplada a um
microscépio invertido (Nikon Eclipse — TS100, EUA), utilizando-se um programa de
deteccédo de imagens (lonwizard, lonoptix, EUA) com freqiéncia de amostragem de
200 Hz.
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As bordas das células foram identificadas com duas janelas (direita e
esquerda). A definicdo das bordas foi ajustada através do contraste gerado pela
qualidade da imagem projetada das células. Os sinais capturados foram
armazenados em um computador para posterior analise. A amplitude de contracao
(percentual de encurtamento) e as velocidades maximas de contragcdo e

relaxamento foram avaliadas.

3.2.2.5 - Procedimento de analises da contratilidade-ralaxamento e numero de

células analisadas por animal.

Trés gotas da solucdo contendo células eram colocadas na céamara
experimental. A camara experimental continha 1 mL de solug&o de perfusdo tampao
bicarbonato. Inicialmente, os midcitos selecionados eram estimulados a 1 Hz para
registro das medidas de contratilidade-relaxamento na condigcdo basal (medida
basal). Em seguida, limpava-se a camara, adicionavam-se novos midcitos e
acrescentava-se 300 microlitros de solugdo contendo L-NAME e, apds 1 minuto,
repetia-se a estimulagdo (1 Hz) e o registro das medidas de contratilidade-
relaxamento (medida pés-droga). Ressalta-se que esta solugcdo com L-NAME foi
previamente preparada utilizando-se solucao de perfusdo tampao bicarbonato,
sendo ajustada para que quando adicionada a camara experimental apresentasse
concentragao de 0,2 mM de L-NAME. Esta concentracédo de L-NAME in vitro inibe
quase completamente a atividade de enzimas NOS purificadas (Pfeiffer et al 1996).
Foram analisadas 7 células por animal na condicao basal e 4 células por animal na

condicao pds-droga.

Em um estudo piloto realizado para direcionar as analises do presente estudo
nao foram encontradas alteragbes contrateis induzidas por concentragdes menores
de L-NAME (0,05 mM e 0,1 mM). Além disso, no experimento propriamente dito, os
mesmos procedimentos analiticos descritos no paragrafo anterior foram também
realizados para duas outras concentra¢des de L-NAME (1 mM e 2 mM). Entretanto
os resultados foram similares aos encontrados para a concentracao de 0,2 mM e,
por isso, apenas o0s resultados obtidos com a concentracdo de 0,2 mM estao
apresentados nesse estudo.
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3.3 - Extracao e analises das proteinas por Western blotting
3.3.1 - Determinacao da expressao protéica das isoformas Hsp72 e Hsp73.

Amostras do VE foram pulverizadas com nitrogénio liquido usando um mortar
(Fisher Scientific, USA) e em seguida homogeneizadas em tampao gelado (600 mM
NaCl, 15 mM Tris-HCI, 1 mM PMSF, pH 7,5). Ap6s 5 min no gelo, os tecidos
homogeneizados foram centrifugados (14.000 g, 20 min, 4°C) e o sobrenadante foi
usado para determinagdo da concentracdo de proteinas pela técnica de Bradford
(reagente Bio-Rad, USA). Extratos de proteinas (75 pg) foram separados por
eletroforese (7,5% SDS-PAGE; 40 Volts; ~ 20 h) em tampao de corrida (25 mM Tris ,
190 mM glicina, 0,05% SDS). Em seguida as proteinas foram transferidas para
membranas polivinilideno difluoreto (Amersham, USA) usando um sistema de
transferéncia de proteinas (Trans-Blot Cell system; Bio-Rad, USA) em tampéao (25
mM Tris, 190 mM glicina, 20% metanol, 0,05% SDS).

As membranas foram bloqueadas com 5% de leite em pd desnatado e em
seguida incubadas por ~12 h, em 4°C, com anticorpo monoclonal anti-Hsp70
(1:1.000, Sigma-Aldrich) que reconhece as isoformas Hsp72 e Hsp73. Depois de
lavadas (10 mM Tris, 100 mM NaCl, 0,1% Tween 20) as membranas foram
incubadas com o anticorpo anti-mouse IgG conjugado com peroxidase (1:2.000, Bio-
Rad, USA). Os imunocomplexos foram detectados usando o sistema de
quimioluminescéncia a partir do luminol catalizada pela horseradish peroxidase
(ECLPIlus, Amersham) e submetida a autoradiografia (Hyperfilm ECL, Amersham).
Os blots foram quantificados com o software Scion Image. Considerando que
eventos de estresse podem apenas muito levemente aumentar a expressédo de
Hsp73, cuja expresséao retorna rapidamente (~ 4 h) para os niveis basais (Hernando
e Manso, 1997; Gonzalez e Manso, 2004), sua expressao total foi usada como
controle interno para normalizagao da expresséao de Hsp72.

3.3.2 - Controle positivo para Hsp72 - um rato Wistar adulto ndo submetido a
qualquer tratamento foi anestesiado com cetamina:xilazina (cetamina: 90 mg.kg™;
10%; xilazina: 10 mg.kg'; 2%; i.p.) e, em seguida, colocado em uma camara
fechada contendo orificios para permitir a entrada de ar ambiente. Um termémetro

digital foi inserido no reto intestinal do animal para permitir a afericdo da
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temperatura. A temperatura corporal foi aumentada para 42°C por 15 min com
auxilio de um secador Taiff®. Apés o estresse térmico, permitiu-se a recuperacao do
animal por 24 h. Em seguida, o animal foi eutanasiado e fragmentos do VE foram
imediatamente congelados em nitrogénio liquido e estocados em -80°C para
posterior verificacdo da expressao de Hsp72.

3.3.3 - Determinacao da expressao protéica da SERCA cardiaca (SERCA2a),
RyR cardiaco (RyR2), trocador de Na*/Ca®* sarcoplasmatico (NCX), eNOS, iNOS
e nNOS total e isoformas fosforiladas (p-NOS).

Fragmentos do VE foram homogeneizados em homogeneizador de tecidos
tipo turrax (Marconi®, Brasil) em presenca de tampao de lise (NaCl 150mM; Tris
50mM; EDTA 2Na*™ 5mM; MgCl, 1mM) acrescido de 0,1% nonidet P40, que é um
solubilizador de proteinas de membranas com acao protetora contra ions peroxidos,
de 1% de Triton X-100, 0,5% de SDS e de coquetel de inibidores de proteases
(SigmaFast®, Sigma). Para a determinacéo das proteinas fosforiladas também foram
utilizados inibidores de fosfatase (NaF 20mM; NazVO, 0,1mM). Utilizou-se a
proporcdo de 25 mg de tecido para 100 ul de tampao de lise enriquecido com
coquetel de inibidores de proteases. Apds o processamento, as amostras foram
centrifugadas a 8.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi aliquotado e
congelado a -80°C para posterior utilizacdo. A quantidade de proteinas das amostras

foi mensurada de acordo com o método descrito por Lowry et al. (1954).

As amostras foram diluidas em tampao da amostra (4X tris HCI/SDS pH=6,8,
3% Glicerol, 1% SDS, 0,6% B-mercaptoetanol). Para separacéo foram aplicados 50
ug de proteina em gel de SDS-PAGE. Para o gel de concentragdo utilizou-se

concentragcédo de 4% e para o gel de separagao 5-15%.

Apbs serem separadas em gel, as proteinas foram transferidas para uma
membrana de polivinilideno difluoreto (PVDF; Millipore®, USA) com poro de 0,45 um.
A qualidade da transferéncia foi monitorada através da coloragdo da membrana com
solucdo de Ponceau 0,3%. A membrana foi entdo lavada em agua destilada e
colocada por 1 hora em solucao de bloqueio (TBS-Tween 0,1% mais 5% de leite em
pd desnatado). Ap6s o bloqueio, a membrana foi incubada durante todo o periodo

noturno em camara fria (6-8°C) com o anticorpo primario especifico. Os seguintes
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anticorpos primarios foram utilizados: anti-SERCAZ2a policlonal, anti-NCX monoclonal
e anti-RyR2 policlonal (1:2.000); anti-eNOS, anti-nNOS, anti-iNOS, anti-p-
eNOS®*""77 anti-p-eNOS™**° anti-p-nNOS®*"®*2 (Policlonal; 1:1.000); e anti-B-actina
monoclonal (1:3.000). Esses anticorpos foram adquiridos da empresa Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA. Por ultimo, o anticorpo para gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (anti-GAPDH; 1:3.000) adquirido da empresa Sigma, St. Louis, MO.

Apdés incubacdo com o anticorpo, as membranas foram lavadas com TBS
contendo 0,3% de Tween 20 por 5 minutos (por trés vezes) e incubada por duas
horas com o anticorpo secundario conjugado a peroxidase (1:5.000, anti-goat IgG-
HRP e anti-rabbit IgG-HRP, Sigma, St.Louis, MO). Apos o periodo de incubagéo as
membranas foram novamente lavadas em Tween 20 (trés vezes, 5 minutos cada).
As bandas protéicas foram detectadas por uma reagdo de quimioluminescéncia (kit
ECL plus — Amersham Biosciences do Brasil LTDA) e a intensidade das mesmas foi
avaliada por anadlise densitomérica através do software Image J 1.40g. Foram
utilizados o sistema Mini Protean lll-Tetracell e Mini Trans-Blot Electrophoretic
Transfer Cell (Biorad®, CA, USA).

As expressbes da GAPDH e B-actina foram realizadas para permitir a
normalizacdo das expressdes protéicas (Expressao normalizada = expressdo da
proteina de interesse/GAPDH ou beta-actina).

3.4 - Medida da atividade das NOS

O método usado baseia-se na estimativa da atividade das enzimas NOS pela
conversao de L-arginina em L-citrulina desenvolvido a partir dos ensaios descritos
por McKee et al. (1994).

Fragmentos do VE foram homogeneizados por meio de ondas de ultra-som
em 1 mL de tampé&o contendo: 20mM HEPES pH 7,4; 0,32 M Sacarose; 0,1 mM
EDTA; 1,0 mM DTT; 1,0 mM PMSF; 10 pg/mL leupeptina; 2 ug/mL aprotinina. Em
seguida, essa suspensao de tecido foi centrigufada a 1.000 x g por 10 minutos € o
sobrenadante foi novamente centrifugado a 12.000 x g por 20 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi utilizado para a dosagem da enzima NOS. Do sobrenadante, 500 ul
foram aplicados em uma coluna de 0,3 ml de resina DOWEX 50WX8 200-400 na

forma sddica para retirar a L-arginina endogena.
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Apés a determinacao da concentracdo protéica da amostra por kit Bio-Rad, as
amostras foram diluidas para a concentracdo de 1 ug/uL. As amostras foram
incubadas por 30 minutos a 37 °C em 200 pL de meio reacional contendo: 100 uM
de L-arginina (0,5 uCi), 4 uM de FAD, 4 uM de FMN, 10 uM de BH4, 10 pg/ml de
Calmodulina, e TmM de NADPH e 100 uL de amostra. Para interromper a reacao, os
tubos foram colocados no gelo, e 1mL de HEPES 20 mM pH 5,5 foi adicionado. O
volume total contido no tudo de reacéo foi transferido para uma coluna com 0,3 ml
de resina DOWEX na forma sddica, recolhendo-se o eluato num recipiente para
espectrofotometria. Para lavar a resina e garantir maxima recuperagcédo do produto,
outros 1 mL de HEPES pH 5,5 e 1 mL de agua destilada foram aplicados a coluna,
recolhendo-se também o eluato no mesmo recipiente. Do liquido de cintilagdo
(Ultima Gold™) 8 mL foram adicionados ao recipiente e a atividade presente na
amostra foi determinada com o auxilio de um contador de radiagéo . As contagens
em c.p.m. (contagem por minuto) foram convertidas para d.p.m. (decaimento por
minuto) e a atividade especifica das NOSs foi calculada em pmol.mg”.min™ de

citrulina.

O controle negativo, usado como o branco da reacgao, foi obtido usando-se o
mesmo procedimento de uma amostra em que se adicionou tampao de

homogeneizagao no lugar da amostra.

3.5 — Analise estatistica

Os resultados estao apresentados como médiatEPM. Para andlise estatistica
utilizou-se o teste t de Student para amostras independentes quando o interesse foi
comparar médias de dois grupos; o teste de anélise de variancias (ANOVA) de duas
vias seguido do post-hoc de Tukey quando o interesse foi identificar efeitos de dois
fatores (ex: exercicio e L-NAME) e a interacéo entre esses fatores em relacdo a uma
variavel de interesse; e o teste de correlagcdo de Pearson para identificar uma
possivel correlacdo entre a expressao de Hsp72 cardiaca com PAS, PAD e PSVE.
Os testes foram bicaudais com alfa maximo tolerado de 5% (p = 0,05).
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4. RESULTADOS

4.1 — Protocolo 1

Perda amostral — Durante o experimento, dois animais (15%) do grupo E1 foram
excluidos por ndo conseguirem cumprir o protocolo de exercicio. No grupo EL1,
cinco animais (25%) foram excluidos por ndo conseguirem cumprir o protocolo de
exercicio, e outros cinco animais (25%) morreram durante o experimento. As mortes
ocorreram nas horas seguintes a sessao de treinamento (periodo noturno) e sempre
entre o antepenultimo e ultimo dia de experimento. Portanto, os resultados descritos

a seguir referem-se aos animais que completaram os protocolos experimentais.

Pesos corporal e visceral e comprimento da tibia — Nao foram encontradas
diferencas entre os quatro grupos experimentais para os pesos corporal inicial e
final, pesos dos ventriculos absoluto e normalizado pelo comprimento da tibia, e
pesos dos pulmdes e glandulas adrenais (Tabela 1).

Ingestao hidrica — Para a ingestdo hidrica diaria estimada nao houve diferenca
estatistica entre os grupos tratados com L-NAME (L1 vs. EL1; 34+1 vs. 34+1 mL/dia;
p > 0,05). Consequentemente, o consumo de droga também foi similar (~ 24
mg/dia). A ingestdo de agua diaria foi significativamente maior (p < 0,05) para os
grupos nao tratados com L-NAME (C1 = 44+1 e E1 = 43+1 mL/dia; p > 0,05 entre C1
vs. E1) quando comparados com os grupos tratados, portanto evidenciando efeito

para o fator droga.

Hemodinamica e contratilidade do ventriculo esquerdo — O tratamento com L-
NAME aumentou significativamente a pressao sanguinea e a PSVE no grupo nao
exercitado (grupo L1) quando comparado aos demais grupos. O exercicio fisico
impediu 0 aumento da pressédo sanguinea e da PSVE induzido por L-NAME (grupo
EL1). As intervengdes com L-NAME ou exercicio ndo alteraram a frequéncia
cardiaca, pressao diastolica final ou dP/dT positiva e negativa do VE. Os resultados
estao descritos na Tabela 2.
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Expressao das Hsp72 e Hsp73 — Como esperado, a expressdao da isoforma
constitutiva Hsp73 foi similar entre os grupos C1 (9.838+£776 unidades arbitrarias -
U.A.), L1 (9.635+455 U.A.), E1 (9.132+449 U.A.) e EL3 (9.765% 413 U.A). A
expressao absoluta de Hsp72 e a expressao relativa de Hsp72 (razdo Hsp72/Hsp73)
foram significativamente maiores no VE dos animais do grupo E1 quando
comparado ao grupo C1. Houve também interacao entre os fatores exercicio e L-
NAME (p < 0,001). De fato, a expresséo cardiaca de Hsp72 foi muito maior no VE
dos animais submetidos concomitantemente ao L-NAME e exercicio (grupo EL1) em
comparacao aos demais grupos. A Figura 3 apresenta os resultados referentes a
expressao de Hsp72 absoluta e normalizada. Ressalta-se que nenhuma correlagcédo
foi encontrada entre a expressao de Hsp72 vs. PAS (r=-0,13; p = 0,6), ou PAD (r = -
0,05; p=0,8) ou PSVE (r=-0,02; p=0,9).

Expressao das enzimas eNOS, iNOS e nNOS e isoformas fosforiladas (p-NOS)

Na Figura 4 estao apresentados os resultados referentes a expressdo das
gThres o p-
eNOS%*"""7 normalizadas pela eNOS total e da p-nNOS®®?2 normalizada pela
NNOS total.

enzimas eNOS, nNOS e iINOS normalizadas pela B-actina, das p-eNO

Nao houve qualquer alteragdo induzida pelo exercicio (grupo E1), L-NAME
(grupo L1) ou pela associagdo exercicio+L-NAME (grupo EL1) na expressédo da
eNOS, iNOS e p-eNOS™*%° O exercicio isoladamente também nao alterou a
expressdo de qualquer isoforma NOS ou p-NOS. No grupo L1 as expressoes de
nNOS e p-nNOS¢®*2 gumentaram significativamente quando comparadas ao grupo

C1. No grupo EL1 foi evidenciado aumento da expressdo da p-eNOSSe''7’

SSer852

e
reducéo da p-nNO em comparagdo aos demais grupos, portanto mostrando

que houve interacao entre os fatores exercicio e L-NAME.

Atividade das NOS - Os resultados para a atividade total das NOSs obtida pela
conversao de L-arginina para L-citrulina estdo representados na Figura 5. Ndo houve
diferenca estatistica entre os quatro grupos.
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Figura 4. Expressao das sintase de éxido nitrico (NOS) e NOS fosforiladas (p-NOS)
no ventriculo esquerdo de ratos nao exercitados, ndo tratados (grupo C1) ou
tratados com L-NAME (grupo L1), e de ratos exercitados, ndo tratados (grupo E1) ou
tratados com L-NAME (grupo EL1). U.A. = unidades arbitrarias; Dados apresentados
como médiatEPM; * = p < 0,05 entre colunas demarcadas por barra horizontal;
Andlise de variancia de duas vias seguida do post-hoc de Tukey. Apenas as
diferencas estatisticas mais relevantes a interpretacdo dos resultados estao
apresentadas na figura. O Western blotting foi realizado de amostras obtidas do VE
de 5 ou 6 animais de cada grupo.
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Figura 5. Atividade das sintase de éxido nitrico (NOS) no ventriculo esquerdo de
ratos ndo exercitados, nao tratados (grupo C1) ou tratados com L-NAME (grupo L1),
e ratos exercitados, ndo tratados (grupo E1) ou tratados com L-NAME (grupo EL1).
Dados apresentados como média+EPM. Analise de variancia de duas vias seguida
do post-hoc de Tukey. A atividade das NOS foi calculada pela concentracdo de
[®H]L-citrulina resultante da conversdo de [*H]L-arginina. As amostras foram obtidas
do VE de 6 animais de cada grupo.
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4.2 - Protocolo 2

Pesos corporal e visceral — Ndo foram observadas diferencas entre os grupos C2
e L2 para os pesos (g) corporal inicial (C2 vs. L2; 36725 vs. 376x22) e final (C2 vs.
L2; 392+23 vs. 389+18), peso dos pulmbes (g) (C2 vs. L2; 1,71+0,11 vs. 1,81+0,10)
e peso das adrenais (mg) (C2 vs. L2; 4413 vs. 48+3).

Ingestao hidrica — A estimativa de ingestdo hidrica por animal (mL/dia) nao foi
diferente entre os grupos C2 (4415) e L2 (43£3). A estimativa de ingestdo de L-
NAME por animal do grupo L2 foi de 30+2 mg/dia.

Medidas de contracao-relaxamento dos cardiomiocitos — Nao foram constatadas
diferengas significativas para o comprimento dos cardiomidcitos em repouso entre os
grupos C2 (116£3 um) e L2 (115£30 um).

Na condicao basal, ou seja, antes da adicao in vitro de L-NAME, os
cardiomiécitos dos animais do grupo L2 exibiram maior percentual de encurtamento
e maior velocidade maxima de contracdo, além de uma tendéncia (p = 0,06) a maior
velocidade maxima de relaxamento, quando comparados aos cardiomiécitos do
grupo C2. Apés os registros na condicao basal, cardiomiocitos dos grupos C2 e L2
foram expostos ao L-NAME (0,2 mM) in vitro. A exposigao ao L-NAME aumentou as
velocidades maximas de contragéo e de relaxamento em ambos os grupos. Para o
percentual de encurtamento ndo foram evidenciadas alteragbes significativas. Os
resultados das medidas de contracao-relaxamento e as diferencas estatisticas entre

0s grupos estao apresentados na Figura 6.

Expressao da SERCA2a, do RyR2 e do NCX - Expressoes da SERCA2a, RyR2 e
do NCX normalizadas pela GAPDH sao mostradas na Figura 7. Ressalta-se que em
relacdo a essas proteinas as expressdes de interesse foram apenas para 0s grupos
controle (grupo C1) e tratado in vivo com L-NAME (grupo L1). A expressdo da
SERCA2a néo foi estatisticamente diferente entre os dois grupos. Por outro lado, as
expressdes do RyR2 e do NCX foram significativamente maiores para o grupo
tratado in vivo com L-NAME.
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Figura 6. (a) Percentual de encurtamento celular em relagcdo ao comprimento de
repouso, (b) velocidade maxima de contracdo e (c) velocidade maxima de
relaxamento de cardiomiocitos do ventriculo esquerdo dos animais dos grupos
controle e tratados com L-NAME antes (basal; 0 mM) e apds exposi¢édo ao L-NAME
(0,2 mM) in vitro. Dados apresentados como média + EPM. * = p < 0,05 entre
colunas demarcadas por barra horizontal. Analise de variancia de duas vias seguida
do post-hoc de Tukey. Os cardiomiécitos foram estimulados a 1 Hz em temperatura
ambiente. As medidas na condigdo basal e pds-droga foram obtidas de 56 e 34
células, respectivamente, dos 8 ratos de cada grupo.
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Figura 7. Expressdo protéica da ATPase de Ca®* do reticulo sarcoplasmatico
(SERCA2a), do receptor de rianodina (RyR2) e trocador Na*/Ca* (NCX) do
ventriculo esquerdo de animais nao tratados (grupo C1) ou tratados in vivo com L-
NAME (grupo L1). U.A. = unidades arbitrarias. * = p < 0,05 entre colunas
demarcadas por barra horizontal. Dados apresentados como médiatEPM. Teste t de
Student para amostras independentes. O Western blotting foi realizado de amostras

obtidas de 4 a 6 animais de cada grupo.

)



5. DISCUSSAO



5. DISCUSSAO

A forte associacao entre a hiperexpressao de Hsp72 induzida pelo exercicio
fisico com a cardioprotecdo e cardioregeneracao (Noble et al., 1999; Locke et al.,
1995a; Benjamin e Mcmillan, 1998; Powers et al., 2001) tem fomentado o interesse

pelo mecanismo que determina o aumento da expressao de Hsp72 pds exercicio.

A hipotese testada no presente estudo foi que o NO participaria da expresséo
cardiaca de Hsp72 induzida pelo exercicio fisico. Entretanto, contraria a nossa
expectativa, o tratamento in vivo com inibidor ndo seletivo das enzimas NOS por
sete dias amplificou em aproximadamente quatro vezes a expressdo de Hsp72
induzida pelo exercicio fisico no VE de ratos.

A hipétese original do nosso estudo foi formulada porque Malyshev et al.
(1995 e 1996) mostraram que o NO contribuiu para a expressao de Hsp72 induzida
pelo estresse térmico. Nesses estudos, Malyshev et al. (1995 e 1996) mostraram
que o aumento da temperatura corporal (41°C; 15 min) aumentou a producéo de NO.
O pico de produgdo de NO ocorreu aproximadamente 1 hora ap6s o estresse
térmico. O NO, por sua vez, modulou a expressao de Hsp72 no coracgéo e figado de
ratos (entre 45 e 75%). A expressao da Hsp72 foi mensurada 24h apos o estresse
térmico. Estudos posteriores em cultura de células confirmaram a importancia do NO
na expressao de Hsp72 (Xu et al., 1997; Kiang et al., 2002).

O exercicio fisico também aumenta a biodisponibilidade de NO no coragao via
aumento da expressdo das NOSs (Zhang et al. 2007; Grijalva et al. 2008) e,
principalmente, via estresse de cisalhamento na parede de vasos coronarios
(Kingwell 2000; Duncker e Bache, 2008).

Um estudo prévio sugeriu que o NO nao participaria da expressao cardiaca
de Hsp72 induzida pelo exercicio fisico (Taylor et al. 2007). Entretanto, o referido
estudo avaliou a expressao de Hsp72 somente apds isquemia/reperfuséo, e tanto a
atividade como a expressdo das NOS ndo foram mensuradas pelo estudo, o que
limitou a interpretacao do resultado.

No presente estudo, a expressdao das NOS total e NOS fosforiladas, assim
como a atividade das NOS foram mensuradas para melhor compreender a hipotética
participacdo do NO na expressao de Hsp72 no coracao de ratos exercitados.
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No presente estudo os resultados encontrados para a expressao das NOSs e
p-NOS nédo apresentaram um padrao similar. A regulacdo in situ da expressao e
atividade das NOS tem se apresentado muito complexa. Por exemplo, a atividade da
eNOS cardiaca ou vascular parece envolver a fosforilagdo de varios sitios de
residuos serina-treonina (ex: Ser1177, Thr495, Ser114, Ser615, Ser617, Ser633 e
Ser635) além de fosfatases especificas (Mount et al., 2007; Zhang et al., 2009).
Atualmente sabe-se também que o fluxo de Ca®" ndo é o Unico responsavel pela
ativacdo das cNOS (Mount et al., 2007), e que . Além disso, mitocondrias contém
sua propria isoforma de NOS denominada ‘mtNOS’ (Brookes 2004) que
aparentemente tem importante impacto para a producdo de NO no coracao
(Ghafourifar e Sen 2007; Zaobornyj et al 2009). Foi demonstrado também que o

gSert412 ¢ contrabalanceada

aumento da fosforilacdo da isoforma estimulatéria nNO
por aumento da fosforilagdo da isoforma inibitéria NNOS®¢"®*’ (Mount et al 2006). O
proprio NO, produto das NOS, regula negativamente (via feedback negativo) a
atividade (Alderton et al 2001) e expressao (Vaziri e Wang, 1999) das NOS. Esse
conjunto de informagdes sugere que a regulacdo das NOSs € bastante sofisticada e
complexa.

Essa regulacado refinada das NOS poderia explicar alguns dos nossos
resultados. Por exemplo, o grupo tratado com L-NAME isoladamente aumentou a

expressdo de p-nNOSSe82

, @ qual estd associada com inibicdo da atividade da
NNOS em varios tecidos (Mount et al., 2006; Osuka et al., 2002; Rameau et al.,
2004), mas também promoveu aumento da expressao total de nNOS, possivelmente
na tentativa de compensar a menor atividade causada pela p-nNOSS¢®2. Uma
producdo compensatéria de NO no miocérdio de ratos tratados com L-NAME
poderia manter a produgdo de NO em um estado de equilibrio e explicar a razao
pela qual a atividade das NOSs medida pela conversdo de [*H]L-arginina para [°H]L-
citrulina foi similar entre os grupos experimentais.

A fosforicdo da eNOS no sitio Thr495, que participa da inibicdo da eNOS
(Mount et al., 2007), e a fosforicdo da eNOS no sitio Ser1177 que é considerado o
mais importante sitio estimulatério da eNOS (Mount et al., 2007) ndo apresentaram
alteracao significativa de expressdao no grupo tratado apenas com L-NAME. O
mesmo ocorreu em relagdo a expressao da eNOS e iINOS total. Esses resultados
sugerem que o tratamento com L-NAME por curto prazo nao € suficiente para induzir
compensacao da expressao dessas isoformas.
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O exercicio fisico isoladamente também né&o alterou a expressdo das NOSs e
p-NOS. Considerando que protocolos de maior duracdo (ex: 4 a 10 semanas)
aumentam a expressdo de NOSs e p-NOS no miocardio de ratos (Zhang et al.,
2007; Grijalva et al. 2008) e endotélio coronariano de humanos (Hambrecht et al.,
2003), é possivel que a auséncia de resultados significativos tenha ocorrido em
virtude do protocolo de curto prazo utilizado no presente estudo. O exercicio fisico
também né&o alterou a atividade das NOS medida pela converséao de L-arginina para
L-citrulina. Esses resultados, em conjunto, contribuem para a sugestdo de que o
aumento da expressao de Hsp72 induzido pelo exercicio fisico ndo seja diretamente
dependente do NO.

Houve interacdo dos fatores L-NAME e exercicio fisico (grupo EL) para a
expressdo da p-eNOS®*"'"77. Nao foram encontrados outros estudos que tenham
avaliado os efeitos conjuntos do exercicio e L-NAME na expresséo cardiaca da p-
eNOSS*""77_ Considerando que a fosforilagdo da eNOS no sitio Ser1177 é explicada
por varios mecanismos incluindo a quinase ativada por monofosfato de adenosina
(AMPK), a via fosfatidilinositol 3 quinase/Akt, as PKA e PKG, o fluxo de Ca?,
peroxido de hidrogénio e o fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (Mount
et al., 2007), investigacdes futuras serdo necessarias para compreender o
mecanismo pelo qual a interacdo exercicio+L-NAME induz aumento da p-
eNOS®*""77 No sentido de orientar novas investigacdes, um importante candidato é
o AMPK.

O AMPK é uma enzima sensivel ao estresse metabdlico, sendo considerado
um controlador chave do metabolismo energético do coragdo sob estresse (Dyck e
Lopaschuk, 2006). O AMPK é hiperativado durante aumento agudo do trabalho
cardiaco (Coven et al., 2003; Dyck e Lopaschuk, 2006). O AMPK contribui de forma
importante para a fosforilagdo da eNOS®®"'""” durante o exercicio fisico, ao menos
em células do endotélio vascular (Zhang et al. 2009), e o L-NAME também aumenta
a fosforilagdo do AMPK (Jin et al 2009).

E interessante destacar que também houve interacdo dos fatores exercicio e

L-NAME na expressao da p-nNOSSere52

, 0 que causou reducao da expressao desta
isoforma. Como a interagcdo exercicio+L-NAME diminuiu a expressdo da p-
nNOS®®®%2 que esta envolvida na inibicdo da nNOS, e aumentou a expressdo da p-
eNOS®*""77 que esta envolvida na estimulagdo da eNOS, poderia-se especular que

a producao de NO no coragdo dos animais do grupo EL1 estivesse aumentada.

59



Entretanto, ao se utilizar a técnica que mensura a atividade das NOS in vitro a partir
da conversao de L-arginina para L-citrulina ndo houve confirmacdo de maior
producédo de NO no VE dos animais do grupo EL1. Esse resultado também contribui
para sugerir que a expressao de Hsp72 induzida pelo exercicio+L-NAME também
nao seja diretamente modulada pelo NO. Além disso, esse resultado fortalece o
raciocinio de que ha uma regulacéo refinada das NOS para manter a producéao de
NO em estado de equilibrio. E possivel especular que a fosforilacdo aumentada de
outros sitios serina/treonina ndo mensurados no presente estudo possa ter
contribuido para o estado de equilibrio de producao de NO.

Outro ponto de discussao refere-se ao fato de que o tratamento com L-NAME
aumentou a pressao sanguinea, mas a atividade das NOSs né&o foi alterada por este
mesmo tratamento. O aumento da pressédo sanguinea induzido pelo L-NAME é uma
resposta ja bem caracterizada (Ribeiro et al., 1992; Chen e Hu, 1997; Zats e Baylis,
1998). O mesmo pode-se afirmar em relacédo a inibicao da atividade das NOSs no
coracdo apos intervencao aguda com L-NAME (Huckstorf et al., 1994; Malyshev et
al., 1995; Pfeiffer et al., 1996; Vergely et al., 2002; Arnaud et al., 2003; Ramchandra
et al., 2003; Williams et al., 2008; Khan et al., 2009). Entretanto, ndo ha confirmacao
se a intervencgao cronica com L-NAME seja capaz de inibir a atividade das NOSs no
VE de roedores.

De fato, véarios estudos tém mostrado que ratos ou camundongos tratados
com L-NAME em diferentes quantidades (~ 1 a 50 mg/kg/dia) e com diferentes
duracdes (2 a 60 dias) demonstram aumento compensatério da eNOS (Sampaio et
al., 2002), nNOS (Suda et al., 2002), iINOS (Miller et al., 1996; Darblade et al., 2001;
Suda et al., 2002), NOS mitocondrial (Zaobornyj et al., 2009), atividade ou expressao
das NOSs em varios tecidos (Miller et al., 1996; Henningsson et al., 2000; Coelho-
Filho et al., 2001; Darblade et al., 2001; Suda et al., 2002; Bernatova et al., 2007)
incluindo o miocardio (Sampaio et al., 2002; Suda et al., 2002; Zaobornyj et al.,
2009).

E interessante pontuar que a maioria dos estudos tem estimado a inibicao das
isoformas NOS no coracdo usando como marcadores as alteracées da pressao
sanguinea (Jover et al., 1993; Moreno et al., 1995, Numaguchi et al., 1995;
Pessanha e Mandarim-de-Lacerda, 2000; Sampaio et al., 2002; Arnaud et al., 2003;
Dutra-de-Souza et al., 2007; Gazzoto et al., 2008; Ricchiuti et al.,, 2009), ou

concentragdes de nitrito/nitrato no plasma e soro sanguineo (Coelho-Filho et al.,
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2001; Taylor et al., 2007), ou aumento da pressdo de perfusdo coronariana e/ou
reducao do fluxo coronario (Huckstorf et al., 1994; Pfeiffer et al., 1996; Arnaud et al.,
2001; Vergely et al., 2002). Esses marcadores da inibicdo das NOS, entretanto,
podem n&o ser apropriados para se avaliar a inibicao crénica das NOSs no coragao.

Especula-se que até mesmo o bem conhecido efeito hipertensivo do L-NAME
seja causado ou pelo sistema nervoso simpético (Zatz e Baylis 1998), ou pela
inibicdo das NOSs em areas especificas do sistema nervoso central ou renal
(Ramchandra et al 2003) ou ainda por efeitos colaterais como regulacdo aumentada
de enzimas conversora de angiotensina (Suda et al., 2002).

A medida de nitrito/nitrato também exibe limitagdes como marcadores da
producdo de NO in situ (Moshage 1997; Sampaio et al., 2002), em particular nos
estudos de maior duragcédo. Por exemplo, a administracdo de L-NAME (1mg/1mL; 8
semanas) diminuiu a concentracdo de nitrito/nitrato no plasma e urina de
camundongos, mas nao afetou significativamente a producéo local de NO de artérias
coronarias de coracoes isolados (Suda et al., 2002). Dessa forma, o uso crénico do
L-NAME como estratégia para inibicdo das NOSs no coragdo deve ser feito com
cautela, e para a confirmacdo da inibicdo in situ torna-se necessario o uso de
métodos mais sensiveis e especificos (Moshage 1997).

Como discutido previamente os resultados do presente estudo nao permitem
sugerir que o NO esteja diretamente envolvido na expressdo de Hsp72 induzida pelo
exercicio fisico, ou pelo exercicio+L-NAME. Por outro lado, os resultados
encontrados permitem um novo questionamento: Por que o L-NAME amplificou a
expressao cardiaca de Hsp72 em ratos exercitados?

Inicialmente poderia-se especular que o aumento da pressdo sanguinea,
seguido do consequente aumento da pds-carga cardiaca, seria o fator causal, uma
vez que o estresse mecanico também esta positivamente associado com a
expressao de Hsp72 (Delcayre et al., 1988; Knowlton et al., 1991; Xu et al., 2000).
Entretanto, ndo foi evidenciada qualquer correlacao entre a expressao de Hsp72 vs.
as pressfes sanguinea e ventricular esquerda. Além disso, o grupo EL1 que
apresentou a maior expressdao de Hsp72 no VE teve pressbGes sanguinea e
ventricular menor em relacéo ao grupo apenas tratado com L-NAME.

Ressalta-se que o exercicio fisico é capaz de prevenir a hipertenséo induzida
pelo L-NAME (Husain 2002; Kuru et al., 2002 e 2009) e o0 mecanismo sugerido € o
aumento da produgédo de NO do endotélio vascular periférico, em particular artérias
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de resisténcia (Kuru et al., 2002 e 2009). Embora seja necessario ressaltar que a
vasodilatacao dependente do endotélio promovida pelo exercicio fisico também
ocorra por mecanismos que independem do ON (Woodman et al., 2003; Sugawara
et al., 2004). De qualquer maneira, considerando que no presente estudo nao foram
avaliadas a reatividade de artérias ou atividade e expressao das NOSs em vasos de
resisténcia, e, adicionalmente, que os animais do grupo EL1 apresentaram maior
estresse ao exercicio fisico evidenciado tanto pela maior expressdo de Hsp72
quanto por algumas mortes, ndo € possivel afirmar que as menores pressdes
sanguinea e ventricular encontrada no grupo EL1 sejam respostas fisiolégicas ao
exercicio.

Os resultados encontrados no presente estudo também permitem sugerir que
hiperexpressao cardiaca de Hsp72 evidenciada nos coragdes de ratos exercitados e
tratados com L-NAME nao é diretamente explicada por menor produgdo de NO.
Primeiro, a producdo de NO nos coragdes dos animais estudados foi similar entre
todos os grupos; segundo, a expressao de Hsp72 foi muito maior no grupo EL1;
terceiro, a frequéncia de ratos que nao concluiu o protocolo de exercicio foi muito
maior no grupo EL1 sugerindo que os ratos desse grupo foram submetidos ao um
esforco fisico maior e, como consequéncia, fadigaram precocemente; quarto,
somente a intervengdo concomitante do exercicio e L-NAME causou mortes de
animais, o que sugere estresse patologico.

Dessa forma, muito provavelmente a hiperexpressao de Hsp72 evidenciada
no coracao de ratos do grupo EL1 tenha ocorrido em resposta a estresse patoldgico.
De fato, recentemente foi constatada maior fibrose cardiaca em ratos que
exercitaram por 8 meses e que foram tratados com L-NAME nos ultimos sete dias
quando comparados a ratos apenas tratados com L-NAME (Dutra-de-Souza et al
2007).

Portanto, ao menos dois mecanismos poderiam ser sugeridos para explicar o
aumento de Hsp72 no coracdo de ratos concomitantemente exercitados e tratados
com L-NAME: 1°) lesbes cardiacas induzidas por isquemia; ou 2° producao
aumentada de radicais livres.

Quanto as lesbes cardiacas induzidas por isquemia, a administracdo com L-
NAME reduz o fluxo sanguineo coronario (Huckstorf et al., 1994; Moreno Jr et al.,
1996 e 1997; Kingwell, 2000; Vergely et al., 2002; Taylor et al., 2007; Williams et al.,
2008), e a adiministracao de L-NAME (Moreno et al., 1995, 1996 e 1997; Oliveira et
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al., 2000; Coelho-Filho et al., 2001; Sampaio et al., 2002; Neves et al., 2006)
promove alteracbes isquémicas no coracdao como inflamacao (Neves et al., 2006),
fibrose e necrose tecidual especialmente em regiées do subendocardico (Moreno et
al., 1995, 1996 e 1997; Coelho-Filho et al., 2001; Sampaio et al., 2002; Neves et al.,
2006). Esses efeitos ocorrem independentemente de alteracbes da presséo
sanguinea, hipertrofia do VE ou do sistema renina-angiotensina (Moreno et al., 1995
e 1996; Suda et al., 2002). A isquemia causa danos teciduais, aumenta proteases
ativadas pelo Ca®" (Benjamin e McMillan, 1998) e aumenta o estresse oxidativo
(Vergely et al 2002). Em resposta, o tecido cardiaco aumenta a expressdo da
proteina citoprotetora Hsp72 (Kiang e Tsokos, 1998; Snoeckx et al., 2001) na
tentativa de prevenir apoptose celular (Latchman, 2001).

Apesar de no presente estudo o tratamento isolado com L-NAME néo ter
aumentado significativamente a expressdao de Hsp72, é possivel que a demanda
cardiaca por oxigénio aumentada pelo exercicio fisico (Duncker e Bache, 2008)
possa ter amplificado o efeito isquémico dependente do L-NAME.

A maior frequéncia de ratos do grupo EL1 que ndo conseguiu concluir o
protocolo de exercicio ou que morreu durante o treinamento também poderia ser
explicada por uma menor disponibilidade de oxigénio, uma vez que a reserva de
dilatacdo dependente do endotélio parece representar a resposta mais importante
durante o treinamento para proteger o miocardio da isquemia induzida pelo esfor¢o
fisico (Kingwell, 2000).

De qualquer maneira, os resultados referentes a dificuldade dos animais do
grupo EL1 em concluir o protocolo de exercicio evidenciam a importancia do NO
para a performance fisica. Novos estudos precisarao investigar se a fonte fisiolégica
mais importante de NO para manuteng&o da performance fisica € aquela derivada
do endotélio vascular periférico ou aquela derivada do endotélio vascular
coronariano e de cardiomidcitos.

Em relagdo a produgdo aumentada de radicais livres, ha evidéncias de
associacao positiva entre a producao de radicais livres com a expressdo de Hsp72
(Benjamin e McMillan, 1998; Nishizawa et al. 1999; Snoeckx 2001). O exercicio
fisico aumenta a produgéo de radicais livres no miocardio (Moran et al 2004; Powers
e Jackson 2008; Staib et al., 2009), o que aparentemente causa oxidagao protéica e

contribui para o aumento da expressao de Hsp72 (Staib et al., 2009).
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Além disso, atualmente sabe-se que nem todo NO produzido esta
biodisponivel (Sullivan e Pollock, 2006; Schiffrin 2008; Silberman et al., 2010). De
fato, as enzimas NOS, além da produgdo de NO, também podem produzir anions
superoxidos (O2). A maior producédo de O, ocorre principalmente em situacdes de
menor quantidade do cofator BH4 (Sullivan e Pollock, 2006; Schiffrin 2008; Silberman
et al.,, 2010) e do substrato L-arginina (Alderton et al., 2001). Esse fenbmeno é
conhecido como “desacoplamento da NOS” (NOS uncoupling) sendo responsavel
pelo aumento de peroxinitrito (ONOO-). O ONOO- € um potente agente oxidante
capaz de alterar estruturas protéicas, danificar DNA e mitocdndrias e causar a morte
celular (Ghafourifar e Sen 2007; Powers e Jackson, 2008).

Recentemente, Waard et al. (2009) evidenciaram em camundongos que o
exercicio voluntario e a hiperexpressao cardiaca de eNOS, isoladamente, atenuaram
o remodelamento do VE e a disfuncdo do miocardio apds infarto. Entretanto, a
combinacao do exercicio com a hiperexpressao de eNOS aboliu os efeitos benéficos
dos tratamentos isolados. Os pesquisadores mostraram que essa associacao entre
exercicio e hiperexpressdo de eNOS causou maior producdo de O,. O tratamento
com antioxidantes e com BH4 e L-arginina preveniram o efeito prejudicial do
exercicio+eNOS, sugerindo que essa associagcdo aumenta o estresse oxidativo via
desacoplamento das NOSs. Em nosso estudo, o grupo EL1 apresentou maior
expressdo da isoforma estimulatéria p-eNOS®*"”” e menor expressao da isoforma
inibitéria p-nNOS®®"®2 o que poderia gerar um fenémeno similar ao apresentado por
Waard et al. (2009). Além disso, analogos da L-arginina usados para inibir as
isoformas NOS sao conhecidos por aumentar o desacoplamento das NOSs
(Alderton et al., 2001). E possivel que a associacdo exercicio+L-NAME amplifique
este efeito. Entretanto, como ndo avaliamos marcadores do estresse oxidativo
induzido por ONOO-, essa hip6tese precisara ser investigada futuramente.

Dessa forma, apesar de nossos resultados nado confirmarem uma direta
participacdo do NO na expressado de Hsp72 cardiaca, uma contribui¢cao indireta pelo
ONOO- nado deveria ser descartada. A produgdo aumentada de ONOO- poderia
explicar a sugerida hiperexpressao de Hsp72 dependente do NO encontrada por
estudos prévios (Xu et al. 1997; Malyshev et al. 1995; Kiang et al. 2002). De fato, em
um desses estudos foi especulado que danos protéicos causados pelo NO seriam a
causa da ativacao do HSF1 (Xu et al., 1997).
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E essencial reconhecer que a expressdo de Hsp70 é um fenémeno complexo.
Por exemplo, o sucesso da ligacao HSF1-HSE-DNA (Winegarden et al., 1996) e o
aumento do HSF1 fosforilado dentro do nucleo do cardiomiécito (Melling et al 2004 e
2006; Staib et al., 2009) podem ser, respectivamente, insuficiente e desnecessario
para se alcancgar a expressdao maxima da expressao de Hsp70. Além disso, Melling e
colaboradores (2004, 2006, 2007 e 2009) encontraram que a expressao de Hsp72
dependente do exercicio é modulada pela PKA, e nadao pela PKC como

classicamente sugerido.

Em resumo, considerando que no presente estudo o exercicio fisico
isoladamente aumentou a expressdo de Hsp72 no VE sem promover alteragédo da
expressado e atividade das NOS, é possivel que o NO tenha pouca influéncia na
expressao de Hsp72 induzida pelo exercicio. Por outro lado, a administragdo com L-
NAME amplificou a expressdo de Hsp72 cardiaca induzida pelo exercicio,
possivelmente via estresse patoldgico induzido pela interagéo exercicio+L-NAME.

O outro protocolo experimental realizado no presente estudo foi no sentido de
compreender se o tratamento com L-NAME in vivo de curto prazo alteraria a
dindmica de contracdo-relaxamento de cardiomiocitos isolados do VE de ratos.
Houve também o interesse de se investigar se a estimulacdo aguda com L-NAME
(0,2 mM) in vitro alteraria os parametros contrateis de cardiomidcitos isolados.

Os resultados evidenciaram que o tratamento com L-NAME por 7 dias
aumentou a funcao contratil de cardiomiocitos isolados do VE. A inibicdo das NOS
com L-NAME in vitro também aumentou a funcdo contratil de miécitos do VE tanto

em ratos ndo tratados quanto em ratos previamente tratados com L-NAME in vivo.

Inicialmente, em relacdo a inibicdo das NOS in vitro pelo L-NAME que
aumentou as velocidades maximas de contracdo e relaxamento dos cardiomiécitos,
esses resultados concordam com resultados de outros estudos realizados em
cardiomiécitos de camundongos knockout para eNOS ou nNOS (Ashley et al 2002;
Barouch et al 2002; Sears et al 2003; Martin et al 2006; Wang et al 2008), e em
cardiomiécitos de camundongos que hiperexpressam nNOS (Burkard et al., 2007) e,
ainda, em cultura de midcitos de ratos adultos incubados com outros analogos de L-
arginina diferentes do L-NAME (Jover et al 1993).
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Embora ndo haja consenso, o provavel mecanismo pelo qual o NO modula
negativamente o acoplamento excitacdo-contracdo esta relacionado a inibicdo do
influxo intracelular de Ca®* através dos canais do tipo L e inibicdo da via AMPc-PKA
(Massion et al 2003; Seddon et al 2007). Ainda nao é possivel afirmar se o NO teria
efeito direto ou indireto sobre essas vias. Uma possivel dessensibilizacdo mediada
pela PKG da troponina | em relagdo ao Ca®* poderia explicar o suposto efeito
lusitropico positivo dependente do NO (Massion et al 2003; Seddon et al 2007);

obviamente, o L-NAME teria efeito oposto ao mencionado neste paragrafo.

Como no presente estudo o L-NAME causou efeito lusitrépico positivo, nao é
possivel sustentar o suposto efeito lusitropico positivo induzido pelo NO. Ha uma
sugestdo de que NO poderia inibir a atividade da SERCA2a (Seddon et al., 2007) o
que, neste caso, causaria efeito lusitrépico negativo. Esse comportamento seria

compativel com nossos resultados.

Como nao foram encontrados estudos que também tenham usado o L-NAME
in vitro para diminuir a produg¢édo de NO via inibicdo das NOSs, o confrontamento dos
resultados do presente estudo com o de outros ficou prejudicado. Nesse sentido,
propbe-se a seguir apresentar resultados de estudos que ilustram os controversos
achados da literatura até entdo publicados.

Martin et al. (2006) registraram o encurtamento sarcomérico de miécitos do
VE de camundongos eNOS-/- e nNOS-/- (em 1 e 3 Hz; 35°C) sob condi¢des basais
e na presenca de isoproterenol (ISO; 10-100 nmol/L). A contratilidade nao diferiu
entre camundongos eNOS-/- e eNOS+/+ jovens, mas os midcitos de camundongos
eNOS-/- velhos mostraram reduzida resposta inotrépica ao ISO. Por outro lado, os
cardiomiécitos dos camundongos nNOS-/- apresentaram maior contratilidade e
menor relaxamento antes da estimulagdo com ISO (a 1 Hz), enquanto a
sensibilidade ao ISO foi similar entre nNOS-/- e seu controle NNOS+/+.

Anteriormente, Ashley et al. (2002) haviam encontrado percentual de
encurtamento e tempo para 50% do relaxamento em cardiomiocitos do VE de
camundongos NNOS-/- aumentados apds estimulacdo por 3 diferentes freqiéncias
(1, 3, e 6 Hz), tanto em condigcdes basais quanto pds estimulacdo com beta-
adrenérgico (2 nmol/L). Em 2003, esses resultados foram reproduzidos pelo mesmo
grupo de pesquisadores (ver Sears et al.,, 2003), os quais associaram 0 maior
encurtamento contratil ao maior influxo de Ca?* pelos canais do tipo L, ao maior
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contelido de Ca** sarcoplasmatico e a maior amplitude do transiente de Ca?*
intracelular. Burkard et al. (2007) utilizando-se de um modelo de camundongo
transgénico que hiperexpressa NnNOS no miocardio (aumento de 6 vezes na
expressao e 30% na atividade da nNOS) mostraram resultados que concordam com
os resultados de Ashley et al (2002) e Sears et al (2003).

Outros autores, entretanto, encontraram resultados diferentes aos
mencionados acima. Wang et al. (2008) evidenciaram que cardiomiocitos de
camundongos eNOS-/-, comparados ao controle eNOS+/+, apresentam amplitude
de encurtamento e transiente de Ca®* aumentados apds estimulados com B-
adrenérgico. Os autores encontraram resultados concordantes quando utilizaram um

inibidor especifico (L-NIO; 10 M) nos cardiomiocitos eNOS+/+.

Barouch et al (2002) observaram que cardiomidcitos de camundongos nNOS-
/- apresentaram encurtamento atenuado quando estimulados com ISO. Khan et al.
(2003) observaram em cardiomiécitos de nNOS-/- menor transiente de Ca*
intracelular e menor estoque de Ca®" sarcoplasmatico quando comparado ao
controle nNOS+/+. Por outro lado, essas mesmas respostas foram preservadas em
cardiomiécitos de eNOS-/-. Petroff et al. (2001) verificaram em cardiomiocitos
isolados que a liberacao aumentada de NO contribuiu para o aumento da amplitude
e frequéncia da liberacdo (sparks) de Ca** e para o transiente intracelular de Ca*,
que reconhecidamente esta envolvido na resposta inotrépica positiva. Por dltimo,
nenhuma diferenca antes ou apds estimulacdo com ISO (de 1 nM a 1 puM) foi
observada na corrente Ca®* tipo L de cardiomiécitos de camundongos eNOS-/-
(Godecke et al., 2001; Belevych e Harvey, 2000).

As causas desses resultados contraditorios ainda ndo estdo completamente
esclarecidas, mas como é possivel perceber os estudos variam em relagéo a idade
dos camundongos, medidas (basais ou estimuladas por [(-adrenérgico),
concentracdo de [B-adrenérgico, frequéncias de estimulacdo e varidveis contrateis
mensuradas. Além disso, algumas variaveis de controle como a expresséao residual
de receptores B-adrenérgicos e a quantidade de NO produzida pelo gene NOS que
nao foi eliminado, geralmente ndo sdo mensuradas. Certamente, esse conjunto de

fatores contribui para as diferencas de resultados encontradas.

Investigagdes que avaliem o efeito da inibicdo aguda das isoformas NOS por
L-NAME sobre o transiente de célcio poderiam oferecer respostas mais seguras
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quanto a real participacao do NO no acoplamento excitacao-contragdo-relaxamento,
sendo, portanto, recomendadas.

Em relagdo a administragdo com L-NAME in vivo por 7 dias o presente estudo
evidenciou aumento do percentual de encurtamento, da velocidade maxima de
contracdo e tendéncia para aumento da velocidade maxima de relaxamento nos
cardiomidcitos dos animais tratados com L-NAME. N&o foram encontrados outros
estudos que tivessem investigado os efeitos do tratamento in vivo com L-NAME
sobre cardiomidcitos isolados. Como no presente estudo a atividade das NOS
medida no VE dos ratos nado foi alterada pelo tratamento com L-NAME, parece
improvavel que o aumento dessa resposta contratil tenha sido influenciada por
diferencas na producéo de NO.

Sabe-se que o tratamento com L-NAME pode causar lesées isquémicas no
miocardio caracterizadas por fibrose e necrose (Moreno et al., 1995 e 1996; Oliveira
et al., 2000; Coelho-Filho et al., 2001; Sampaio et al., 2002; Taylor et al., 2007)
causando reducao da capacidade contratil de coracgdes isolados (Jover et al., 1993;
Moreno et al., 1996; Gazzoto et al., 2008). Entretanto, em preparacbées com
coracéOes isolados ou em coragdes de animais integros toda estrutura cardiaca é
avaliada, nao sendo possivel avaliar a resposta contratil somente dos cardiomidcitos
viaveis. Portanto, a resposta contratil encontrada em preparacbées com coracoes
inteiros pode ser diferente daquela encontrada em preparagcées com células isoladas

em que apenas 0s midcitos viaveis sdo avaliados.

Nesse sentido, € possivel nos animais do grupo tratado com L-NAME a maior
pds-carga cardiaca induzida pela hipertensdo somada a possiveis lesées cardiacas
tenha induzido nos cardiomiocitos sobreviventes uma resposta compensatoria para
o componente contréatil (ex: proteinas reguladoras do Ca?* intracelular). Esse tipo de
remodelamento poderia manter o trabalho cardiaco normalizado, ao menos por curto

prazo.

De fato, € interessante pontuar que nao foram encontradas alteragdes
significativas in vivo para a funcao contratil ventricular (dP/dT positiva e negativa).
Esse resultado € interessante porque sugere que o tratamento com L-NAME de
curto prazo causa efeito inotrdpico positivo em nivel celular, mas essa resposta nao
€ detectada no coragdo do animal integro possivelmente devido mecanismos
adaptativos contrarreguladores (ex: modulagédo neural ou humoral). O aumento da
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funcdo contratil dos cardiomiécitos viaveis também poderia ser parte desse
mecanismo compensatdrio, pois contribuiria para suprir possiveis lesbes teciduais
induzidas pelo L-NAME. N&o se pode, evidentemente, deixar de considerar como
limitacées para essa interpretacdo o fato dos resultados hemodinamicos terem sido
obtidos de animais anestesiados, 0 que pode ter influenciado os resultados.

Para iniciar uma tentativa de compreensao dos mecanismos moleculares
envolvidos na melhora da func¢ao contratil induzida pelo tratamento com L-NAME por
curto prazo, algumas proteinas envolvidas na regulacdo do Ca®* intracelular foram
medidas no presente estudo.

Os resultados mostraram expressdao aumentada de RyR2 no grupo tratado
com L-NAME. Os receptores RyR2 estdo envolvidos na liberacdo de Ca®* do reticulo
sarcoplasmatico, portanto, esse resultado contribui para explicar o aumento da
resposta contratil.

A expressdo do NCX, que participa da extrusdo de Ca®* durante o
relaxamento contratil do cardiomiocito (Bers 2002), também foi aumentada no grupo
tratado com L-NAME. E interessante ponderar que a participacao relativa do NCX na
extrusdo do Ca®* em cardiomiécitos de ratos é menor (em torno de 7%) que o da
SERCA 2a (em torno de 90%) (Bers 2002). Isso poderia explicar porque houve
apenas tendéncia para maior velocidade de relaxamento no grupo tratado com L-
NAME.

N&o houve alteragcédo significativa para a SERCA 2a, entretanto, € preciso
considerar que a atividade dessa proteina na recaptagdo do Ca®* para o interior do
reticulo sarcoplasmatico € regulada pela fosforilacdo da proteina denominada
fosfolambam, que n&o foi medida nesse estudo e, portanto, representa uma
limitacdo do estudo.

Além disso, os resultados de expressao protéica precisam ser interpretados
com cautela porque a expressao de proteinas envolvidas no acoplamento excitacao
contragdo apenas sugere uma maior atividade contratil. Medidas diretas do fluxo de

Ca?*intracelular, por exemplo, contribuiram para uma interpretagdo mais segura.

Em resumo, os resultados desse segundo protocolo experimental sugerem
que a inibicdo in vivo das NOS por apenas sete dias é suficiente para aumentar a

fungéo contratil dos cardiomidécitos isolados, aparentemente devido remodelamento
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funcional dos cardiomiécitos viaveis. Além disso, o significativo aumento da
contratilidade de cardiomidcitos isolados apds inibicdo das NOS com L-NAME in
vitro confirma a importdncia do NO na modulagdo do acoplamento excitacdo-

contragdo-relaxamento, ao menos nessa condicdo experimental.
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6. CONCLUSAO

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Os resultados do presente estudo permitem sugerir que:

A expressdo de Hsp72 induzida pelo exercicio fisico no VE de ratos néo
parece modulada pelo NO. Esse fenédmeno seria explicado por mecanismos

néao estudados no presente estudo;

O L-NAME amplifica a expressdo de Hsp72 induzida pelo exercicio fisico no
VE de ratos por mecanismos que independem diretamente do NO. A
amplificagdo de Hsp72 no miocardio possivelmente é explicada por estresse
patoldgico;

O exercicio fisico de curto prazo (7 dias) isoladamente nao altera a expressao
e atividade das enzimas NOS no VE de ratos. Possivelmente essas respostas

sejam caracteristicas de exercicios de longa duracgao;

A administragdo com L-NAME in vivo de curto prazo (7 dias) aumenta a
expressdo da isoforma inibitéria p-nNOS®¢®°2 ¢ da nNOS total. A interagéo L-
NAME+exercicio aumenta e reduz, respectivamente, as expressdes das
isoformas  p-eNOS®*"'"77 e p-nNOSS®®2. A intervencdo com L-NAME,
exercicio ou a interacdo L-NAME+exercicio n&o alteram a atividade das NOS
no VE de ratos. O controle refinado das enzimas NOS na tentativa de manter
a producéo de NO em estado de equilibrio poderia explicar esse conjunto de
resultados.

O tratamento com L-NAME in vivo de curto prazo (7 dias) aumenta a funcéo
contratil de cardiomiécitos do VE de ratos que, ao menos parcialmente, é

explicada pela modulacdo de proteinas reguladoras do Ca** intracelular;

A inibicdo aguda in vitro das NOS aumenta a fungdo contratil de
cardiomiécitos isolados do VE de ratos tratados e nao tratados in vivo com L-
NAME, confirmando que ao menos in vitro o NO participa da regulacdo do

acoplamento excitacao-contragao-relaxamento;
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Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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