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RESUMO

MOURA, Anselmo Gomes, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, dezembro de 2020.
Efeitos do treinamento fisico resistido sobre propriedades histologicas,
morfologicas, mecanicas, génicas e proteicas do coracao de ratos espontaneamente
hipertensos.Orientador: Antonio José Natali Coorientadores: Thales Nicolau Primola
Gomes e Miguel Araudjo Carneiro Junior.

O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do treinamento resiSiR)as@bre
propriedades histolégicas, morfolégicas, mecanicas, génicas e proteicas do coragdo de
ratos espontaneamente hipertensos. Para tal, ratos adultos da linhagem Wistar Kyoto ou
espontaneamente hipertensos ($HRmM 16 semanas de idade, foram alocados em um
dos 4 grupos, com 16 animais cada, a saber: normotenso sem treinamento (NS),
normotenso treinado (NT), hipertenso sem treinamento (HS) e hipertenso treinado (HT).
Os animais dos grupos NT e HT, foram submetidos a um protocolo de TR, com escaladas
em escada vertical (80° de inclinacdo), 3 vezessparana, durante 8 semanas. A
pressédo arterial (PA) &frequéncia cardiaca de repouso (FCR) foram mensuradas antes

e apos o periodo de TR. O exame ecocardiogréfico foi realizado apds o periodo de TR,
para analisar a morfologia e a funcéo sistélica do ventriculo esquerdo (VE). As
circunferéncias toracica (CT) e abdominal (CA) e o comprimento naso-anal foram
medidas e a relacdo CA/CT e o indice de massa corporal (IMC) foram calculados. A
quantidade total de lipidios foi determinada e o conteddo de lipidio e o percentual de
gordura foram calculados. ApoOs eutanasia, foram determinadas as massas do coracao
(MCor), dos ventriculos (MV), do ventriculo direito (MVD), do septo interventricular
(MS) edo VE (MVE). As razbes MV:MCor, MVE:MCor e MVE:tibia foram calculadas

No VE, a é&rea de seccao transversa (AST) foi mensurada e as proporcoes
histomorfométricas de citoplasma, de nucleo, de vasos sanguineos, de matriz extracelular
e de colageno tipo | e tipo Il foram determinadasazao entre os colagenos éll foi
calculada (razédo lll:l). As expressbes génicas dos biomarcadores inflamatérios (TNF,
fator de necrose tumoral; IL-10, interleucina 10), de funcdo endotelial (VEGF, fator de
crescimento vascular endotelial; ET-1, endotelinaelde tecidos n&o contrateis
(Colageno tipo | e tipo Ill) do VE foram mensuradas. As expressbes das proteinas
reguladoras de célcioC&") do VE (SERCA2a, calcio ATPase do reticulo
sarcoplasmatic@a NCX, trocador de sodio e calcio; PLBt, fosfolambam total; CAV1.2,

canal de célcio do tipo L 1).2oram determinadas. Em midécitos isolados do VE, foram



determinados a contratilidade eCe?* intracelular ([C&]i) transiente. Os dados foram
analisados por meio de ANOVA two-way para medidas repetidas ou ANOVA two-way,
seguidas do post hoc de Tukey, quando necessario. O tamanho do efeito foi calculado
utilizandose o indice d de Cohen para grupos emparelhados. Os dados foram
apresentados como média £+ EPM. P < 0,05 foi considerado signific@svesultados
mostraram que 0s animais SHR apresentaram maior forca mussdatasza e menor

massa corporal, comparados aos normotensos. O TR néo reduziu a PA e a FCR (p > 0,05).
O TR aumentou a Mcog MV, aMVE e as razées MV:Mcor, MVE:Mcor e MVE:tibia,

além de prevenir a reducdo dimenséo interna do VE e da fragdo de ejecéo. O TR preveniu
0 aumento da largura, da AST de midcitos, do % de nucleos e do colageno do tipo I. Além
disso, aumentou o percentual do coldgeno do Hip@ a razdo lll:I e diminuiu o
percentual de matriz extracelular (p < 0,05) no VE. Contudo, ndo houve efeito, tanto da
hipertenséo quanto do TR (p > 0,05), nas expressdes génicas de VEGF, ET-1, IL-10, TNF
e colagenos tipo | e tipo Ill. Em miécitos isolados do VE, o TR aumentou a amplitude, as
velocidades até o pieade decaimento do [€4; transiente, a amplitude de contrago, as
velocidades de contragéo e de relaxamento celular (p < 0,05). O TR preveniu mmbém
aumento da expressao proteica de FLBt (p < 0,05), sem alterar a expressao da SERCAZ2,
NCX e CAV1.2 (p > 0,05) no VE. Em conclusédo, T&R aplicado preveniu o
remodelamento adverso, promoveu beneficios nas propriedades morfologicas, melhorou
as propriedades mecanicas expressio proteica relativa a recaptacaGale para o

reticulo sarcoplasmético, sem afetar a expressao génica de biomarcadores inflamatérios,
de funcdo endotelial e de tecidos ndo contrateisviBode ratos espontaneamente

hipertensos.

Palavras-Chave Exercicios Fisicos. Hipertensdo. Miocitos cardiacGsntracédo

miocardica.



ABSTRACT

MOURA, Anselmo Gomes, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, December 2020.
Effects of resistance training on histological, morphological, mechanical, genic and
protein properties in spontaneously hypertensive ratsAdviser: Anténio José Natali.
Co-advisers: Thales Nicolau Primola Gomes and Miguel Araudjo Carneiro Junior.

The aim of this study was to investigate the effects of resistance traRingo( the
histological, morphological, mechanical, genetic and protein properties in the heart of
spontaneously hypertensive rats (SHR). Sixteen-week-old male normotensive Wistar
Kyoto rats or SHR were allocated in one of the 4 groups of 16 animals each, as: follows
normotensive control (NS), normotensive trained (NT), hypertensive control (HS) and
hypertensive trained (HT). Animals from NT and HT groups were submitted to a RT
protocol (climbing vertical ladderinclination: 80 degrees), 3x/week, for 8 weeks. Blood
pressure (BP) and resting heart r&EIR) were measured before and after the RT period.
The echocardiographic exam was performed after the TR period to analyze left ventricle
(LV) morphology and systolic function. The thoracic (TC) and abdominal (AC)
circumferences and the naso-anal length were measured, and the AC/TC ratio and body
mass index (B1l) were calculated. The total amount of lipids was determined and the
lipid content and fat percentage were calculated. After euthanasia, the Hiegrt (
ventricles (VM), right ventricle (RVM), interventricular septum (SM) and LV (LVM)
were determinedThe VM:HM, LVM:HM and LVM:tibia ratios were calculated. The
myocyte cross-sectional area (CSA) and the percentages of cytoplasm, nucleus, blood
vessels, collagen type | and type lll fibers were histologically determined. The collagen
fiber type lll to type | ratio was calculated (lll:I ratio). The gene expression of
inflammatory biomarkers (TNF, tumor neciofactor; IL-10, interleukin 10), endothelial
function (VEGF, vascular endothelial growth factor; ET-1, endothelin 1) and non-
contractile tissue of the LV (collagen typeand typelll fibers were measured. The
expression of th€&* regulatory proteins (SERCA2a, sarcoplasmic reticulum calcium
ATPase; NCX, sodium- calcium exchanger; PLBt, phospholamban total; CAV1.2,
calcium channel type 1.2) in the LV was measured. In isolated LV myocytes, it was
measured contractile function and the intracellul&® §&a2*)i) transient. The data were
analyzed using two-way ANOVA for repeated measurements or two-way ANOVA, as
appropriate, followed by the Tukey's post hoc test, when necessary. The effect size was

calculated using the Cohen's d index for paired groups. Data are presented as mean *



SEM (o = 5%). The results showed that SHR had a higher relative muscular strength and
lower body mass, compared to normotensive animals. The employed TR did not change
BP and RHR (p > 0.05). The RT increasédl, VM, LVM, and VM:HM, LVM: HM,
LVM:tibia ratio, and prevemd the increase in the internal dimension of the LV and the
ejection fraction. The TR prevented the increases in myocyte width and CSA, % of nuclei
and in the collagen type | (p < 0.05). Besides that, increase % of collagen type Il and in
the 1lI:l ratio, and decrease % of extracellular matrix (p < 0.05) in the LV (p < 0.05) in
the LV. However, neither hypertension nor RT affected the expression of VEGE, ET-
IL-10, TNF and collagen | and Il genes in the LV (p > 0.05). In single LV myocytes, the
RT augmented the amplitude, the velocities to peak and to decay of #ig f@asient,

and the amplitude of contraction, and the velocities of contraction and relaxation (p <
0.05). RT also prevented the increase in the expression of FLBt (p < 0.05), without
changing the expression of SERCA2a, NCX and CAV1.2 (p > 0.05) in the LV. In
conclusion, the employed RT prevents adverse histological remodeling caused by
hypertension, promote benefits in the morphological properties, improves the mechanical
properties and calcium reuptake into the sarcoplasmic reticulum protein expression, with
no influene in the inflammatory, endothelial function and non-contractile biomarkers

gene expressioin the LV of spontaneously hypertensive rats.

Keywords: Physical exercise. Hypertension. Cardiac myocytes. Myocardial contraction.
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1. INTRODUCAO

A presséo arterial (PA) @&pressdo que o sangue exerce nas paredes internas dos
vasos sanguineos, representada pelo produto do débito (DC) e da resisténcia vascular
periférica (RVP). O débito cardiaco é influenciado pela contratilidade e o relaxamento do
miocéardio, pelo volume sanguineo circulante, pelo retorno venoso e pela frequéncia
cardiaca. A RVP, por sua vez é determinada por varios mecanismos vasoconstritores e
vasodilatadores como 0 sistema nervoso simpatico, 0 sistema renina angiotensina e a
modulacao endotelial. Além disso, a espessura da parede das artérias, também pode afetar
a RVP, pois potencializa a vasoconstricdo arterial devido ao espessamento de sua parede
(FROHLICH, 1988 FROHLICH; APSTEIN; CHOBANIAN et al., 1992).

A regulacéo da PA exige controles a curto, médio e longo prazo com alto grau de
complexidade, pois séo influenciadas por acgles integradas de sistemas como o
cardiovascular, renal, neural e enddcrino. Como exemplo, durante a realizacdo de
exercicios fisicos, ocorre 0 aumento do débito cardiaco, para suprir as necessidades de
irrigacdo sanguinea para a musculatura ativa, o que leva ao aumento da PA de maneira
aguda (WILMORE; COSTILL; KENNEY, 2009). O aumento da acao do sistema nervoso
simpatico, do sistema renina angiotensina, sdo exemplos de disturbios cronicos na
regulacdo da PAcausam a perda do controle a longo prazo e ocorréncia da hipertensao
arterial (FROHLICH; APSTEIN; CHOBANIAN et al., 1992).

1.1. Hipertensao arterial

A hipertensdo arterial sistémica € uma doenca crbnica ndo transmissivel,
multifatorial, caracterizada pela elevacao persistente da PA. Essa doenca é considerada
um problema de saude publica por possuir alta prevaléncia em todo mundo, sendo que no
Brasiladoenca atinge 32,3% da populagéo. Além disso eleva os custos socioeconémicos,
pois em 2018, estimaram-se gastos de US$ 523,7 milhdes no SUS, com hospitalizagdes,
procedimentos ambulatoriais e medicamentos (BARROSO; RODRIGUES;
BORTOLOTTO et al., 2020).

A hipertensdo arterial pode ser classificada de duas formas: 1) Quando o
diagnostico da doengaatribuido a causas genéticas com influéncia ambiental, ou ndo

apresenta causas Obviaslicitas ela € denominada essencial ou primaria. 2) Ja quando
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h& uma causa desencadeante para a hipertensdo, como nefropatias e diabetes mellitus,
esta é denominada secundaria. A maior prevaléncia de diagnosticos, de 95 a 97% dos
casos, € de hipertensdo essencial (BARROSO; RODRIGUES; BORTOLOTTO et al.,
2020).

Para uma melhor compreensdo da fisiopatologia da hipertensdo o modelo
experimental do rato espontaneamente hipertenso (SHbbntaneously Hypertensive
Rat), desenvolvido por Okamoto e Aoki (1963), € amplamente utilizado. Esse modelo
surgiu a partir da sexta geracdo de cruzamento entre irméos de animais da linhagem
Wistar Kyoto que apresentaram PA elevada e sustentada. A sua importancia tem sido
creditada a similaridade da sua fisiopatogenia com a hipertensdo essencial do homem
(FAZAN-JUNIOR; SILVA; SALGADO, 2001). A hipertensdo nos SHRs apresenta uma
evolugdo parecida com a humana e por volta da 5% semana de vida, 0s animais ja sao
classificados como hipertensos, apresentando PA elevada e sustentada por volta da 162
semana, e um platd entre 20 e 28 semanas (KOKUBO; UEMURA; MATSUBARA et al.
2005 TRIPPODO; FROHLICH, 1981).

Para modelos animais, como o SHR, a classificacdo para o diagnéstico da
hipertenséo arterial é a medida de valores iguais ou superiores a de 150 mmHg de pressao
arterial sistélica (PAS) (OKAMOTO; AOKI, 1963). Ja para humanos, a classificacdo da
hipertenséo arterial no Brasil segue o padrdo postulado pela Sociedade Brasileira de
Hipertensdo, sendo a doenca caracterizada quando os valores medidos s&o iguais ou
superiores a 140 mmHg de PAS e /ou 90 mmHg de pressao arterial diastélica (PAD)
(BARROSO; RODRIGUES; BORTOLOTTO et al., 2020).

Cabe ressaltar que a Sociedade Americana do Cora¢do, em uma diretriz recente,
postulou valores menores para o diagndstico da hipertensao @tasat 130 mmHg
e/ou PAD > 80 mmHg) (WHELTON; CAREY; ARONOW et al., 2018). Essa
recomendacdo € baseada na evidéncia que individuos quanto tratados de forma
medicamentosa intensiva, ou seja, com o objetivo de atingir valores de PAS inferiores a
120 mmHg, podem reduzir o risco de doengas cardiovasculares em comparagdo com
individuos com tratamento de meta padréo, ou seja, valores inferiores a 140 mmHg
(WRIGHT; WILLIAMSON; WHELTON, 2015). Contudo, as demais sociedades
internacionais ainda ndo seguiram essa recomendacao, devido a falta de evidéncias para
tratamentos como esse para hipertensos leves, que apresentam valores entre 140/90 e
159/99 mmHg (SHEPPARD, 2019).
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Frequentemente a hipertensao arterial esta associada a alteragdes funcionais e/ou
estruturais dos orgaos-alvo (coracdo, ceérebro, rins, vasos sanguineos, 0ssos, etc.) e
alteracbes metabolicas, com consequente aumento do risco de eventos cardiovasculares
fatais e n&o fatais (BARROSO; RODRIGUES; BORTOLOTTO et al., 2020). No presente
estudo trataremos da probleméatica do coragéo.

1.2. Hipertensao arterial e alteracdes teciduais no coracao

O coracédo € um dos érgaos mais afetados pela hipertenséo arterial e apresenta um
remodelamento progressivo devido a doenca. Os animais SHR com quatro semanas
apresentam uma hipertrofia excéntrica do ventriculo esquerdo (VE), onde ha um aumento
do indice de hipertrofia simultdneo a um valor normal da espessura relativa da parede do
VE. Esse aumento pode exercer um papel compensatério e mantendo a fungéo sistolica
normal, o que nao representa uma condicdo patologica (KOKUBO; UEMURA;
MATSUBARA et al., 2005). A partir das seis semanas de idade, se instala uma hipertrofia
concéntrica, induzida por sobrecarga de presséo, onde o indice de hipertrofia elevado esta
associado a espessura relativa de parede também elevada, o que caracteriza uma
hipertrofia cardiaca patolégica (KOKUBO; UEMURA; MATSUBARA et al., 2005
MCMULLEN; JENNINGS, 2007).

Essa hipertrofia é gerada, em parte, pela sobrecarga mecéanica de pressao que é
sentida pelas células cardiacas e leva a uma sinalizacao intracelular, com aumento da acéao
da angiotensina Il (ANG l))endotelina 1 (ET-1) e noradrenalina, ativando as vias da
proteina quinase ativada por mitdgenos (MAPIK) da Calcineurina/NFAT
(MCMULLEN; JENNINGS, 2007).

Outro fator que contribui para a hipertrofia cardiaca é o remodelamento da matriz
extracelular (MEC). Esse remodelamento € mediado pelo aumento da acédo do sistema
renina-angiotensina-aldosterona, o que leva ao aumento da sintese de ANG Il e
desencadeia uma série de eventos. Um deles é o aumento da expressédo do fator de
crescimento transformador (TGFR), uma citocina profibrotica que também que ativa os
fibroblastos cardiacos, o que leva ao aumento da producéo de colageno dos tipos | e lll
ao redor dos midcitos cardiacos, e favorece a inflamacéo e a degradagdo da MEC. Além
disso, o TGFR estimula a produgéo de ET1 que pode aumentar a producgao de fibroblastos

e consequentemente de colageno. Outro evento induzido pela AANGalumento da
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expressdo de citocinas pré-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral (TNF) e a
interleucina-6 (IL-6), e de fatores de crescimento como o fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF) em fibroblastos cardiacos (CHINTALGATTU; NAIR; KATWA,
2003 MAKINO; HANEDA; BABAZONO et al.,, 2005 SATO; WATANABE;
TANAKA et al., 2003).

Logo, além da hipertrofia, o remodelamento da MEC contribui para a
reestruturacdo cardiaca patologica gerada pela hipertensdo. A matriz € formada por uma
trama glicoproteica que envolve e se relaciona com as células constitutivas do coragéo e
controla o comportamento celular, oferecendo resisténcia e elasticidade tecidual. Além
disso, € local de recebimento dos nutrientes advindos dos capilares e eliminacdo para os
capilares linfaticos (WILSON; SPINALE, 2001).

Os principais componentes da matriz cardiaca sao: 1) proteinas estruturais, como
colageno tipo | e tipo Il (predominantes), elastina, fibrilina; 2) proteinas adesivas como
colageno IV e VI, laminina e fibronectina; 3) proteoglicanos (WILSON; SPINALE,
2001). Os colagenos tipdse Il sdo sintetizados por fibroblastos, as células mais
prevalentes em todo o miocéardio. O colagemyomove resisténcia a tenséo e estrutura
ao intersticio. J& o colageno tipo lll, € responsavel por sustentacdo para o estroma e é
importante para distensibilidade (PARRY; CRAIG, 1988.).

Devido a hipertensédo, ocorre um excesso de deposicao de colageno (I e lll) o que
resulta em fibrose intersticial. Essa fibrose aumenta a rigidez do miocardio (JALIL;
DOERING; JANICKI et al., 1989) e induz a disfuncao diastélicavép bem como a
heterogeneidade elétrica do miocardio, o que predispde a arritmias ventriculares
(MCLENACHAN; DARGIE, 1990). Kokubo et al., (2005) demonstraram que, em
animais SHR, pode ocorrer uma disfungéo sistdlica a partir dos dois meses de idade, e
uma disfuncgédo diastdlica a partir dos trés meses.

Todo esse processo de remodelamento do coracéo frente a hipertensao arterial,
iniciada no terceiro més de vida dos animais SHR, € uma adaptacdo compensatoria, aos
eventos ocorridos nessa fase da doenca (HASENFUSS, 1998). Por isso ela € chamada de
fase compensada, e permite a manutencdo da capacidade mecanica do coracao
(BADEER, 1964).

Ao longo do tempo, a espessura da parede ventricular aumenta ainda mais,
podendo ocorrer a reducdo da camara cardéaegxpressao de genes fetais [ex: fator

natriurético atrial (FNA), a-actina esquelética e a f-miosina de cadeia pesada (B-MCP)].
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Além disso, o0 aumento progressivo do coldgeno diminui a complacéncia ventricular, com
presenca de estresse oxidativo e apoptose. Todos esses eventos resultam em fibrose do
tecido ventricular e enrijecimento do miocardio com consequente disfuncdo mecéanica e
falha cardiaca, que ocorre na fase descompensada, ou de insuficiéncia cardiaca, por volta
do 18°-24° més de vida (LEVY; GARRISON; SAVAGE et al., T99CMULLEN;
JENNINGS, 2007).

Essa série de alteracGes, em nivel tecidual, do coracdo compeosfieténcia
mecanica do miocardio e se refletem, em nivel celular, nas propriedades contrateis dos

cardiomidcitos.

1.3. Hipertensao arterial e alteracdes celulares do coracéo

As alteracdes morfologicas e génicas ocorridas na estrutura do VE se refletem no
acoplamento excitacdo-contracdo (AEC) dos cardiomiocitos. Esse acoplamento se da
inicialmente, com uma corrente despolarizante que atinge os tubulos transversos. Essa
corrente leva a ativacdo dos canais trocadores HEHMA(NCX) e dos canais déaf*
dos tipos T e L, presentes na membrana celular.

A maior parte do G4 que adentra a célula advém da abertura dos can@igde
do tipo L. Em condi¢cdes nado patologicas, os cardiomidcitos ventriculares adultos
expressam somente a subunidade CaV1.2 (HARVEY; HELL, 2013). Essa abertura dos
canais leva a um pequeno influxo deé'Qzara a fenda diadica e para citosol, devido ao
seu gradiente eletroquimico. O aumento & @afenda diadica faz com que se aumente
a probabilidade de ligacdo aos receptores de rianodina, especificamente a sua subunidade
2 (RyR2), presente no reticulo sarcoplasmatico (RS) dos midcitos cardiacos. Cada juncdo
entre o sarcolema (tubulos transversos e superfici®3 possui cerca de 10-25 canais
de C&" tipo L e 100-200 canais de RyR2, constituindo locais ideais para o acoplamento
e aumento d€&* intracelular ([C&']i) (BERS, 2008).

Os RyR2 sé@o estabilizados pelas proteinas de ligacdo FK506 (FKBP12.6)
calmodulina (CaM), proteina quinase A (PKA), proteina quinase Il dependente de
calmodulina (CaMKIl) e fosfatases 1 e 2A, que em situacdes nao patoldgicas,
encontram-se incorporadas aos RyR2. Essa estabilizacdo previne a abertura espontanea
dessa proteina, o que pode favorecer eventos arritmicos, devido a liberacdo espontanea
de Ca*, conhecida como sparks @& (CHENG; LEDERER; CANNELL, 1993). A
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ligacdo do C& aos RyR2 leva a liberagdo do*Cao RS para o interior da célula,
processo esse, conhecido como libera¢dadeinduzida pelcCa*. Dessa forma ocorre

um aumento do [C4i que, por sua vez, aumenta a probabilidade€dd se ligar a
troponina C, ativando os miofilamentos contrateis e promovendo a sistole (BERS, 2014).

Na fase de relaxamento ha a reducio@'];, até o nivel basal por diferentes
meios, como &£&*-ATPase do RS (SERCA), @&*-ATPase sarcolemal (PMCA), o
NCX e o uniporte mitocondrial d€&* (BERS, 2001). Entre esses mecanismos de
transporte, a SERCA e o NCX contribuem com um percentual maior da quantidade de
C&* retirado da célula, de 93 e 6%, respectivamente (BASSANI; BASSANI; BERS,
1994 BERS, 2014).

A subunidade da SERCA presente no coracdo € a do subtipo 2a (SERCAZ2a)
(SITSEL; DE RAEYMAECKER; DRACHMANN et al., 2019), e sua atividaée
regulada, principalmente, pela fosfolambam (FLB), um inibidor endégeno que ao se
associar & SERCA2a, diminui o transporte d& €a sua atividade de ATPase (BERS,
2001, MACLENNAN; KRANIAS, 2003). Contudo, a fosforilacdo da FLB, seja do
residuo de serina 16 (Fkd&i9, pela acdo da PKA, ou no residuo de treonina 17 §hk)B
pela proteina quinase 2 dependenteCe@/calmodulina (CaMKIl), dissocia a FLB da
SERCA2a (BASSANI; MATTIAZZI; BERS, 1995KIRCHBERGER; TADA; KATZ,

1974). Essa dissociacao reverte a inibicdo da FLB sobre a SERCA2a, provocando
aumento da taxa de recaptacdo d& Gara o RS e da velocidade de relaxamento celular
(MATTIAZZI; MUNDINA-WEILENMANN; GUOXIANG et al., 2005; WEGENER,;
SIMMERMAN; LINDEMANN et al., 1989).

A NCX, especificamente o NCX1 (isoforma presente no coracdo de mamiferos),
é uma proteina de que consiste em realizar a troca de uma moléculd gerGeés
moléculas de Naatravés da membrana plasmatica (REN; PHILIPSON, 2013). Apesar
de atuar também no influxo @ef*, a acdo do NCX é mais reconhecida no efluxo de
C&* durante a fase de relaxamento celular (OTTOLIA; TORRES; BRIDGE et al.,.2013)
Ja foi demonstrado que esse efluxo corresponde ao infl@e tializado pelo CaVv1.2
(BRIDGE; SMOLLEY; SPITZER, 1990). Juntos, esses mecanismos contribuem para que
o [C&*]; retorne ao nivel basal, promovendo, com isso, a dissociagde’titigado a
cTnC e induzindo o relaxamento (BERS, 2008). Tanto o NCX, quanto os demais

mecanismos do AEC estéo ilustrados na Figura 1.
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Figura 1. Esquema representativo do processo de acoplamento excitagdo-contracdo. As
setas vermelhas representam o processo de entrada"deC#osol, a partir do NCX,

canais do tipo L e T, além dos RyR2) até a contragdo muscular. As setas verdes
representam o recaptacio de*’Cpelas proteinas SERCA2a/FLB, NCX e pela via
mitocondrial. O quadro no meio do esquema representa de cinza o potencial de acao, de
vermelho a concentracdo de?Cau transiente de €ae azul representa a contracéo
muscular (BERS, 2014).

A hipertensao arterial exerce efeitos deletérios em todas os mecanismos do AEC
demonstrados anteriormente. Sabe-se que ha uma disfuncdo da atividade elétrica do
coracdo devido a doenca, o que prolonga o potencial de acdo nos cardiomiocitos do
pericardio devido a diminuicdo na corrente repolarizante transitéria de efluxo de potassio
(o) (ROMAN-CAMPOS; CARNEIRO-JUNIOR; PRIMOLA-GOMESt al., 2012).

Além disso, ja foi demonstrado um aumento do tempo total até o pico de contracéo, do
relaxamento celular e do transiente @&* em animais SHR (BROOKSBY; LEVI;
JONES, 1992 CARNEIRO-JUNIOR; QUINTAO-JUNIOR; DRUMMOND et gl.

2014).

Em nivel molecular, a hipertensdo pode afetar as proteinas que regulam o AEC, o
gue ajuda no entendimento dos efeitos da doenca sobre o coragdo. Em animas SHR, o
Cavl1.2 apresentam um aumento no numero de splicing alternativos, que podem estar

associado ao remodelamento cardiaco desencadeado pela doenca (TANG; LIAO; LI et
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al., 2008). O aumento das variagdes de splicing, significa que diferentes exons de um
mesmo pré-RNA podem atuar na geracdo de RNAs maduros diferentes, e por sua vez
gerar proteinas distintas a partir de um gene unico. Dessa forma, o splicing alternativo
pode levar a um grande aumento na diversidade de proteinas, muitas vezes ligadas ao
remodelamento adverso, no caso da hipertensédo (LAREAU; GREEN; BHATNAGAR et
al., 2004 TANG; LIAO; LI et al., 2008).

Com relacéo aos RyR2, sabe-se que o0 SHR apresenta aumento em sua expressao
génica, acompanhado de uma diminuicdo da FKBP12.6 (CARNEIRO-JUNIOR;
QUINTAO-JUNIOR; DRUMMOND et al., 2014). Essa resposta pode levar ao aumento
da liberacdo espontanea@e* para sarcoplasma, como por exemplo, as sparks?de Ca
0 que por sua vez, pode levar ao surgimento de arritmias cardiacas. Além disso, a
contracao pode ser prejudicada por um desarranjo nos tibulos T causado pela hipertenséo,
de forma que o€aVv1.2 estejam desalinhados com os RyR2, o que prejudica a liberacao
deCa*do RS (KRZESIAK; COGNARD; SEBILLE et al., 2019).

Uma resposta causada pela hipertensdo, que pode prejudicar o relaxamento
celular, € o aumento da expresséao proteica do NCX e a diminui¢do da FLBt e SERCA2a
Contudo, ainda n&o foram encontradas alteracbes nas razdesndHLEBt e
FLBr17/FLBt devido a doenga (COLLINS; LOKA; DICARLO, 2006ARCIARENA,;

PINILLA; NOLLY et al., 2009 KRZESIAK; COGNARD; SEBILLE et al., 2019).

O tratamento da hipertensado € essencialmente medicamentoso, todavia, alteracdes
no estilo de vida, coma alimentacdo saudavel & pratica de atividade fisica, sao
fortemente indicados como terapias de apoio (BARROSO; RODRIGUES;
BORTOLOTTO et al., 2020). Assim, o treinamento fisico tornou-se uma importante
estratégia ndo medicamentosa na prevencao e controle da hipertensdo (PESCATELLO;
FRANKLIN; FAGARD et al.,, 2004 PESCATELLO; MACDONALD; ASH et al.

2015).

As adaptacdes benéficas sobre morfologia, funcdo cardiaca e capacidade contratil
do miocardio devido ao treinamento fisico aerdbio (TA), especialmente o continuo de
intensidade leve a moderada, tanto em animais normotensos quanto em hipertensos, estao
bem estabelecidos na literatura (CARNEIRO-JUNIOR; QUINTAO-JUNIOR;
DRUMMOND et al., 2014 CARNEIRO JUNIOR; PRIMOLA-GOMES; QUINTAO
JUNIOR et al., 2019 NATALI; WILSON; PECKHAM et al., 2002 ROMAN-
CAMPOS; CARNEIRO-JUNIOR; PRIMOLA-GOMES et al.,, 2012s adaptacdes
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funcionais, estruturais e metabolicas no muasculo cardiaco causadas pelo treinamento
fisico resistido (TR), porém, podem trazer beneficios a essa populacéo, como o0 aumento
da forca muscular e reducdo da PA de repouso. Contudo, os efeitos do TR sdo menos
estudados, se comparados ao TA (CORNELISSEN; SMART, ;261BALGO;
FARINATTI; BORGES et al., 203,9INDER; CARLSON; DIEBERG et al., 2016
MACDONALD; JOHNSON; HUEDO-MEDINA et al., 2016 MELO; BARAUNA,

NEVES et al., 2013NACI; SALCHER-KONRAD; DIAS et al., 201.9SHARMAN; LA
GERCHE; COOMBES, 2015).

1.4. Treinamento resistido, coracao e hipertensao arterial

O TR, também denominado de treinamento de for¢ca ou treinamento com pesos, é
um tipo de exercicio fisico que implica uma a¢cdo muscular contra uma resisténcia. Esse
pode ser divido em TR dindmico, com acdes musculares concéntricas e excéntricas,
estatico, com acdo muscular isométrica (FLECK; KRAEMER, 2017).

O TR é capaz de levar ao aumento do tamanho e da forca muscular, e possui
efeitos diretos na prevencéao primaria de doencas cronicas. Mcleod et al. (2019), em uma
recente revisdo, evidenciam que os beneficios do TR sdo equivalentes, ou até superiores
ao TA, e que deveriam ser a estratégia primaria de acdo na prevencao e/ou tratamento de
doencas crbnicas. Logo, esse tem sido adotado como estratégia adjuvante de diversas
doencas, como a osteoporasédjabetes mellitus e a hipertensédo (IKEDO; KIDO; ATO
et al., 2019NEVES; SOUZA; PASSOS et al., 20180UZA; LINO; RUFFONI et al.,

2017).

Para compreender melhor as respostas morfolégicas, funcionais, celulares e
moleculares dos efeitos do TR, a experimentacdo animal tem sido utilizada no estudo dos
mais diversos sistemas corporais, como o muscular, o nexwosardiovascular, sendo
esse ultimo o objeto de interesse do presente estudo (BARAUNA; ROSA; IRIGOYEN
et al., 2007HORNBERGER; FARRAR, 2004 TRICKLAND; SMITH, 2016).

Os modelos de TR na experimentacdo animal podem ser divididos em duas
categorias: in situ e de corpo todo. Nos modelos in situ, temos a estimulagdo mecanica, o
estiramento crénico e a sobrecarga compensatdria (ANTONIO; GONYEA,BASR,;

ESSER, 1999DENNY-BROWN, 1960 GOLDBERG, 1967). Em todos esses modelos

€ possivel determinar um musculo especifico a ser estimulado e utilizar o membro
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contralateral como controle, contudo, possuem limitagdes quanto as respostas musculares
como, por exemplo, 0 uso de anestesia, a realizacdo de cirurgia e a validade limitada
(STRICKLAND; SMITH, 2016).

Outros modelos se aproximam mais da realidade do TR e facilitam a transposicao
das respostas para humanos, chamados de modelo de corpo todo (STRICKLAND;
SMITH, 2016). Esses modelos apresentam o desafio de fazer com o que o animal realize
0s movimentos de maneira voluntaria. Em alguns experimentos pode-se observar o uso
de comida como recompensa ao esfor¢o ou estimulagéo elétrica, nesse caso nao realizad
no musculo alvo a ser realizado, mas na pata do animal como estimulo para iniciar o
movimento, semelhante aos utilizados em esteiras rolantes (NICASTRO; ZANCHI; DA
LUZ et al., 2012 TAMAKI; UCHIYAMA; NAKANO, 1992).

Dentre esses modelos temos a roda de corrida voluntaria resistida, o agachamento,
roda em suspensdao, o salto vertical na 4gua e a subida em escadas (CUNHA; TANNO;
COSTA SAMPAIO MOURA et al, 2005HORNBERGER; FARRAR, 2004
ISHIHARA; ROY; OHIRA et al., 1998TAMAKI; UCHIYAMA; NAKANO, 1992). Os
estudos de TR e doencas cardiovasculares, em sua maior parte, usam os modelos de
agachamento e de subida em escadas, ilustrados na Figura 2.

Figura 2. Modelos de treinamento resistido para ratos. (A) Modelo de agacha
1, Colete de fixacao; 2, Haste de madeira, 3, Anilhas de peso; 4, Plataforma ir
5, Aparelho de estimulo elétrico. (B) Modelo de subida em escadas. Adapt
Melo et al., (2011) e Neves et al., (2016).
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O modelo de agachamento, proposto por Tamaki, Uchiyama e Nakano (1992),
tem sido utilizado como um dos principais formas de TR visando compreender as
adaptacOes cardiovasculares a esse tipo de treinamento. Esse modelo utiliza um aparato
para simular um dos movimentos mais realizados nas academias de ginastica pelos seres
humanos. Apesar de utilizado em diversos estudos e ter eficacia sobre o sistema
cardiovascular comprovada (BARAUNA; ROSA; IRIGOYEN et al., 20MELO;
AMADEU; MAGALHAES et al., 2011 MELO; BARAUNA; JUNIOR et al., 2015
PINTER; PADILHA; DE OLIVEIRA et al., 2008), esse modelo de treinamento utiliza
estimulacdo elétrica a cada repeticdo de agachamento, o que torna a realizacdo do
exercicio forcada.

O modelo de treinamento de subida em escadas, inicialmente, também utilizava
choque na cauda para estimular os animais a subirem a escada. Atualmente, sabe-se que
€ possivel, por meio de um periodo de adaptacdo ao aparato, fazer com que o animal suba
as escadas sem que seja necessario estimulo por choque, o que pode ser considerada uma
vantagem em relacdo ao modelo de agachamento. Neste, o animal é posicionado na parte
inferior de uma escada com 80° de inclinagdo, com altura entre 50 e 110 cm e sobrecarga
externa anexada a sua cauda. O modelo foi preconizado por Hornberger e Farrar (2004),
com intuito de proporcionar adaptacdes hipertroficas e aumento da forca muscular
principalmente em musculos dos membros posteriores, em especial, aqueles com
predominio de fibras tipo II.

Com relaca@sadaptacdes causadas pelo TR no musculo cardiaco, alguns estudos
demonstram que a hipertrofia excéntrica do VE pode ocorrer em atletas que praticam esse
treinamento, como os fisiculturistas, mesmo porque, esses atletas também praticam o TA
como parte do programa de treinamento. Entretanto, a maior parte dos estudos aponta que
o TR pode promover hipertrofia cardiaca fisiolégica concéntrica, inclusive em ratos
(BARAUNA; ROSA; IRIGOYEN et al., 2007 FAGARD, 1997 FERNANDES;
BARAUNA; NEGRAO et al., 2015).

A hipertrofia cardiaca concéntrica causada pelo TR é induzida pela sobrecarga
pressorica, ou seja, pelo aumento da pds-carga, que € caracterizado pelo elevado pico de
tensao sistolica. Essa sobrecarga leva ao aumento na largura dos miocitos, pela adicao de
novos sarcomero em paralelo, e consequentemente ao aumento da espessura da parede do

VE. Esse aumento, porém é acompanhado de uma manutencdo no tamanho da cavidade
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do VE tanto em humanos como em ratos (BARAUNA; ROSA; IRIGOYEN et al.,;2007
COLAN, 1997).

Os mecanismos envolvidos na hipertrofia causada pelo TR séo a ativacdo de
diferentes vias de sinaliza¢c®&KT-mTor para sintese de proteinas sarcoméricas via
receptor AT1 (BARAUNA; ROSA; IRIGOYEN et al., 200MELO; AMADEU,;
MAGALHAES et al., 2011Z0U; AKAZAWA; QIN et al., 2004). Melo et al., (2017)
demonstraram que a via do fator de crescimento semelhante a insulina do tipo 1 (IGF1)
outra possivel via de sinalizacdo da hipertrofia muscular, ndo é responsavel pela
hipertrofia induzida pelo TR no coragao de ratos.

Apesar de levar a uma hipertrofia concéntrica, assim como a causada pela
hipertenséo, ndo ha disfuncao cardiaca causada pelo TR, por isso € chamada de hipertrofia
cardiaca concéntrica fisiologica. Essa resposta foi demonstrada em animais e humanos
(BARAUNA; ROSA; IRIGOYEN et al., 2007 BROWN; THOMPSON, 1987
PERILHAO; KRAUSE NETO; DA SILVA et al.,, 2020VAN DEN BROEKE;
FAGARD, 1988). Um estudo de Barauna et al., (2007) demonstrou que ratos Wistar
submetidos ao protocolo de agachamento apresentaram aumento de 16% na massa do VE.
Esse aumento ocorreu também no septo interventricular e na parede posterior do VE, sem
reduzir seu volume diastolico final, diferentemente do que ocorre na hipertrofia cardiaca
concéntrica patoldgica.

Alguns estudos investigaram o efeito do TR sobre as propriedades dos
cardiomidcitos do VE. Melo et al., (2015) investigaram a morfologiaideitos isolados
do VE em ratos normotensos, utilizando o modelo de treinamento de agachamento. Nesse
estudo foi demonstrado que o TR aumenta a largura e o volume celular, mas néo altera o
comprimento dos cardiomiécitos, o que condiz com a caracteristica da hipertrofia
concéntrica cardiaca, causada pela sobrecarga de pressdo. Entretanto, ndo € sabido se essa
resposta ocorre também em animais hipertensos.

Além das alteragcbes nas dimensfes celulares, Melo et al.,, (2015) também
demonstraram uma diminuicdo do tempo para 0 pico de contracdo e tempo para o
relaxamento celular em miocitos isolados do VE nos animais normotensos. Essa resposta
veio acompanhada de um aumento na expressao proteica da SERCA2a e uma diminuicéo
do miRNA-214 (contrarregulador da SERCA2a) (MELO; BARAUNA; JUNIOR et al.,
2015). Em outro estudo, dessa vez com ratos infartados, foi possivel verificar que a prética

de TR causou respostas semelhantes, com diminuicdo da SERCARBela/FLB e
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do NCX. O infarto induzido nos animais havia causado efeitos exatamente contrarios
(MELO; BARAUNA; NEVES et al., 2015). Todavia, os efeitos desse tipo de treinamento
sobre a contratilidade celular e as proteinas que regulam o cicld‘ddoSanidcitos do

VE em animais hipertensos, ainda precisam ser elusdado

Com relacéo aos efeitos do TR na hipertenséo, sabe-se que tanto agcbeaslinamic
quanto estaticas podem reduzir a PAG BAD (CORNELISSEN; SMART, 2013
INDER; CARLSON; DIEBERG et al., 2018/CLEOD; STOKES; PHILLIPS, 2019).

Com relagcdo ao estudo da hipertenséo, tanto o TR de subida em escada (NEVES;
SOUZA; PASSOS et al., 201BERILHAO; KRAUSE NETO; DA SILVA et al., 2020),
guanto o modelo de agachamento (FARIA TDE; TARGUETA; ANGELI et al., ;2010
FERNANDES; FARIA TDE; RIBEIRO JUNIOR et al., 2015) foram utilizados em
estudos prévios.

Emestudos envolvendo o SHR, foram verificados efeitos benéficos tanto de forma
aguda quanto crbnica sobre o sistema cardiovascular. Com relacdo a primeira, Faria et
al., (2010) demonstraram que o TR, com modelo de agachamento com moderada
intensidade, foi capaz de aumentar a producdo de Oxido nitrico e o relaxamento
dependente do endotélio, que estdo associados a diminuicdo da PA pdés-exercicio. Ja
Fernandes et al., (2015) demonstraram que uma sessdo de TR, com modelo de
agachamento, aumentou a contratilidade miocardica em ratos SHR, em conjunto com
uma maior atividade d&S e aumento do influxo d€&* do sarcolema. Além disso,
houve um aumento funcional da atividade do RS, apesar de ndo haver alteracbes na
expressédo proteica de SERCA2a, FLBt e dad&kBPorém, os efeitos crénicos do TR
sobre esses parametros em animais hipertensos, ainda precisam ser esclarecidos.

Estudos prévios demonstraram que diferentes protocold& @eminuiram, ou
preveniram o aumento, da PAS (ARAUJO; SANTOS; SOUZA KDOS et al.,;2013
NEVES; SOUZA; PASSOS et al., 201BERILHAO; KRAUSE NETO; DA SILVA et
al., 2020), demonstrando uma correlacao entre o aumento da for¢ca e a diminuigéo da PAS
(GOMES; BORGES; ROSSI et al., 20 PERILHAO; KRAUSE NETO; DA SILVA et
al., 2020). E importante destacar que um aumento de 10 mmHg na PAS esta aasociado
um aumento em 25% no risco de problemas cardiacos como o infarto do miocardio e
outros problemas como o acidente vascular cerebral (BOISSIERE; EDER; MACHET et
al., 2008).



34

A diminuicdo da PA esta associada aidintdo da atividade simpética e/ou
aumento da sensibilidade barorreflexa. Gomes et al., (2017) demonstraram que a
diminuicdo da pressao arterial média (PAM) e da sensibilidade barorreflexa em ratos
submetidos ao treinamento de moderada intensidade de subida em escadas, durante oito
semanas, Cinco vezes por semana.

O estudo de Neves et al., (2016), também com o modelo de subida em escadas,
avaliaram animais com hipertenséo arterial grave, ou seja, com valores de PA sistdlica
maiores que 180 mmHg submetidos a dois protocoldfRkdealizados por 12 semanas,
com frequéncia semanal de trés vezes. O primeiro, seguindo a orientacao de Casillhas et
al., (2012), utilizando a massa corporal do animal para determinar a intensidade das
sessfes, e 0 segundo utilizando o peso maximo carregado seguindo a orientacdo de
Horneberger e Farrar (2004). Os autores demonstraram que ambos o0s protocolos
preveniram o aumento da PAS, mas o segundo protocolo levou a ganhos de for¢ca maiores.

De acordo com Perrilh&o et al., (2020), ratas hipertensas subneid&s de
subidas em escada, por 12 semanas, obtiveram melhora da funcéo diastolica cardiaca, por
meio de um maior tempo de relaxamento isovolumétrico, sem alterar a massa do coragéo
e o volume de cardiomidcitos. Além disso, o TR preveniu 0 aumento do conteddo de
colageno total em ratas hipertensas. Contudo, pouco se sabe sobre os efeitos do TR na
funcao sistdélica ventricular esquerda, na organizacéao tecidual do VE, como por exemplo
no conteudo de colagenos do tipo | e Ill, bem como na expressdo génica de estruturas
envolvidas nessa organizagdo, no estado inflamatério e nos marcadores de funcgéo
endotelial no VE.

Face o exposto, o efeito do TR sobre as propriedades morfolégicas, contrateis,
moleculares, génicas e proteicas do tecido muscular cardiaco precisam ser mais bem

compreendidos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Investigar efeitos do treinamento fisico resistido sobre as propriedades
histol6gicas, morfolégicas, mecanicas, génicas e proteicas do coracdo de ratos

espontaneamente hipertensos.

2.2.Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos do treinamento fisico resistido sobre os seguintes parametros de

ratos SHR:

e Tolerancia ao esforco fisico;

e Composicao corporal e a antropometria;

e Presséo arterial e a frequéncia cardiaca de repouso;

e Massa cardiaca;

e Funcdao sistélica ventricular esquerda,;

e Dimensdes de midcitos do ventriculo esquerdo;

e Organizacao tecidual do ventriculo esquerdo;

e Estado inflamatério do ventriculo esquerdo;

¢ Indicadores de funcéo endotelial no ventriculo esquerdo;

e Calcio intracelular transiente de midcitos isolados do ventriculo esquerdo;

e Contratilidade celular de midcitos isolados do ventriculo esquerdo;

e Proteinas envolvidas na contracéo e relaxamento do ventriculo esquerdo.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Animais e desenho experimental
Ratos adultos da linhagem Wistar Kyoto e SHR foram utilizados no esudo.
tamanho amostral foi definido de acordo com a formula (CHARAN; KANTHARIA,

2013):

Ta

(e

Tac =

Sendo:

Tac: Tamanho da amostra corrigido

Ta: Tamanho da amostra

Atrito: percentual esperado de perda de animais no experimento

Assim,
Tac = 6 (tamanho da amostra representativa minima estimada em estudos com animais)
ac= (1 — [20 (porcentagem de atrito esperado) / 100])
Dai,
6
Tac = 08 7,5 (resultado encontrado)

= 8 animais por grupo (resultado arredondado)

Como os experimentos foram feitos com células isoladas e armazenamento de
tecidos em formalina e congelados foi necessario duplicar o nimero de animais em cada
grupo, uma vez que a coleta de células isoladas pode danificar os tecidos e impossibilitar
analises morfoldgicas, de expressdo génica e proteica feita a partir da analise de tecidos
armazenados em formalina e congelados. Os animais foram provenientes do Biotério
Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da UFV, e os procedimentos
experimentais foram realizados no Laboratério de Biologia do Exercicio (BIOEX),
situado no Departamento de Educacéo Fisica da UFV.

No BIOEX, os animais foram alojados em caixas de polietileno, com até 5 ratos

por caixae tiveram acesso a racdo comercial e agua ad libitum. A tempeaatoiente
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foi mantida em 22 + 2 °C, sob um ciclo claro/escuro de 12/12h. O experimento teve
duracado de 10 semanas, contadas a partir da semana que os animaismidfarT odos

os animais foram pesados, por meio de balanca digital, no 1° dia de cada sefffana de
e no ultimo dia do periodo experimental.

Os animais, com 15 semanas de idade, foram separados em 4 grupos, com 16
animais em cada grupo, conforme a seguir. normotenso sem treinamento (NS),
normotenso treinado (NT), hipertenso sem treinamento (HS) e hipertenso treinado (HT).

O projeto foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFV)
da UFV (Protocolo 01/2018, ANEXO 1) e foi conduzido de acordo com os principios do
Guia para o Cuidado no Uso de Animais de Laboratério (NEVES; ONG; RODRIGUES
et al.,, 2013). Os procedimentos (Figurp fBram acompanhados por um médico

veterinario.

Semanas
de vida

Figura 3. Fluxo dos experimentos do estudo. BIOEX: Laboratério de Biologia do
Exercicio do Departamento de Educacdo Fisica da UFV. PA: Pressao arterial. FCR:
Frequéncia cardiaca de repouso. PMC: Peso maximo carregado.

3.2.Presséao Arterial e Frequéncia Cardiaca de Repouso

As mensuracdes da PA e frequéncia cardiaca de repousof@if@R)realizadas
por método ndo invasivo através de pletismografia de cauda, com a utilizacdo de
pletismografo devidamente calibrado e apropriado para medidas em ratos (LE 5001,
Panlab, Harvard Apparatus, Espanha). As medidas de todos os animais foram realizadas
no inicio e quarenta e oito horas ap6s o final do periodo experimental. Por um periodo de

cinco dias antes da realizacdo das medidas, todos os animais foram familiarizados ao
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aparato de contencdo e as condi¢des utilizadas para as medidas da PA e da FCR, durante
sessOes diarias, sempre no mesmo horario do dia, em sala especifica, ambiente calmo,
com temperatura e luminosidade devidamente controladas, sem influéncia de nenhum
agente externo.

Durante as medidas os animais foram posicionados no aparato de contencao e
aquecidos de forma passiva a fim de atingir a vasodilatacédo da artéria caudal por meio de
exposicao a temperatura de 29-32°C durante 10 minutos. Em seguida, um manguito de

pressdo e um transdutor de pulso foram colocados a trés centimetros da ponta da cauda

(Figura 4). Apo6s a captagéo do pulso, o manguito era insuflado para obtengéo das medidas
da PAS, PAD, PAM e da FCR.

W oo 1
Aparato de
contengao

Transdutor
de pulso

Figura 4. Pletismoégrafo utilizado para mensuracédo da pressao arterial e da frequéncia
cardiaca de repouso.

3.3. Protocolo de treinamento fisico resistido

O protocolo de Hornberger e Farrar (2004) foi adaptado para as necessidades e
execucao da pesquisa. Os ratos foram familiarizados por duas semanas com a pratica de
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TR que consistiu em subida de escada vertical (1,1 x 0,18m,d2 espacamento entre

os degraus da grade, 80° de inclinacdo) com sobrecarga externa fixada na cauda (Figura

5).

Figura 5. Escada vertical e aparato de sobrecarga externa para a realizag@ncertre
resistido.

A familiariza¢éo ocorreu por duas semanas, com frequéncia semanal de trés vezes
(Tabela 1). No primeiro dia, os animais foram incentivados a escalar aplicando-se em sua
cauda um estimulo (pincar dos dedos) para iniciar o movimento. No topo da escada,
encontraram uma gaiola de polietileno (20 x 20 x 20 cm) onde descansaram por 120

segundos (Figura 3). Ao chegarem a gaiola, os animais completavam uma série. Este
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procedimento foi repetido até que os ratos voluntariamente subissem a escada trés vezes
consecutivas, sem o incentivo do estimulo na cauda, ao fim da primeira semana.

Na segunda semana de adaptacao, os ratos escalaram voluntariamente a escada de
duas a trés séries, sem o incentivo do estimulo na cauda, com um aparato (tubo coénico)
de 15 g, fixado a parte proximal da cauda, por meio de uma fita adesiva (1,5cm, 3M
Tartan). Esse tubo foi usado posteriormente para aumentar a carga externa durante o
periodo deTR, como explicado na secdo 4.4. Todos os animais, inclusive os animais

submetidos ao protocolo de TR, realizaram o periodo de familiarizacao.

Tabela 1. Progressédo da familiarizacdo a escada vertical.
Semana Domingo 22feira 32feira 42feira 52feira 62feira Sabado

1 Descanso 1 série Descanso 2 séries Descanso 3 séries Descanso
Sem Sem Sem
aparato aparato aparato
2 Descanso 2 séries Descanso 3 séries Descanso 3 séries Descanso
Com Com Com
aparato aparato aparato

3.4. Teste de peso maximo carregado

Apo6s 72 horas do fim do periodo de familiarizacdo com a escada, foi realizado
um teste de peso maximo carregado (PMC). Na escalada inicial foi aplicado 75% da
massa corporal do animal, colocando-se peso dentro do aparato fixado a cauda animal.
Como peso foi utilizado chumbada utilizado usualmente com isca para peixes. Apéos
completar o carregamento desta carga com sucesso, 0s animais descansaram por 120
segundos e em seguida uma sobrecarga adicional de 30 gramas foi adicionada. Este
procedimento foi sucessivamente repetido até que a carga alcancasse um peso que nao
permitia mais que o rato conseguisse escalar. Esse foi o ponto utilizado para determinar
o PMC obtido pelos animais. Ao final da quarta seman&Riesse teste foi realizado
com o objetivo de reajustar a cargdl@ e ao final da oitava semanaTiR para verificar
o ganho de forca dos animais (Figura 6). O peso maximo carregado foi utilizado como
um indice de tolerancia ao esforgo fisico.

Para verificar a influéncia da alteragdo da MC ao longo do tempo e entre as
linhagens foi calculado o PCM relativo, dividindo-se o PMC absoluto pela MC de cada

animal.
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Figura 6. Protocolo do teste de Peso Maximo Carregado (PMC). MC: Massa Corporal.
ID: intervalo de descanso.

ID: 2’

3.5. Protocolo de treinamento fisico resistido

A primeira sessd@o ocorreu 48 horas apos o teste de PM® €nsistiu em
escalar de quatro a nove vezes carregando progressivamente cargas mais pesadas.
Durante as primeiras quatro escaladas, os ratos carregaram 50%, 75%, 90% e 100% do
PMC. Durante cada escalada subsequente, 30 gramas foram adicionadas, até que o rato
nao conseguisse mais escalar (Figura 7). ERtdoi repetido trés vezes por semana,

durante oito semanas.



42

ID: 2’

ID: 2

- ID: 2’
4 ID: 2’ ID: 2 +30g
ID: 2} +30g
ID: 27 +30g
ID: 2’ +30g
I: +30g
100%
90% PMC
W’ ;::?: REGE Maximo de

PMC Minimo de subidas/sess3o
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Figura 7. Diagrama da sessdo de treinamento fisico resistido. PMC: Peso maximo
carregado. ID: intervalo de descanso.

Durante todo o periodo deR o volume de carga total semanal foi determinado
pela férmula proposta por Tibana et al., (TIBANA; VIEIRA; TAJRA et al., 2013):

VC = nimero de séries x numero de subidas por série x sobrecarga (g)

Sendo:

VC: volume de carga

3.6. Ecocardiografia

Para o exame, os animais foram avaliados 72 hs apés a ultima sesséo de treino dos
animais exercitados, sendo seus controles nao treinados avaliados no mesmo periodo.
Para tal, cada animal foi anestesiado utilizando-se isoflurano a 3% em oxigénio 100% em
fluxo constante de um litro por minuto para indug¢do, por um periodo aproximado de 3
minutos em caixa de contencéo. Para a manutencdo da anestesia o isoflurano foi mantido
a 1,5% através de cone nasal pequeno (adaptado para ratos) durante um periodo de 10 a
12 minutos para a realizacéo da ecocardiografia.

O exame ecocardiografico transtoracico foi realizado por uma mesma médica

veterinaria, com experiéncia prévia nesse tipo de procedimento, conforme descrito
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anteriormente (LAVORATO; DEL CARLO; DA CUNHA et al., 201€&) exame incluiu

estudos bidimensionais (2D) com taxa de amostragem rapida (frame rate) de 120 fps e
modo-M, usando um sistema de ultrassom (MyLabTM3¥}»aote, Genoa, Italia) com
transdutor (phasedarray) de 11,0 MHz de frequéncia nominal. As imagens foram obtidas
enquanto os animais permanecerem em decubito lateral, sob efeito de anestesia. Os
ecocardiogramas transtoracicos 2D e modo-M foram obtidos com velocidade de
varredura de 200 mm/s e ajustada de acordo com a frequéncia cardiaca. As imagens foram
coletadas de acordo com as recomendac¢des da Sociedade Americana de Ecocardiografia
e armazenadas para analise posterior. Cada parametro foi mensurado em trés ciclos
cardiacos distintos e a média das medidas foi utilizada para as analises estatisticas
(SAHN; DEMARIA; KISSLO et al., 1978).

Os parametros ecocardiograficos analisados foram a espessura do septo
interventricular na diastole (ESID) e na sistole (ESIS), a dimensao interna do VE na
diastole (DIVED) e na sistole (DIVES), a espessura da parede ventricular esquerda na
diastole (EPVED) e na sistole (EPVES), como parametros morfolégicos do VE. Além
disso, foram mensuradas a fracao de ejecao e a fracdo de encurtamentogpata dan
funcéo sistolica ventricular esquerda. As andlises das imagens foram realizadas de forma

aleatdria e com o observador cego quanto aos grupos experimentais.

3.7.Medidas antropométricas

Imediatamente apds o procedimento da ecocardiografia, com os animais ainda sob
efeito da anestesia e em decubito ventral foram realizadas as medidas antropométricas,
utilizando uma fita métrica. As circunferéncias foram feitas entres os pares de patas dos
animais, sendo a circunferéncia toraci€)( coletada imediatamente anterior a pata
dianteira e a circunferéncia abdomin@k foi coletada imediatamente proxima a pata
traseira Posteriormente, foi calculada a relagdo CA/CT (cm). O comprimento naso-anal
(cm) também foi obtido (NOVELLI; DINIZ; GALHARDI et al., 2007). O indice de
massa corporal (IMC) foi calculado por meio da seguinte formula (NOVELLI; DINIZ;
GALHARDI et al., 2007)

IMC (g/cn?) = MC (g) / (comprimento naso-ana{cmy
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Sendo:
IMC: indice massa corporal.

MC: massa corporal.

3.8. Eutanasia

A eutanasia dos animais foi realizada por decapitacéo, 24 hs apds a realizacdo do
ecocardiograma, sem utilizacdo de anestesia prévia, por meio de guilhotina propria para
uso de roedores (Insight EB 271), com lamina periodicamente amolada e a limpeza
realizada apos a morte de cada animal. Foi utilizado um cone plastico para contencéo
fisica do animal para reduzir o estresse do manuseio, melhorar o posicionamento do
animal e reduzir a possibilidade de injaria no operador (MINISTERIO CIENCIA, 2018).

Este método foi utilizado porque esta relacionado com a menor percepcao da dor
do animal comparado a outras formas como o deslocamento cervical e métodos
inalatorios como uso de géas carbénico e drogas anestésicas (MINISTERIO CIENCIA,
2018). Ademais, sabe-se que o uso dessas drogas pode contaminar o material bioldgico,
causar depressao miocardica, alterar a frequéncia cardiaca e respiratoria, além de possuir
acdo miorrelaxante, o que pode comprometer o0s resultados das andlises
histomorfométricas e de cardiomidcitos isolados do presente estudo (FISH; BROWN;
DANNEMAN et al., 2008 FLECKNELL, 2015).

3.9. Extracédo Lipidica

A quantidade total de lipidios foi avaliada diretamente pelo método de extracao
de Soxhlet (NIELSEN, 2010). As carcacas dos animais utilizadas para as medidas de
massa do coracdo, massa dos ventriculos e suas razdes foram armazenadas em
refrigerador (5 °C) até serem utilizados.

Posteriormente, foram secadas em estufa (Nevoni, Nv 1.6) com circulacdo
continua de ar por 24 horas com temperatura constante de 105 °C. Apds a secagem, as
carcacas foram trituradas por meio de pistilo e graal e posteriormente armazenadas em
um cartucho com papel filtro qualitativo (gramatura: 80 g/m2). Os cartuchos foram

inseridos no extrator Soxhlet, onde a gordura foi extraida usando um solvente organico
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(éter etilico). O éter foi aquecido e volatilizado e depois condensado acima da amostra.
ApoOs a condensacao, o éter gotejou sobre o cartucho, promovendo a extracéo de lipidios.
Todo o processo ocorreu repetidamente em pequenos ciclos de 15 a 20 minutos até
completar 8 horas de extracdo. Apés a extracao, foi possivel calcular o conteudo de lipidio
dos animais (g), pela diferenca entre o peso dos cartuchos pré e pds-extracdo. Com este
valor e o da massa corporal (g), o percentual de gordura dos animais foi calculado

aplicando uma regra de trés simples.

3.10. Massa do coracéo, dos ventriculos e suas razdes

Apbs 24 horas do exame ecocardiografico, oito ratos de cada grupo foram pesados
e sacrificados. Os seus corac¢des foram removidos e pesados (MCor); posteriormente os
ventriculos foram separados dos atrios e pesados (massa dos ventisf)los em
seguida o VE foi separado do ventriculo direito (VD) e do septo interventricular, e a
massa do VE (MVE), do VD (MVD) e do septo (MS) foram medidas em balanca de
precisdo (GehakaBrasil, modelo AG 200). Dessa forma foi possivel calcular as razdes
entre a massas do ventriculo e do coracdo (MV:Mcor) e entre as massas do VE e do
coracdo (MVE:Mcor). Por fim, a tibia direita foi removida e medida por meio de
paquimetro, o que possibilitou a medida da razéo entre a massa do VE e o comprimento
da tibia (MVE:tibia). Essas razdes foram utilizadas como indices de hipertrofia

ventricular.

3.11. Andlises histoldgicas e morfométricas do ventriculo esquerdo

As andlises histologicas e morfométricas do VE foram realizadas conforme
descrito previamente (BOZI; MALDONADO; BALDO et al., 2013). Em suma, 0s
fragmentos do VE foram submetidos ao processamento histolégico de rotina
(desidratacao, diafanizacdo e infiltracdo) e embebidos em resina. As amostras foram
desidratadas seguindo a série alcodlica crescente (70%, 80%, 90% e absoluto), sendo que
0s banhos foram de 30 min em cada solugéo, para inclusdo em glicol metacrilato
(Historesina, Leicd). Na sequéncia, o material passou por infiltragdo em historesina
usada, por 24 h, e em historesina nova por 2 h, quando foi emblocado em resina com

polimerizador.
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Em seguida, foram feitos cortes histoldgicos, de 5 um de espessura utilizando-se
navalhas de vidro em um micrétomo (Leica, RM2155). Para evitar andlises repetidas da
mesma area histoldgica, as se¢bes foram avaliadas em semi-séries, usando um de cada
cinquenta secc¢des. Foram montadas duas laminas histologicas por animal, contendo oito
cortes cada. Posteriormente, os cortes histolégicos foram corados com hematoxilina e
eosina (H & E) ou com picrosirius red seguidos por desidratacdo e diafanizacédo e as
laminas foram montadas.

Os cortes histolégicos corados com H & E foram usados para andlise da
morfologia do VE. As laminas foram visualizadas e as imagens capturadas usando-se
uma camera digital (Olympus DP 73; Téquio, Japéo) acoplada em microscopio de luz
(Olympus BX 53; Toquio, Japao), por meio do aplicativo Cellsens 1.7 Image Software
(Olympus; Téquio, Japéo). Posteriormente, foram examinadas na orientacdo transversal
(aumento de 40x), onde para cada animal, foram analisadas 54 células usando-se o
software Image - Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics; Silver Spring, USA). As medidas
constaram da area de seccdo transversa (AST) dos midcitos, dos percentuais de
citoplasma, de nucleo, de vasos sanguineos e de MEC, usando-se o software Image J
(National Institutes of Health, EUA). Foram analisadas seis imagens aleatorias de cada
animal. Os parametros avaliados foram determinados usando-se a técnica morfométrica,
onde uma grade com 266 intersecdes foi sobreposta as imagens, as estruturas de interesse
foram contadas e os dados foram expressos em porcentagem.

As laminas coradas por picrosirius red foram utilizadas para quantificar as fibras
de colageno tipo | e tipo Ill. As laminas foram observadas em microscopio com luz
polarizada (Olympus BX 53; Tokio, Japan). Dez imagens do VE foram capturadas, com
aumento de 20x, usando-se uma camera digital (Olympus DP 73; Tokio, Japan) e o
aplicativo Cellsens 1.7 Image Software (Olympus; Tokio, Japan). As imagens foram
analisadas usando-se o software Image-Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics; Silver Spring,
USA). Foram analisadas seis imagens aleatorias de cada animal, na orientacdo
transversal. Da mesma forma, os parametros avaliados foram determinados usando-se a
técnica morfomeétrica, onde uma grade com 266 intersecdes foi sobreposta as imagens e
as estruturas de interesse foram contadas. Nestas analises, utilizou-se a #errament
“intensity range selectiGrpara determinar as cores de interesse para as medigdes, apds
calibracéo. As fibras espessas, que sob luz polarizada manifestavam coloracao laranja-

vermelha, foram consideradas colageno tipo I, enquanto a coloracdo azul-verde foi
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considerada colageno tipo Il (JUNQUEIRA; COSSERMELLI; BRENTANI, 1978). A
média da area ocupada pelo colageno foi dividida pela média da area total da imagem e
os resultados calculados em porcentagem das fibras por area total.

A partir dos resultados do percentual de coldgenos do tipo | e lll, foi possivel
calcular aazo lll:l, como indice de rigidez do miocardio (JUGDUTT, 2003).

3.12. Andlise de expressao génica de biomarcadores no ventriculo esquerdo

As amostras dogE (50 mg) foram homogeneizadas para isolar o RNA utilizando
trizol (Invitrogen, Sao Paulo, SP, Brasil). A pureza do RNA (260/280nm) e as
concentragdes (ng/mL) foram determinadas na espectrofotometria (NanoDrop 2000,
Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA) e a integridade foi avaliada eletroforeticamente
por gel de agarose 1%, marcado com Nancy 520 (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, SP, Brasil).
Utilizando-se a técnica de reacdo em cadeia de polimerase em tempo real (QRT-PCR) foi
realizada a quantificacdo dos niveis de RNA mensageiro (RNAm) dos genes beta-actina
(B-actina), TNF, interleucina 10 (IL-10), ET-1, VEGF, colageno tipo 1 (COL I) e
colageno tipo 3 (COL IlI).

A transcricdo reversa (cDNA) foi realizada com 2ug de RNA total adicionado aos
seguintes reagentes: oligd (0.5 pg), RiboLockTM RNAse inhibitor (20U), 1mM de
dNTP Mix, RevertAldTM Reverse Transcriptase (200U), totalizando uma solu¢cdo com
volume final de 20 pl (Fermentas, Glen Burnie, MD, EUA). Em seguida, foi incubada
por 60 minutos a 42°C mais 10 minutos a 70°C, finalizando a transcricdo reversa. A
expressao génica foi analisada por gRT-PCR, utilizando-se primers (Thermo Fisher
Scientific, EUA) desenhados (Tabela 2) e Power SYBR Green PCR (Thermo Fisher
Scientific, EUA). A quantificacdo da fluorescéncia e andlise da amplificacao ridesba
foram feitas pelo sistema de detecc¢ao de sequéncias ABI Prism 7500 (Applied Biosytems,
Foster City, CA, EUA).
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Tabela 2. Sequéncia dos primers para a analise de reagdo em cadeia de polimerase em
tempo real.

Forward Reverse

B-actina ACCACAGGCATTGTTCTGGA TAAGGTAGTCAGTGAGGTCC
COL IA1 AGAGAGCATGACCGATGGA GAGGTTGCC AGT CTG TTG G
COL IIIAL AAGGTCCACGAGGTGACAA AGGGCCTGGACTACCAACT
TNF TGGGCTACGGGCTTGTCACTC GGGGGCCACCACGCTCTTC
IL-10 GAAGGACCAGCTGGACAACAT CCTGGGGCATCACTTCTACC
VEGF-A GTA CCT CCA CCA TGC CAA GT GCA TTA GGG GCA CAC AGG AC
ET1 CGGGGCTCTGTAGTCAATGTG CCA TGC AGA AAG GCG TAA AAG

Os resultados foram expressos usando-se o método de limiar comparativo de
ciclos (Ct) como descrito pelo produtor do sistema. Os valores de delta Ct (DCt) foram
calculados para cada amostra e gene de interesse, com Ct@egene normalizador.

O célculo das mudangas relativas no nivel de expresséo do gene de interesse (DDCt) foi
realizado por subtracdo da média do DCt do grupo controle para o correspondente DCt
de cada amostra dos demais grupos, seguindo de 2(-DDCt) (LIVAK; SCHMITTGEN,
2001). Para fins representativos, os valores do grupo NS foram arbitrariamente definidos
como 1. Nas correlacdes entre os resultados de expressdo génica e outras variaveis,
utilizando os valores de 2(-DDCt), para que assim seja excluido a corre¢cdo pelo grupo
controle HS).

O TNF (pré-inflamatério) e a IL-10 (anti-inflamatéria) foram avaliados como
biomarcadores inflamatérios no VE. O ET-1 (constri¢cdo) e o VEGF (relaxamento) foram
analisados como os biomarcadores de funcdo endotelial no VE (MOREIRA-
GONCALVES; FERREIRA; FONSECA et al., 2015). As expressfes do colageno tipos
I e lll, foram medidas para verificar a expressdo de biomarcadores de tecidos néo

contrateis. A B-actina foi utilizada como normalizador para todas as analises.
3.13. Avaliacdo da funcao contratil dos midcitos isolados do ventriculo esquerdo
A funcéo contrétil foi realizada em midcitos isolados do VE de oito animais de

cada grupo, diferentes dos animais utilizados para a medida da massa do coracao,

ventriculo e suas razdes, para nao interferir na confiabilidade de ambas as medidas.
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3.13.1Isolamento dos midcitos do ventriculo esquerdo

Para o isolamento de cardiomiocitos, foi utilizado o método descrito
anteriormente (RODRIGUES; PRIMOLA-GOMES; SOARES et al., 2018). Apés a
eutandsia, o coracao foi rapidamente removido por meio de toracotomia e lavado em
solu¢do de isolamento contendo 750 pM de CaCl, (Solucdo A, APENDICE) para a
remocao do excesso de sangue. A seguir, o coracao foi canulado em um sistema de
perfusdo (Langendorff adaptado) e perfundido aswiucéo de isolamento contendo 750
uM de CaCl, (Solucdo A, APENDICE )1 até que todos 0s vasos coronarianos estivessem
completamente limpos. A perfusdo foi, entdo, trocada por uma solugéo livré'de Ca
contendo 0,1 mM de &cido tetracético etilenoglicol (EGTA) (Solucéo B, APENDICE 1),
por 6 minutos, para o rompimento dos discos intercalares entre os cardiomiécitos e a
quelacdo de C& Apos, o coracéo foi perfundido com uma solugéo enzimatica contendo
colagenase tiptl (Worthington, EUA), protease @CP (Solugdo CAPENDICE 1),
durante 5 a 10 minutos, para digestdo da matriz extracelular. As solucdes utilizadas foram
oxigenadas (O2 100% White Martins, Brasil) e mantidas em temperatura de
aproximadamente 36 °C.

ApoOs a perfusédo, os ventriculos direito e esquerdo foram separados dos atrios e
pesados em balanca de precisdo (Geliaeasil, modelo AG 200). O VD foi removido e
o VE isolado do septo interventricular. Os musculos papilares e o tecido conjuntivo foram
removidos manualmente k.

Em seguida, o VE foi colocado em frasco contendo 5 ml da solucdo enzimatica
(Solugdo C,APENDICE 1J). Os frascos foram agitados moderadamente entre 5 a 10
minutos,em “banho-maria” a temperatura de 37 °C, sendo o conteudo oxigenade (O
100%- White Martins, Brasil). A seguir, o contetdo do frasco foi filtrado e centrifugado
(3000 rpm) por 30 segundos. O sobrenadante foi removido e os cardiomiécitos foram
suspendidos na solugcdo de isolamento, contétridouM de CaCl> (Solucdo A,
APENDICE 1). Esse processo de agitacdo do VE com solucdo enzimatica, filtragem,
centrifugagcdo e suspensao em solugdo foi repetido de 2 a 3 vezes. Os cardiomiocitos
isolados foram armazenados em placas de Petri em refrigerador (5 °C) até serem
utilizados. As analises descritas a seguir foram realizados em até 3 horas apds o

isolamento.
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3.13.2Medida de contratilidade celular

As contracfes dos midcitos isoladoswibforam medidas usando-se a técnica de
alteracdo do comprimento dos cardiomidcitos em um sistema de detec¢do de bordas
(lonoptix, EUA), montado num microscopio invertido (Nikon Eclip§e5100, EUA)
equipado com uma lente objetiva de imersdo em 0leo (S Fluor, 40x, Nikon, EUA)
(Carneiro-Junior et al., 2014). Os cardiomiécitos acomodados em uma céamara
experimental, banhados com solucdo Tyrode (ver APENDICE 1) em temperatura
ambiente entre 30 e 35 °C e estimulados externamente nas frequéncias de 1, 3,5e 7 Hz
(40 V, duracdo de 5 ms) por um estimulador elétrico (Myopacer, Field Stimulator,
lonoptix, EUA), utilizando-se um par de eletrodos de aco acoplado aracama
experimental. Cada frequéncia de estimulacdo foi realizada por 15 a 20 segundos, para
que as células alcancem um estado estacionéario de contragdo, sem contracdes e oscilacdes
espontaneas. Utilizosepara mensuracao das contracdes somente os cardiomidcitos que
estavam conas bordas e as estriacbes sarcoméricas bem definidas, dasdaa
repouso, sem apresentar contracdes espontaneas.

A partir dos registros obtidos foi analisada a amplitude de contracao (variacao do
comprimento celular de repouso, %), a velocidade de contracdo e de relaxamento, por
meio do programa lonWizard 6.3 (lonoptix, EUA) (Figura 8). Para andlise de cada

frequéncia foram utilizadas seis curvas consecutivas de contracéo celular por célula.

Inicio da contracio Retorno ao comprimento basal

: +

+ Relaxamento

Picode contragio

Figura 8. Tracado representativo da contragao celular.
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3.13.3Mensuracédo do comprimento, largura e volume celular

Para andlise das dimensfes dos midcitos isolados do VE, foram utilizadas 60
células por grupo. Resumidamente, os miocitos isolados foram acomodados em uma
camara experimental e banhados com solucéo Tyrode (ver APENDBOEmperatura
ambiente (~30 a 35 °C). As imagens das células foram capturadas por uma camera
(Myocam, lonoptix, EUA) acoplada a um microscopio invertido (Nikon Eclipsg100,

EUA) e visualizadas em um monitor de um microcomputador, com aumento de 400x,
usando-se lente objetiva de imersdo em 6leo (S Fluor, 40x, Nikon, EUA). Para tal,
utilizou-se um programa de captacao de imagens (MVision 5XX, lonoptix, EUA). O
comprimento celular foi determinado medindo-se a imagem da célula gerada no monitor,
desde a borda direita até a borda esquerda. A largura celular foi determinada medindo-se
a imagem gerada no monitor, desde a borda superior até a borda inferior, conforme

ilustracdo abaixo (Figura9

largura

_r

—1 comprimento

Figura 9. Imagem representativa da medida da largura (vermelho) e comprimento (preto)
celular.

Para a realizacdo das medi¢Bes do comprimento e da largura dos cardiomiocitos,
utilizou-se uma régua graduada. Somente foram escolhidas para as medicdes, as células
gue estavam em boas condi¢des, com as bordas (direita/esquerda e superior/inferior) e as
estriagbes sarcoméricas bem definidas, relaxadas em repouso, sem apresentar contracoes
voluntérias. O volume celular, dado em picolitros, foi calculado usando-se a férmula

proposta por Satoh et al., (1996):
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Volume (pL) = comprimento (um) x largura (um) x (7,59 x 10-3pL/um2 )

3.13.4Medidas do calcio intracelular transiente

As medidas deJ&*]i transiente em midcitos isolados do VE foram feitas
utilizando-se um microscopio invertido (Nikon Eclips@S100, EUA) equipado com
uma lente objetiva de imersdo em 6leo (S Fluor, 40x, Nikon, EUA). Os midcitos isolados
foram incubados com o indicador fluorescente dé*,Cpermedvel a membrana
plasmatica, Fura-2 acido aminopolicarboxilico (Fura-2AM, ThermoFisher, Waltham,
EUA). Esse marcador foi preparado em uma solucéo estoque a base de dimetilsulfoxido
— DMSO (50 ul de DMSOem 50ug de Fura-2 AM). Adicionou-se Sul dessa solugdo em
2 ml de meio celular (Células suspensas na solucdo A, APENDIEtidos em tubo
Falcon, envolvideem folha de papel aluminio. A solucdo foi suavemente agitada em
superficie plana por 10 min. Em seguida, o tubo foi centrifugado por 30 segundos (3.000
rpm), removeu-se o0 sobrenadante e os cardiomiocitos foram novamente suspensos em 4
ml de solucgéo de isolamento contendo %0 de CaC} (Solugdo A, APENDICE 1).

Apés esse procedimento, os cardiomiocitos foram colocados em repouso em um
refrigerador (5° C) por 30 min.

Ap0s o tempo no refrigerador, o [€ transiente foi medido utilizando-se um
sistema de excitacdo dupla que detecta a fluorescéncia excitada por luz UV com
comprimento de 340 e 380 nm (lonoptiEUA). Os midcitos isolados do VE incubados
com Fura-2 foram acomodados em uma camara experimental, banhados com solucgéo
Tyrode (ver APENCICE 1) em temperatura ambiente entre 30 e 35 °C e estimulados
externamente nas frequéncias de 1, 3, 5 e 7 Hz (40 V, duragdo de 5 ms) por um
estimulador elétrico (Myopacer, Field Stimulator, lonoptix, EUA), utilizando-se um par
de eletrodos de aco acoplado a camara experimental. Cada frequéncia de estimulacao foi
realizada por 15 a 20 segundos, para que as células alcancem um estado estacionario de
contragdo, sem contragdes e oscilagbes espontaneas. Wdipata mensuracdo das
contragcbes somente os cardiomiocitos que estavamasobordas e as estriacdes
sarcoméricas bem definidas, relaxada®m repouso, sem apresentar contracdes
espontaneas. A emisséao de fluorescéncia foi detectada entre 340 e 380 nm, por um tubo

fotomultiplicador. A fluorescéncia registrada foi a raz&do entre as excita¢des de 340 e 380
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nm (razdo 340/380), usando-se o Software lonWizard 6.3 (lonoptix, EUA). Todo o

procedimento descrito anteriormente foi realizado em uma sala escura.
Os parametros analisados foram a amplitude, a velocidade até o pico (velocidade
compreendida desde a fluorescéncia basal até atingir a fluorescéncia méxama)
velocidade de decaimento do fa transiente (velocidade compreendida desde a
fluorescéncia maxima até o retorno a fluorescéncia basal), conforme ilustrado na Figura
10. Para analise de cada frequéncia foram utilizadas seis curvas consecutivas de contracéo

celular por célula.
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Figura 10. Tracado representativo do célcio intracelular transiente.

v

Fluorescéncia basal

3.14. Quantificacdo de proteinas do ventriculo esquerdo

Para a quantificacéo das proteinas de CaV1.2, do NCX1, da SERCA2a e da FLBt
do VE, foram utilizadas amostras de seis animais para cada grupo. As amostras foram
submetidas a extracdo de proteinas totais, onde foram homogeneizados mecanicamente
na presenca do tampédo de lise (tampdo RIPA (MERCK, EUA) enriquecido com
inibidores de proteases (P2714; Sigma-Aldrich, EUA) e fosfatases (S6508; Sigma-
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Aldrich, EUA). A quantificacdo das proteinas totais presentes em cada amostra foi feita
utiizando o método de Lowry, conforme descrito anteriormente (LOWRY;
ROSEBROUGH; FARR et al., 1951).

Em seguida, 70pg de proteinas foram separados por SDS/PAGE e transferidas
para uma membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) (Immobilon-P; EMD
Millipore, EUA), previamente sensibilizada. Apos a transferéncia, a membrana foi corada
com Ponceau 0,5% (Ponceau S; AMRESCO, EUA), a fim de confirmar a eficacia da
transferéncia. Foi realizado o bloqueio da membrana com leite em pé (5%) (Molico;
Nestlé, Suica) diluido em PBS-Tween 0,3% (Tween 20; AMRESCO, EUA) por 1 hora e,
entdo, incubada overnight com uma solucéo contendo 5% de leite em po6 (diluido em PBS-
Tween 0,3%) com o0s seguintes anticorpos: anti-GAPDH (1:1000; sc-25778, Santa Cruz
Biotechnology), anti-CaV1.2 (1:200; sc-16229R, Santa Cruz Biotechnology), anti-
NCX1 (1:500; sc-32881, Santa Cruz Biotedogg), anti-SERCA2A (1: 200, sc-8094,
Santa Cruz Biotechnology) e anti-PLB total (1:2000s¢393990, Santa Cruz
Biotechnology)

Apés incubagdo com o anticorpo primario, 3 lavagens de 5 minutos com PBS-
Tween foram realizadas e o0s respectivos anticorpos secundarios (também diluido em
solucéo de 5% de leite em pé em PBS-Tween) adicionados. Apos 1 horas de incubacéo,
a membrana passou novamente por 3 lavagens com PBS-Tween e foi revelada por
deteccao quimioluminescente (Immobilon Forte Western HRP; MERCK) (ImageQuant
LAS 4000; General Electric, EUA). As analises foram feitas através do software ImageJ
e 0s niveis de proteina foram expressos como proporcdo das densidades @pticas.

GAPDH foi utilizado como normalizador para todas as analises.

3.15. Andlises Estatistes

Os dados foram analisados utilizando o software SignfaRiets&o 12.3 (Systat
Software, San Jose, CA). Inicialmente foram submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk ou Kolmogorov-Smirnov, quando apropriado. Usou-se o tgsteeado
para comparar a massa corporal inicial e final em cada grupo. As comparacgdes de VC,
PMC absoluto e relativd;CR, PAS, PAD e PAM antes e apds o periodd Beforam
realizadas por meio de ANOVA two way com medidas repetidas, seguida de teste post

hoc de Tukey. As comparacdes entre os grupos dos valores de PMC, das massas do
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coragao e suas razoes, assim como dos dados da ecocardiografia, da largura, comprimento
e volume celular, do [G§i e da contracdo celular, da andlise da composi¢éo corporal,
das analises histologicas, da expressao génica do VE, e da expressao prof&ca do
foram feitas usando ANOVA two way, seguida de teste post hoc de Tukey. Pam obter
tamanho do efeito, foi calculado o indice d de Cohen para grupos emparelhados, de

acordo com a formula a seguir:

M1 — M2

Cohen'’s d =
ONENS €= Ttz + d22/2]

Sendo:

M1: média do grupo tratamento.

M2: média do grupo controle.

d1: desvio-padrao do grupo tratamento.

d1: desvio-padrao do grupo controle.

Os valores de referéncia do tamanho do efeito foram: 0 a 0,19 = insignificante,
0,20 a 0,49 = pequeno, 0,50 a 0,79 = médio, 0,80 a 1,29 = grande; e >1,30 = muito grande
(COHEN, 1988ROSENTHAL, 1996). Os dados foram apresentados como média * erro-
padrdo e adotou-se o nivel de significancia estatistica de 5%. Os numeros de animais,

coracdes e midcitos usados foram apresentados nas figuras e tabelas.
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4. RESULTADOS

A figura 11 apresenta\dC e os resultados dtestes de PMC. Durante o periodo
de TR, ovVC aumentou progressiva e significativamente, a partir da segunda semana, em
ambos os grupos treinados, em comparagédo a semana 1 (Figura 11A; p < 0,05), porém,
sem diferencas entre os grupos (p > 0,05).

Com relacdo ao PMC absoluto, ndo houve diferenca entre os grupos antes do
inicio do protocolo d&R (Figura 11B; p > 0,05). Apods o periodoTi, houve efeito do
fator treinamento (p = 0,007), independente do fator hipertensdo, onde 0s grupos
treinados (640,17 = 15,31) gbtiveram maior PMC que 0s grupos sem treinamento
(374,03 £ 19,61 g). Contudo, ndo houve efeito do fator hipertensdo (p > 0,05),
independente do fatdR, e ndo houve interacdo entre os fatores (p > 0,05).

Com relagdo ao PMC relativo, ndo houve diferenca entre os grupos antes do inicio
do protocolo daR (Figura 11C; p > 0,05). Ap6s o periodoT®, houve efeito do fator
TR (p = 0,007), independente do fator hipertensdo, pois os animais treinados (1,87 £ 0,0
g/g) obtiveram maior PMC que os grupos sem treinamento (1,08 £+ 0,06 g/g). Porém, ndo
houve efeito do fator hipertensdo (p > 0,05), independente doTRtoFambém foi
possivel observar uma interacao entre os fatores (p < 0,001), pois 0s animais grupo HT
apresentaram maior PMC relativo que os grupos NT e HS, no momento pds-treinamento

resistido (Figura 11C; tamanho do efeito: 1,6).
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Figura 11. (A) Progressao do volume da carga de treinamento fisico resistido. (B) Peso maximo carregadmntdsselajoos o period

de treinamento fisico resistido. (C) Peso maximo carregado relativo antes e apos o periodo de treinamento fisico resistido. Dados sdo médi
+ EPM. n = 15 animais por grupo. NS: normotenso sem treinamento. NT: normotenso treinado: HS: hipertenso sem treinamento. HT:
hipertenso treinado. Anova Two-Way para medidas repetidas, seguida do teste post hoc de Tukey. * diférdifezdd® HS; diferente

NT; 8diferente respectivo pré-treinameritdjferente respectiva semana 1 (p < 0,05).
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4.1. Antropometria e contetdo de lipidio.

A tabela 3 mostra os dados de MC, composicdo corporal e antropometria dos
animais experimentais. O efeito do fator hipertensdo (p < 0,05), independente do fator
TR, foi demonstrado em quatro variaveis, pois 0s animais hipertensos apresentaram
menor MC inicial (288,00 £ 7,69 g) e final (313,14 £ 7,38 g), CA (13,67 £ 0,17 cm), CT
(14,98 £0,27 cm) e relagédo CA/CT (0,91 £ 0,01 cm), quando comparado aos hormotensos
(MC inicial: 311,56 £ 5,97 g; MC final: 344,56 + 8,49 g; CA: 17,75+ 0,38 cm; CT: 16,00
*+ 0,38 cm; relagédo CA/CT: 1,12 + 0,03 tm

Houve efeito do TR, independente do fator doenca (p < 0,05), pois 0s animais
treinados apresentaram menor MC final (318,80 + 9,39 g), IMC (0,60 + 0,03) g/@7W
(14,93 = 0,29 cm que os animais sem treinamento (MC final: 341,00 £ 7,56 g; IMC:
0,63 + 0,01 g/crf) CT: 16,12 + 0,36 cm).

Adicionalmente, houve interag&o entre os fatores para MC inicial e final, uma vez
gue os animaislT apresentaram menBlC, em comparacao aos grupos NT e HS (Tabela
3; p <0,05).
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Tabela 3. Massa corporal, composicéo corporal e antropometria.
NS NT HS HT p fator TE fator p fator TE fator Interag&o TE interaco
hipertenséo  hipertensdo treinamento treinamento entre fatores  entre fatores

317,63+ 30550+ 29357+ 282,43k

mcinicial, g *ood "t TI0% Tred 114dt <0,001 11,59 0,409 0,45 0,006 1,18
McCfinal,g  Ffgat SiaT 3121217 b 322’;7; <0,001 4,41 0,005 0,27 0,05 2,6
IMC (g/cr) 06"5521 Oé?gli Oc')%zi 059+001 0,054 11,07 0,039 1,11 0,199 -0,40
CA (cm) 12',862 * 12’1& * 1‘(‘)'236 * 1?(’)"?& * <0,001 2,82 0,354 -0,07 0,483 11,28
CT (cm) 1%; * 1%,1% * lg'gg * 1‘5'1212 * 0,027 0,62 0,010 071 0,682 1,78
Ef\'%??cm) 16(,)3; 16,1(;1; Oé?gli 093+001  <0,001 1,54 0,216 0,42 0,802 1,24
Sg?éieo‘j‘(j&;e 4}1”78% * 3172% + 3‘;"}3% + 32"1‘; + 0,548 0,63 0,604 0,62 0,275 0,19
%de gordura 1198 %* 1009+ 10,70+ 11,99+ 0,748 -0,26 0,916 0,46 0,314 0,31

1,37 1,07 1,36 1,79
Dados séo apresentados como média + EPM de quinze a dezesseis animais de cada grupo. NS, normoitegise stamNE, normotenso

treinado. HS, hipertenso sem treinamento. HT, hipertenso treinado. TE: Tamanho do efeito. MC, massa corporal; CA, circunferéncia
abdominal. CT, circunferéncia toracica. IMC, indice de massa corporal. Anova Two-Way, segaisia gost hoc de Tukey. * diferente

NS; t diferente HS} diferente NT (p < 0,05).
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4.2.Pressao arterial e frequéncia cardiaca de repouso.

Quanto &PA, houve efeito do fator hipertenséo (p < 0,05), independente do fator
TR, pois os animais hipertensos apresentaram maior PAS (pré: 168,79 + 4,02 mmHg
pos: 174,39 + 2,80 mmHg), PAD (pré: 118,96 + 3,66 mmHg; pos: 121,43 + 3,85)nmHg
e PAM (pré: 135,54 £ 3,11 mmHg; pos: 139,39 = 2,78 mmHg) que 0s animais
normotensos [PAS (pré: 130,89 + 2,00 mmHg; pos: 127,32 + 2,24 mmHg); PAD (pré:
88,04 + 2,96 mmHg; pos: 90,46 + 3,22 mmHQg) e PAM (pré: 102,39 * 2,26 mmHg; pos:
103,29 + 2,74 mmH)yg, tanto no momento pré, quanto no pos-treinamento fisico resistido
(Figuras 12B, 12C e 12D, respectivaménte

N&o foi observado efeito do fator hipertensdo ou do fator TR, independentes um
do outro, e ndo houve interacéo entre os fatores para a FCR, tanto no momento pré quanto
no momento pos-treinamento fisico resistido (Figura 12A; p > 0,05). Também, ndo foram
observadas diferencas entre 0s grupos para oS momentos pré e pés-treinamento fisico
resistido. Todavia, ndo foi observado efeito do fa@rsobre a PAS, a PAD e PAM
(Figuras 12B, 12C e 12D; p > 0,05), independente do fator hipertensdo, bem como n&o
houve interacao entre os fatores sobre esses parametros, tanto no momento pré quanto no

pos-treinamento fisico resistido.
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Figura 12. Frequéncia cardiaca (A). Presséo arterial sistélica (B). Presséo arterial sistolica (C). Préasls&uedide(D) dos grupos
experimentais antes (pré) e apos (pos) o treinamento fisico resistido. Dados sdo média £+ EPM. n = 14 animais em badSgrupo.
normotenso sem treinamento. NT, normotenso treinado. HS, hipertenso sem treinamento. HT, hipertenso treinado. Anova Two-Way.
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4.3.Massa do coracdo, massa dos ventriculos e razdes

A tabela 4 mostra a MCor, a MV e suas razfes. Houve efeito do fator hipertenséo
(p < 0,05), independente do fator TR, na MV, MVD e MV:MCor, pois 0s animais
hipertensos apresentaram menores valores de MV (1,14 + 0,03 g), e maiores valores de
MVD (0,20 = 0,02 g) e MV:MCor (3,85 = 0,15 g), em relagdo aos normotensos (MV:
1,15+ 0,06 g; MVD: 0,23 £ 0,01 g; e MV:MCor: 3,00 + 0,04 Q).

Quanto ao TR, foi observado seu efeito, independente do fator hipertenséo, para
aMCor e a MVD (p <0,05). Os animais treinados apresentaram maiores valores de MCor
(1,36 + 0,02 g) e menores valores de MVD (0,240,01 g), em relagdo aos sem
treinamento (MCor: 1,29 + 0,01 g; MVD: 0,18 + 0,01 Q).

Adicionalmente, foi demonstrada interacéao (p < 0,05) entre os fatores para duas
variaveis: MVE e MVE:Mcor. Os animais do grupo HT apresentaram maiores eMVE
MVE:MCor, em relagéo aos grupos NT e HS. Cabe ressaltar uma tendéncia de interacéo
entre os fatores para a variavel MVD, com uma maior MVD no grupo HT em relacédo ao

grupo HS, com tamanho do efeito muito grande.
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NS NT HS HT p fator TE fator p fator TE fator  Interacéo TE
hipertenséo hipertensdo treinamento treinamento entre interagao
fatores entre
fatores

Mcor, g 131+ 133+ 128+ 140+ 0,471 -0,60 0,045 0,37 0,092 1,62
0,02 0,03 0,02 0,03

MV, g 1,15+ 1,16+ 106 120+ 0,037 -2,01 0,354 0,25 0,071 1,49
0,02 0,03 0,01* 0,05

MVD, g 0,23+ 0,22+ 0,14+ 0,26% 0,022 -3,10 0,010 -0,28 0,001 2,48
0,01 0,01 0,01* 0,02

MS, g 0,19+ 0,22+ 025+ 0,18% 0,350 1,82 0,467 1,06 0,113 -0,81
0,01 0,01 0,01 0,04

MVE, g 0,70+ 069+ 061+ 0,83% 0,713 -2,07 0,004 -0,32 <0,001 2,81
0,02 0,02 0,01 0,04+

MV: 296+ 3,04+ 331+ 432+ 0,010 -1,7 0,219 -0,15 0,253 2,22

Mcor, g 0,06 0,06 0,04 0,15

MVE: 0,538+ 0,524+ 0,477+ 0,587+ 0,720 -2,31 0,050 -0,05 <0,001 0,77

Mcor, g 0,06 0,04 0,03 0,016%

MVE: 0,019+ 0,018+ 0,016+ 0,021+ 0,386 -2,50 0,001 0,44 0,24 1,77

tibia, g/cm 0,001

0,001

0,000

0,001

Dados sdo apresentados como média + EPM de oito animais de cada grupo. NS, normotenso sem treinamento. NT, normotenso treinado. H¢
hipertenso sem treinamento. HT, hipertenso treinddo.hipertenso treinadd.E, Tamanho do efeito. MC, massa corporal; MCor, massa

do coracéo; MV, massa dos ventriculos; MVE, massa do ventriculo direito; MS: Massa do septo interventricular; MVE, massa do ventriculo
esquerdo. Anova Two-Way, seguida do teste post hoc de Tukey. * diferentalfe8ente HS;; diferente NT (p < 0,05).
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4.4.Ecocardiografia

Os dados da ecocardiograficaéesipresentadas na tabela 5. Foi observado efeito
do fator hipertenséo (p < 0,05), independente do feRyrfoi demonstrado para ESIS,
fracdo de ejecdo, fracdo de encurtamento e DIVES, pois os animais hipertensos
apresentaram menores valores de ESIS: (2,06 @9 de fracédo de ejecao: (63,5
1,40 %) e de fracdo de encurtamento: (30;440,96%), além de maiores valores do
DIVES (5,02+ 0,15mm), comparados aos normotensos (ESIS: (2,49 tr@rh); fracdo
de ejecédo: (80,88 £ 1,4%); fracdo de encurtamento: (44,94 + 19%0) e DIVES: (3,75
+ 0,14mm).

N&o houve efeito do fatdmR (p > 0,05), independente do fator hipertenséo, sobre
nenhum destes parametros avaliados. Todavia, houve interacdo entre os fatores, pois 0
grupo HT apresentou menor valor de fracdo de ejecdo que o grupo NT, e maior valor
dessa fracdo, em comparacéo ao HS.
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Tabela 5. Dados da ecocardiografia dos animais normotensos e hipertensos.

p fator TE fator p fator TE fator Interacdo TE interacdo
NS NT HS HT  hipertensac hipertensac treinamento treinamento  entre entre fatores
fatores

ESId (mm) 2(,)2;)41 2(,)1&1 2(,)2;161 Zéofgi 0,764 0,09 0,468 -0,06 0,578 0,46
ESls (mm) 26536; 26411; 261117i 2(,)0(()); 0,006 1,10 0,370 0,34 0,898 0,30
DIVEd (mm) 667§4i 669§6i 764fgi 760§1i 0,597 1,22 0,120 0,22 0,217 0,83
DIVEs (mm) 3675’11 367§oi 56311(; 467§1i <0,001 3,44 0,180 0,09 0.114 1,13
EPVEd (mm) 264114i 26215; 264521 Zéof; 0,621 0,14 0,700 0,51 0,384 0,91
EPVESs (mm) 362§; 3(,)11371 269187i 267f7i 0,090 0,5 0,368 0,23 0,814 0,44
Fraciode 80,38 81,38 60,88+ 66,63+ ]
Cosoty s Sine Choer R <ooo 3,28 0,095 0,16 0,047 1,17
Fracéo de
Encurtamentc 300 1022 20T F S5 o001 201 0272 0,10 0,447 0,96
(%) —_— ] -_— 1 ) 1

Dados sao média + EPM de oito animais em cada grupo. NS, normotenso sem treinamento. NT, normotenso treinado. HS, hipertenso sen
treinamento. HT, hipertenso treinadd&, Tamanho do efeito. ESId, Espessura do septo interventricular na diastole. ESls, Espessura do septo
interventricular na sistole. DIVEd, Dimenséao interna do VE na diastole. DIVEs, Dimenséo interna do VEe&#stet, Espessura da

parede ventricular esquerda na diastole. EPVEs, Espessura da parede ventricular esquerda na sistole. Anova Two-Way, seguida do teste pc
hoc de Tukey.* diferente NS;diferente HS} diferente NT (p < @5).
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4.5. Dimensdes dos midcitos do ventriculo esquerdo

4.5.1. Largura, comprimento e volume celular

Os dados das dimens&es dos midcitos isolados do VE estao apresentados na figura
13. Houve efeito do fator hipertenséo, independente dofiRigrara largura celular (Fig.
13B; p = 0,025; tamanho do efeito: 0,38) e razdo comprimento:largura celular (Fig. 13C
p = 0,025; tamanho do efeito: -0,27), pois 0s animais hipertensos apresentaram maior
largura celular (25,02 £ 0,57 pm) e menor razdo comprimento:largura celular (4,50 £ 0,13
pm), em comparagdo aos normotensos (largura celular: 23,48 + 0,51 pm; razéo
comprimento:largura celular: 4,88 £ 0,14 um). Entretanto, ndo foi observado esse efeito
no comprimento (Fig. 134 = 0,09) e no volume celular (Fig. 13D= 0,427).

N&o houve efeito dOR, independente do fator hipertenséo, e ndo houve interagéo

entre os fatores para estas dimensdes celulares analisadas (p > 0,05).
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Figura 13. Largura, comprimento e volume celular de midcitos isolados do ventriculo
esquerdo. (A) Comprimento celular. (B) Largura celular. (C) Razdo comprimento/largura
celular. (D) Volume celular. Os dados sdo média + EPM (60 a 65 células de 7 animais
por grupo). NS, normotenso sem treinamento. NT, normotenso com treinamento. HS,
hipertenso sem treinamento. HT, hipertenso com treinamento. Anova Two-Way.



67

4.5.2. Area de seccéo transversa

A figura 14 apresenta fotomicrografias representativas de cortes histolégicos do

VE, com orientacéo transversal.

Figura 14. Fotomicrografias representativas do ventriculo esquerdo, corado com H & E.
Areas circundadas em amarelo indicamianiécitos. Barra = 20 um. NS, normotenso

sem treinamento. NT, normotenso treinado. HS, hipertenso sem treinamento. HT,
hipertenso treinado.

A figura 15 demonstra os valores da AST apresentados pelos grupos
experimentais. Houve efeito do fator hipertenséo sobre a AST, independente @B fator
pois os animais hipertensos apresentaram maior AST (600,83 + ¥P§uenos animais
normotensos (547,83 + 7,88 Anfp < 0,001; tamanho do efeito = 0,79).

Houve efeito do fatofR sobre a AST, independente do fator hipertensédo, pois os

animais treinados apresentaram maior AST (576,29 + 8,6)) ppmparados aos animais
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sem treinamento (571,78 + 8,93 Pr(p < 0,001; tamanho do efei#00,46). Porém, nio

foi demonstrada a interac&o entre os fatdiR® doencdp < 0,05).
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Figura 15. Area de seccéo transversa de midcitos do ventriculo esquerdo. Os dados s&o
média * erro padrdo da média (10 laminas por animal de 8 animais por grupo). NS,
normotenso sem treinamento. NT, normotenso treinado. HS, hipertenso sem treinamento.
HT, hipertenso treinaddNOVA two way.

4.5.3. Proporg¢des histomorfométricas entre os elementos teciduais do ventriculo

esquerdo

Os parametros histomorfométricos avaliados no VE estdo apesentados na tabela
6. Houve efeito do fator doenca (p < 0,05), independente do fator TR, para as fibras de
colageno, onde os animais hipertensos apresentaram menor percentual de colageno tipo
Il (0,64 + 0,09%) e razao ll:l (0,48 £ 0,19%jue os normotensos (percentual de
colageno tipo Ill: 0,79 £+ 0,10%; e razdo colageno lll:l: 0,67 + 0,11%).

Houve efeito do fatofR, independente da hipertenséo, para o percentual de
nacleos e de colageno tipdd < 0,05), pois 0s animais treinados apresentaram menor
percentual de nucleos (4,57 £ 0,22%) e de colageno tipo | (0,84 + 0,08%) que 0s sem

treinamento (% de nucleos: 5,06 + 0,24%; % de colageno tipo I: 1,33 £)0,14%



69

Adicionalmente, houve interacéo entre os fat@pes 0,05), pois 0os animais HT
apresentaram menores MECatageno tipo |, mas maiores percentuais de colageno tipo
Il e razdo lll:l, comparadoacs dos grupos HS e NT. Cabe ressaltar também que os

animais HT apresentaram menores percentuais de nucleo comparados aos do grupo HS .
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Tabela 6. Proporcdes histomorfométricas entre os elementos teciduais do ventriculo esquerdo.

NS NT HS HT p fator TE fator p fator TE fator  Interagdo TE interagéo
hipertensdo hipertenséo treinamento treinamento  entre entre fatores
fatores
Citoplasma 8542+ 86,21+ 85,46+ 8751+
(%) 054 054 0.70 072 0,395 0,00 0,075 0,15 0,425 2,05
. 455+ 468+ 558+ 446+
0 b b 1 1 -
Nucleo (%) 0.20 0.19 0.26* 0,24 0,070 0,30 0,026 0,13 0,006 1,12
Matriz
6,55+ 7,03+ 7,66+ 547+ i
(EO;(();racelular 0.81 0.48 0.65 0,56+ 0,732 0,21 0,181 0,48 0,039 2,19
Vasos
. 0,0+ 0,04+ 0,03zx 0,07z
?O;aor;gumeos 0.04 0.03 011 0.07 0,654 -0,70 0,823 -0,06 0,264 0,04
Colageno 1,31+ 094+ 133+ 0,74+ ] ]
Tipo | (%) 018 013 0.24 0,09 0,558 0,01 0,004 0,37 0,015 0,58
Colageno 093+ 0,67+ 048+ 0,79% i )
Tipo 1l (%) 0.14 0.15 0.13* 0,12+ 0,02 0,53 0,814 0,27 0,036 0,31
Colageno 224+ 161+ 181+ 154+ i 0,051 i
Total (%) 0,25 0,24 0,27 0,16 0,269 0,22 0.64 0,429 0,27
Razao Il 0,72+ 067+ 015+ 0,83z 0,059 i
(%) 0.16 018 0.06* 023 0,019 0,83 0,04 0,035 0,68

Os dados sédo média + EPM (seis laminas por animal de seis animais por grupo). NS, normotenso sem treinamento. NT, normotenso con
treinamento. HS, hipertenso sem treinamento. HT, hipertenso com treinamento. TE: Tamanho daZieitd.| FRRazao entre os colageno
do tipo Ill e do tipo I. Anova Two-Way, seguida do teste post hoc de Tukey. * diferentedN&ente HS § diferente NT (p < 0,05).
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4.6. Expressao génica de biomarcadores no ventriculo esquerdo

Afigura 16 apresenta os valores da expresséo génica dos biomarcadores de tecidos
ndo contrateis (colageno dos tipos Ill) no VE. Nao foram observados efeitos da
hipertenséo (p > 0,05), independente do fator TR, na expressao génica de colageno tipo |
(Figura 16A) e de colageno tipo Il (Figura 16B).

N&o houve efeito do fatdrR (p > 0,05), independente da doenca, na expressao
génica de colageno tipo | e de colageno tipoAdemais, ndo houve interacdo entre o0s

fatores doenca e TR (p > 0,05) nestes parametros.

o

2,0 2,0 1

>

(Colageno IA:Ractina)

0,5 0,5 -

Expressao Relativa de RNAmM

>
Expressao Relativa de RNAmM
(Colageno lllIA:Ractina)
>

0,0 0,0
NS NT  HS HT NS NT HS HT

Figura 16. Expresséo relativa de mRNA de colageno no ventriculo esquerdo. A) Colageno
tipo I. B) Colageno tipo lll. Os dados sdo média + EPM de seis animais por grupo. NS,
normotenso sem treinamento. NT, normotenso com treinamento. HS, hipertenso sem
treinamento. HT, hipertenso com treinamento. Anova Two-Way.

A figura 17 apresenta os valores da expressdo génica dos biomarcadores
inflamatérios no VE. Nao houve efeito da hipertenséo (p<0,05), independentes do fator
TR, na expressao génica do TNKFigura 17A) e da IL-10 (Figura 17B).

Da mesma forma, nao foi observado efeito do fator TR, independente do fator
hipertensdo na expressdo génica do TtN¥&-da IL-10. Adicionalmente, ndo hoev

interacdo entre os fatores doengeRepara a expressao génica destes biomarcadores.
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Figura 17. Expresséo relativa de mRNA de biomarcadores inflamatérios no ventriculo
esquerdo. A) Fator de necrose tumoral. B) Interleucina 10. Os dados sdo média + EPM
de seis animais por grupo. NS, normotenso sem treinamento. NT, normotenso com
treinamento. HS, hipertenso sem treinamento. HT, hipertenso com treinamento. Anova
Two-Way.

A figura 18 apresenta os valores da expressao génica dos biomarcadores da funcao
endotelial no VE. Nao houve efeito da doenca (p < 0,05), independente dbRata
expressao génica do VEGF (FiguraA)l@da ET-1 (Figura 18B).

N&o foi observado efeito do fator TR (p < 0,05), independente do fator doenca, na
expressao génica do VEGF e Ha&-1. Ademais, ndo houve interacdo entre os fatores

doenca &R (p < 0,05) na expresséao destes biomarcadores.
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Figura 18. Expressao relativa de mRNA de biomarcadores da fungcédo endotelial no

ventriculo esquerdo. (A) Fator de crescimento vascular endotelial. (B) endotelina 1. Os

dados sdo média £+ EPM de seis animais por grupo. NS, normotenso sem treinamento.
NT, normotenso com treinamento. HS, hipertenso sem treinamento. HT, hipertenso com

treinamento. Anova Two-Way.
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4.7.Célcio intracelular transiente

Os parametros do [€%: transienteem midcitos isolados de VE sdo mostrados na
Figura 19.0 efeito do fator hipertensdo (p < 0,05), independente do TaRprfoi
demonstrado, pois a amplitude do fQatransiente (Figura 19A; Tamanho do efeito: 1
Hz: 0,43; 3 Hz: 0,71; 5 Hz: 0,35; e 7 Hz: 0,66), e a velocidade até o pico (Figura 19B,
Tamanho do efeito: 1 Hz: 0,41; 3 Hz: 0,63; 5 Hz: 083, Hz: 0,45), em todas as
frequéncias analisadas, foi maior nos animais hipertensos que nos normotensos.

Houve efeito do fatofR sobre esses parametros (p < 0,05), independente do fator
hipertens&o, pois os animais treinados apresentaram maior amplitudé‘fidarfasiente
(Figura 19A; Tamanho do efeito: 1 Hz: 0,20, Hz: 0,48) e maior velocidade até o pico
do [C&"]; transiente (Figura 19B; Tamanho do efeito: 1 Hz: 0d@: Hz: 0,40),
comparados aos animais sem treinamento.

Adicionalmente, houve interacéo entre os fatores (p < 0.05) nos trés parametros,
em todas as frequéncias analisadas, com maior amplitude (Figura 19A, plath@bho
do efeito: 1 Hz0,72; 3 Hz: 0,57; 5 Hz: 0,76; 7 Hz: 0,88), velocidade até o pico (Figura
19B, p < 0,05Tamanho do efeito: 1 Hz: 0,31; 3 Hz: 0,25; 5 Hz: 0,71; 7 Hz: 0,75) e
velocidade de decaimento do fQJatransiente (Figura 19C, p < 0;0&manho do efeito:
1Hz:1,51; 3Hz: 1,11; 5Hz: 1,18; 7 Hz: 1,28) no grupo HT, em comparacao aos grupos
HS e NT.
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Figura 19. Célcio intracelular transiente. A) Amplitude do?[Léransiente; B) Velocidade até o pico de fQiaransiente; C) Velocidade

maxima de decaimento do [€htransiente. Dados sdo média + EPM de 60 células por grupo (n= 6 animais em cada grupo). NS, normotenso
sem treinamento. NT, normotenso com treinamento. HS, hipertenso sem treinamento. HT, hipertenso com treinamento. Anoyva Two-Way
seguida do teste post hoc de Tukey. * diferenteiNfferente HS}; diferente NT (p < 0,05).
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4.8. Contratilidade Celular

Os parametros da contracédo dos midcitos isolados de VE sdo mostrados na Figura
20. Foi observado efeito do fator hipertenséo (p < 0,05), independente dbRapwis
a amplitude de contracdo, em todas as frequéncias analisadas (Figura 20A, Tamanho do
efeito: 1 Hz: 1,14; 3 Hz: 0,89; 5 Hz: 0,69; e 7 Hz: 0,64), a velocidade de contracdo na
frequéncia de 1 Hz (Figura 20B, Tamanho do efeito: 0,89) e a velocidade de relaxamento
na frequéncia de 1 Hz (Figura 20C, Tamanho do efeito: 0,40) foram maiores nos animais
hipertensos que nos normotensos.

O efeito do fatoR (p < 0,05), independente do fator doenca, foi demonstrado
nos trés parametros em todas as frequéncias analisadas, com maior amplitude (Figura
20A. Tamanho do efeito: 1 Hz: 1,16; 3 Hz: 0,80; 5 Hz: 0g76Hz: 0,74), velocidade de
contracao (Figura 20B. Tamanho do efeito:1 Hz: 883z: 0,54; 5 Hz: @2, 7 Hz: 0,67
e velocidade de relaxamento calFigura 20C. Tamanho do efeito: 1 Hz: 0,69; 3 Hz:
0,61; 5 Hz: 0,80; 7 Hz: 0,58) nos miécitos dos animais treinados, comparados aos dos
animais sem treinamento.

Houve, também, interacdo entre os fatores doent® ép < 0,05), pois as
velocidades de contracao (Figura 20B. Tamanho do efeito: 1 Hz: 0,68; 3 Hz: 1,04; 5 Hz:
0,88 e7 Hz: 0,91) e de relaxamento celular (Figura 20C. Tamanho do efeito: 1 Hz: 0,62;

3 Hz: 0,97; 5 Hz: 0,81e 7 Hz: 0,57) foram maiores no grupo HT, em comparagéo aos
grupos HS e NT. Cabe ressaltar que a amplitude (Figura 20A. Tamanho do efeito: 1 Hz:
0,62; 3 Hz: 0,97; 5 Hz: 0,81; e 7 Hz: 0,57) foi maior no grupo HT, em comparacéo ao
grupo HS.
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Figura 20. Contratilidade Celular. A) Amplitude da contracéo. B) Velocidade de contracéo. C) Velociddabeatieento. Dados sdo medi

+ EPM de 60 células por grupo (n= 7 animais em cada grupo). NS, normotenso sem treinamento. NT, normotenso com treinamento. HS,
hipertenso sem treinamento. HT, hipertenso com treinamento. Anova Two-Way, seguida do teste post hoc de Tukey. NStiferente
diferente HS} diferente NT (p < 0,05).
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4.9. Expressao proteica no ventriculo esquerdo

A figura 21 apresenta os valores da expressao proteiv& dblouve efeito da
hipertenséo (p < 0,05; tamanho de efeito: 0,15), independente doTRtgrois a
expressdo de FLBt no foi menor nos animais hipertensos (0,91 + 0,03) que nos
normotensos (0,95 + 0,05) (Figura@1 Contudo, esse efeito do fator doenca néo foi
observado (p > 0,05) nas demais proteinas analisadas: CAV1.2 (Figura 21A), NCX1
(Figura 21B), SERCAZ2a (Figura 21C) e razao FLBt/SERCAZ2a (Figura 21E).

Entretanto, ndo foi observado efeito @B (p < 0.05), independente do fator
hipertensdo, em nenhuma das proteinas analisadas: CAV1.2, NCX1, SERCA2a, FLBt e
razdo FLBISERCA2a. Também nédo houve interacdo entre os fatores do@m:§pe>

0,05) para as proteinas analisadas.
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Figura 21. Expressao proteica do ventriculo esquerdo. A) Canal de calcio do tipo L 1.2
(CaVv1l.2). B) Canal trocador Na+/Ca2+ (NCX1). C) Célcio ATPase do reticulo
sarcoplasmatico 2a (SERCA2a). D) Fosfolambam total (FLBt). E) Razéo
FLBt/SERCAZ2a. Os dados sdo média + EPM de seis animais por grupo. NS, normotenso
sem treinamento. NT, normotenso treinado. HS, hipertenso sem treinamento. HT,
hipertenso treinado. Anova Two-Way.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo geral investigar os efeitos do treinamento
fisico resistido sobre propriedades histolégicas, morfolégicas, mecanicas, génicas e
proteicas do coragao de ratos espontaneamente hipertensos. Em resumo, apesar do TR
aplicado nédo ter diminuido a PA e a FCR, nem ter alterado a composi¢ao corporal nos
animais SHR, alguns efeitos benéficos foram observados: a) aumento da tolerancia ao
esforco fisico; b) aumento da massa do coracdo e dos ventriculos; ¢) mehora d
organizacao tecidual do VE, ao diminuir o percentual de matriz extraceliéigar o
aumento da AST, da largura, do percentual de ndcleo e dos percentuais de colageno tipo
I e llI; d) minimizacdo dreducao da funcao sistélica cardiaca, por meio da melhsra da
fracbes de ejecdo e de encurtamento; e) aumento da amplitude Jotf@sientee da
velocidade com que transita na contracéo e relaxamento celular e melhora da contracéo e
o relaxamento celular de midcitos isoladod/@ao amenizar a diminuicdo da expressao
proteica de FLBt, porém, sem alterar outras proteinas (SERCA2a, NCX e GAV1.2

envolvidas no AEC.

5.1.Composigao corporal e a antropometria

Os animais SHR apresentaram menor massa corporal que 0S normotensos,
independente de terem sido submetidos ou nddRacsem apresentar diferencas no
conteudo de lipidio e percentual de gordiste resultado difere dos de estudos prévios,
gue observaram uma reducgao do tecido adiposo em animais hipertensos devido ao TR
(GOMES; BORGES; ROSSI et al., 2QINEVES; SOUZA; PASSOS et al., 2016). O
TR foi capaz de diminuir ainda mais a massa corporal, sem alterar os parametros
antropométricos e de composicao corporal nos animais hipertensos. Sabe-se que tanto a
hipertensdo quanto TR podem aumentar a expressado de genes no musculo esquelético,
relacionados ao catabolismo lipidico, como as metaloproteinases de mMiNEP22|)
(GOMES; BORGES; ROSSI et al., 201SOUZA; LEITE; DE SOUZA LINO et aj.

2014), o que pode impactar diretamente na redugédo da massa corporal. Contudo, essa

medida nao foi realizada no presente estudo.

5.2. Tolerancia ao esforco fisico.
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O TR aplicado aumentou a tolerancia ao esforgo fisico nos animais hipertensos e
normotensos. Ademais, 0os animais SHR conseguiram carregar um maior peso maximo
relativo, em comparagdo aos normotensos, pois conseguiram suportar uma mesma carga
externa absoluta com uma massa corporal inferior. Esse aumento da capacidade de tolerar
esfor¢co fisico difere do encontrado em animais SHR submetidoBAagois ha
evidéncias que animais hipertensos jovens, com 16 semanas de vida, apresentam uma
menor capacidade de exercicio aerobio, comparados aos normotensos (CAMPOS;
DRUMMOND; RODRIGUES et al., 2020). Todavia, os dados do presentes estudo
corroboram os resultados de Perilhdo et al., (2020) com animais submetidos ao TR.

Os mecanismos responsaveis por essa resposta em animais SHR ainda sdo bem
conhecidos, mas o aumento de catecolaminas circulantes devido a hiperatividade
simpatica, apresentadas por animais SHR (CONSOLIM-COLOMBO; IRIGOYEN;
KRIEGER, 2005), pode ter contribuido para o aumento da capacidade de exercicio nos
animais hipertensos.

Adicionalmente, é concebivel que o aumento de forca muscular tenha contribuido
para o ganho na tolerancia ao esforco fisico observado neste estudo. Tal aumento de forca
muscular tem, provavelmente, maior contribuicdo das adaptacdes neuromusculares ao
exercicio, pois sabe-se que nas primeiras semanas de treinamento essas sdo mais
importantes para o aumento da forca em comparacao a hipertrofia muscular (DUNCAN;
WILLIAMS; LYNCH, 1998; KRAEMER; FLECK; EVANS, 1996). Todavia, a
quantidade de massa muscular esquelética ndo foi medida no presente estudo. Destaca-se
que o aumento de forca muscular é importante para individuos hipertensos, pois isso
reduz a sobrecarga cardiovascular durante as atividades diarias e tem sido associada a
protecdo contra todas as causas de mortalidade (ARTERO; LEE; RUIZ et al., 2011
VESCOVI; FERNHALL, 2000).

5.3.Massa cardiacadimens@es de midcitos do ventriculo esquerdo

No presente estudo, os animais hipertensos sem treinamento ndo aprasentara
aumento em indices classicos de hipertrofia cardiaca, tais commbes MVE:MCor e
MVE:tibia. Porém, os animais SHR apresemtaaumento da DIVES, da AST e da
largura dos miécitos do VE, além da reducéo da razdo comprimento/largura dos miécitos
Estas alteracdes celulares sédo sugestivas de hipertrofia concéntrica da parede do VE

causada pela hipertensdo (NADRUZ, 2015). Essas alteragOes na largura e AST celular
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esBio associadas ao aumento em paralelo das fibras musculares, aaddmd
remodelamento da parede ventricular.

O programa de TR levou ao aumento da massa cardiaca e das raz6es usadas como
indice de hipertrofia ventricular. Essa reposta € esperada, e foi demonstrada em um estudo
prévio pelo aumento nas dimensfes cardiacas em resposta a 12 semanas de TR em
animais SHR (PERILHAO; KRAUSE NETO; DA SILVA et al., 2020).

Mais importante, observou-se no presente estudo que, apesar desse aumento na
massa cardiaca, o TR aplicado preveniu o aumento das dimensdes celularese(largura
AST celular) e a diminuicdo da razdo comprimento/largura dos miécitos. Apesar de
estudos prévios (BARAUNA; ROSA; IRIGOYEN et al., 200MELO; BARAUNA,;

JUNIOR et al., 2015) com modelo de TR diferente do presente estudo (ex. agachamento),
demonstranm acontecer aumentos na largero volume de cardiomaocitos, assim @m

no septo interventricular e na parede do VE, em ratos normotensos, esse resultado n&o foi
apresentado nos animais aqui avaliados. Assim, os resultados do presente estudo indicam
gue o TR aplicado preveniu o progresso de hipertrofia cardiaca nos animais hipertensos,

normalmente associada a hipertrofia patoldégica, com o avanc¢o da idade.

5.4.0rganizacao tecidual, estado inflamatorio e indicadores de fungéo endotelial no

ventriculo esquerdo

Observou-se que a hipertensao promoveu diminuicdo do conteudo de colageno do
tipo Il nos animais (grupo HS). Essa redugé&o foi um resultado inesperado, uma vez que
um estudo prévio demonstrou que o fenotipo dos colagenos tipos | e Il ndo se alterou em
animais SHR, nos primeiros 6 meses de progressdo da hipertrofia cardiaca (YANG;
KANDASWAMY; YOUNG et al., 1997). Entretanto, esses mesmos autores
demonstraram que ocorre um platdé do colageno tipo Il nos animais SHR com 10 meses
de vida.

Destaca-se que o colageno do tipo Il prevalece ao redor dos cardiomiécitos no
endomisio, podem formar fibras mais finas, mais flexiveis e com maior interacdo com os
proteoglicanos. Como esses fatores afetam as propriedades mecanicas do coracédo (DE
SOUZA, 2002), a diminuicdo desse tipo de colageno pode representar um prejuizo a
contracdo cardiaca. Desta forma, a reducéo do colageno tipo Ill pode ter contribuido para

a menor capacidade contratil e funcéo sistélica ventricular esquerda, apresentada pelos
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animais hipertensos sem treinamento do presente estudo (ex. reducao das fragcoes de
ejecao e de encurtamento).

Observouse no presente estudo, também, uma diminuicdo afdor entre
colagenos tipdll e | nos animais hipertensos sem treinamento. A diminuicdo dessa
proporgéo indica que o tecido tornsemais rigido e/ou menos extensivel (JUGDUTT,
2003). Esta rigidez aumentada pode estar associada a reducéo da fracdo de encurtamento
e fracdo de ejecdo observadas nestes animais.

Com relacdo ao TR, este promoveu reducdo do percentual do colageno do tipo |
nos animais hipertensos. Este tipo de coldgeno esta relacionado com a instalacdo do
processo de fibrose cardiaca e leva a alteracdes de propriedades elasticas do coracéo, com
prejuizos a capacidade contratii (SHAHBAZ et al.,, 2010). Um estudo recente
(PERILHAO; KRAUSE NETO; DA SILVA et al., 2020) demonstrou que o TR preveniu
o aumento do colageno total de ratas hipertensas. O conteudo total de colageno esta
associado ao deslizamento nos miocitos durante as contracdes, regulacdo da apoptose,
resisténcia a deformacgdes e manutencdo do alinhamento de estruturas, além de regular a
distensibilidade cardiaca e a transmissdo de for¢ca durante o encurtamento das fibras
cardiacas, sendo um importante modulador da funcéo da sistélica e diastdlica (KWAK,
2013).

Observousg também, que o TR aplicado evitou a diminuicdo da razdo dos
colagenos lll:I nos animais hipertensos, o que indica manutencéo do tecido cardiaco mais
extensivel (JUGDUTT, 2003). Adicionalmente, o TR também foi de capaz de diminuir
o percentual de MEC nos animais hipertensos. Isso indica uma diminuicdo da fibrose
cardiaca nesses animais. Ha evidéncias de que o treinamento aerdbio pode reduzir a
expressao das MMP2 e metaloproteinases de matriz 9 (MMP 9) no coracdo de animais
SHR (PAGAN; DAMATTO; GOMES et al., 2019). Essas proteinas sao responsaveis por
manter a integridade da ME®regular o contetdo de colageno (KWAK, 2013). Porém,
essa medida nao foi realizada no presente estudo.

Desta forma, estas alteracbes estruturais no tecido do VE podem auxilar na
explicacdo dos efeitos positivos do TR em previnir a redugao naofck; ejecao

observadas nestes animais hipertensos treinados.

5.5.Funcdao sistolica ventricular
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No presente estudo, observou-se que a hipertensédo espontanea reduziu a funcao
sistdlica do VE nos animais hipertensos (ex. reducdo das fracdes de ejecdo e de
encurtamento). Possivelmente, o remodelamento adverso cantrjara est
diminui¢cdo, como ja foi demonstrado em estudos prévios (HUANG; YAN; RUI et al.
2016 SANTOS; SHAH, 2014). H& evidéncias de que nado sé a funcdo sistdlica, mas
também a diastélica, pode ser diminuida em animais SHR com seis meses de idade
(KOKUBO; UEMURA; MATSUBARA et al., 2005PERILHAO; KRAUSE NETO; DA
SILVA et al., 2020).

A reducéo da fracdo de ejecao nos animais do gafmbservada no presente
estudo, pode ter ocorrido devido a perda de tecido contratil, hipertrofia compensatéria
dos cardiomiécitos e fibrose reparativa, contribuindo para a diminuicdo da
extensibilidade cardiaca causada pela doenca (NADRUZ, 2015). De fato, foi observado
que os animais do grupo HS apresentaram reducédo de colageno tipo Ill e da razdo entre
colagenos tipo Il e 1, indicando que o tecido do VE se menos extensivel.

A menor fracdo de encurtamento observada nos animais hipertensos sem
treinamento, indica ter havido alteracbes na composicdo da MEC, certificada pelas
reducdes de colageno tipo Il e da razdo entre colagenos tipo lll e | nestes animais, que
pode ter levado a uma diminuicéo da extensibilidade do VE e, logo, reducéo da fracao de
encurtamento. Como a MEC néo interfere na medidas de func&o contratil de midcitos
isolados, 0 aumento da amplitude de contracdo celular e dfi[@ansiente nestes
animais hipertensos sem treinamento (veja abaixo) sugere um mecanismo compensatorio
para atenuar a sobrecarga cardiaca provocada pela doenca. Um processo semelhante foi
observado em animais infartados (LAVORATO; DEL CARLO; DA CUNHA et al.,
2016).

Entretanto, apesar dos animais SHR sem treinamento apresentarem menor funcao
sistdlica, em comparacdo aos normotensos, nao € possivel afirmar que esses
apresentavam insuficiéncia cardiaca. A auséncia de normativas dessa medida em ratos
dificultam essa analise. Atualmente, sabe-se que a insuficiéncia cardiaca acontece em
animais SHR a partir do 18° més de vida (MCMULLEN; JENNINGS, 2007).

O TR, por sua vez, atenuou 0s prejuizos causados pela doenca na funcao sistélica
ventricular ao prevenir a diminuicdo da fracdo de ejecéo. Esse efeito do TR pode ter
ocorrido em funcéo das alteracdes estruturais observadas emVitvel tecidual, como
a prevencéao do aumento da AST e da largura celular, a diminui¢cado do percentual de MEC

e aprevencao de alteracbes do percentual de colagenos tipos | e lll, apresentados no
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presente estudo. Cabe ressaltar que um estudo prévio, usando o0 mesmo modelo de TR,
demonstrou prevencao da diminuicdo da funcéo diastélica em ratos SHR (PERILHAO;
KRAUSE NETO; DA SILVA et al., 2020), o que em conjunto com o0s resultados do
presente estudo, demonstra resultados relevantes para a manutencéao da funcéo cardiaca
devido aolR.

5.6. Célcio intracelular, contratilidade celular e proteinas reguladoras de calcio

No presente estudo, observou-se o aumento da amplitude e da velocidade até o
pico do [C&"; transiente em midcitos isolados do VE dos animais hipertensos sem
treinamento. O aumento na amplitude é caracteristico da fase compensada da doenca, aos
seis meses de idade, nesses animais, conforme demonstra@studos prévios
(BROOKSBY; LEVI; JONES, 1992 MCCROSSAN; BILLETER; WHITE, 2004
ROMAN-CAMPOS; CARNEIRO-JUNIOR; PRIMOLA-GOMES et al., 2012). Tal
aumento na amplitude do [€h transiente pode ser causado, basicamente, por maior
contetido deC&* do RS e eficiéncia dos mecanismos de liberaci€alé do RS
recaptagdo de Gapara o RS e extrusdo de?Cgara o meio extracelular; ou por
deficiéncia dos mecanismos de recaptacido dé@@aa o RS e extrusdo de’Cpara o
meio extracelular (BERS, 2001

Ainda nos animais hipertensos sem treinamento, foi possivel observar uma
diminuicdo da expressdo de FLBt, resposta encontrada também em estudo prévio
(COLLINS; LOKA; DICARLO, 2005). A FLB é uma proteina transmembrana
reguladora da atividade da SERCA2a e para exercer essa funcdo ela deve estar
fosforilada. Apesar dessa medida nao ter sido realizada no presente estudo, redu¢des na
expressio de FLBt podem resultar em reducdo na recaptacid par€a RS, causando
aumento de G4 no citosol, bem como podem levar ao aument@aano RS causando
uma sobrecarga e aumentando a chance de arritmias ventriculares, devido ao aumento de
liberacGes espontaneas de?Qdl; LALLI; BABU et al., 2000). Além da FLB, outras
proteinas como a sarcolipina, a DWORF e a regulina (ANDERSON; MAKAREWICH;
ANDERSON et al., 20,6NELSON; MAKAREWICH; ANDERSON et al., 2016
VANGHELUWE; SCHUERMANS; ZADOR et al., 2005) também regula atividade
da SERCA2a. Entretanto, ndo foram observadas, nestes animais hipertensos sem
treinamento, alteracbes em outras proteinas reguladora€ade que poderiam
influenciar a amplitude do [§; transiente, como SERCA2a, NCX e CAV1.2.
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Quanto ao aumento da velocidade até o pico d&@ensiente, é possivel que,
nesta fase compensada da hipertensdo possa ter havido uma melhora na liberagdo de
calcio do RS, pelo aumento dos RyR2. Apesar de néo ter sido analisada neste estudo, ha
evidéncia de que, nesta fase, que o0 animal SHR apresenta aumento na expressao génica
dos RyR2, acompanhado de uma diminuicdo da FKBP12.6 (CARNEIRO-JUNIOR,;
QUINTAO-JUNIOR; DRUMMOND et al., 2014).

Estas alteracdes no [€h transiente refletiram em aumento na amplitude da
contracdo dos midcitos do VE de animais hipertensos sem treinamento. Apesar destes
resultados serem divergentes dos de outros estudos com animais SHR (BROOKSBY;
LEVI; JONES, 1992 CARNEIRO-JUNIOR; QUINTAO-JUNIOR; DRUMMOND et
al., 2014), a maior disponibilidade @&* no citosol pode proporcionar maior forca
contratil (BERS, 2002). Todavia, houve aumento na velocidade de contracao dos animais
HS apenas na frequéncia de 1 Hz, com tamanho do efeito pequeno.

Adicionalmente, a hipertensdo aumentou a velocidade de relaxamento dos
cardiomiocitos, nessa mesma frequéncia (também com tamanho do efeito pequeno).
Como mencionado acima, a velocidade de relaxamento celular depende da reducdo do
[C&i, principalmente pela SERCA2a e NCX (BASSANI; BASSANI; BERS, 1994
BERS, 2014). Porém, no presente estudo, a expressao de FLBt, proteina reguladora da
atividade da SERCAZ2a, estava reduzida nestes animais hipertensos sem treinamento e a
SERCA2a e 0 NCX ndo estavam alteradfasoncebivel que outras alteracdes relativas a
velocidade daemocado do €a*]i tenham ocorrido em resposta a hipertenséo, o que
demanda mais investigagoes.

Mais importante, o TR aplicado causou aumeatamplitude e na velocidade até
0 pico do [C&"; transiente, o que refletiu no aumento da amplitude e velocidade de
contracdo dos midcitos isolados do VE de animais hipertensos. Adaptacdes similares
foram reportadas em ratos SHR submetidosA¢CARNEIRO-JUNIOR; QUINTAO-
JUNIOR; DRUMMOND et al., 2033RODRIGUES; PRIMOLA-GOMES; SOARES et
al., 2018). O aumento da amplitude de contracao pode ser explicado pelo aumento da
amplitude do [C#]i transiente observada nestes animais, enquanto o aumento da
velocidade de contragdo esta associado a velocidade de liberacad® dw &S.E
possivel que o TR tenha melhorado a atividade do RS e aumentado o influxo de célcio do
sarcolema, conforme relatado por Fernandes et al., (2015) usando um modelo de TR com
agachamento em ratos SHR. Com este mesmo modelo, outros estudos (MELO;
BARAUNA; JUNIOR et al., 2015MELO; BARAUNA; NEVES et al., 2015) relatam
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maior expressdao de SERCAZ2a, e menor expressdao miRNA-214, gene regulador
antagonico da SERCA2a, em resposta ao TR em ratos normotensos e infartados,
respectivamente. Todavia, no presente estudo, a expressao proteica de SERCA2a, NCX
e CAV1.2 ndo foram alteragdgelo TR aplicado. Desta forma, futuros estudos séo
necessarios a fim de investigar outros possiveis mecanismos.

Adicionalmente, o TR aplicado aumentou as velocidades de decaimentdio [Ca
transiente e de relaxamento celular nos animais hipertensos. Sabe-se que a velocidade de
relaxamento celular depende da velocidade de reduca@addi,[ principalmente pela
SERCA2a e NCX (BASSANI; BASSANI; BERS, 1998BERS, 2014). Porém, no
presente estudo, a expressdo de FLBt, proteina reguladora da atividade da SERCA2a,
estava reduzida nestes animais hipertensos sem treinamento e a SERCA2a e o NCX nédo
estavam alteradas. E concebivel que outras alteracdes relativas a velocidade de remocao
do [C&"]; tenham ocorrido em resposta a hipertensdo, porém, outros estudos sdo
necessarios.

Ressalta-se que respostas como a diminuicdo do percentual de MEC e prevencéo
das alteracBes do percentual de colagenos tipos | eVEmms animais treinados podem
ter influenciado o AEC, uma vez que a diminuicdo da fragdo de encurtamento foi
prevenida, enquanto que a velocidade para o pico dd]{@ansiente e a velocidade de

contracdo celulforam aumentadas pelo TR.

5.7.Presséo arterial e a frequéncia cardiaca de repouso

No presente estudo, foi observada a prevencédo do aumento da PA, uma vez que
nao houve diferenca entre os animais hipertensos treinados e ndo treinados. Esse fato ja
havia sido observado em estudos prévios com diferentes protocolos de TR (ARAUJO;
SANTOS; SOUZA KDOS et al., 201BIEVES; SOUZA; PASSOS et al., 2016). Cabe
ressaltar que a diminuigcdo da PA devidoTd® no estudo de Perilhdo et al., (2020)
ocorreu do a partir da 82 semana de treinamento. Logo, a duratRgdde ter sido um
fator importante. Por outro lado, é importante destacar que um aumento de 10 mmHg na
PAS esta associado a um aumento em 25% no risco de problemas cardiacos como o
infarto do miocardio e outros problemas como o acidente vascular cerebral (BOISSIERE;
EDER; MACHET et al., 2008).

5.8. Consideragdes finais
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Os resultados aqui apresentados indicam uma melhor capacidade contratil
cardiaca em resposta as demandas mais altas (ex. durante o exercicio fisico) causadas
pelo TR aplicado. Até o momento, esse € o0 primeiro estudo que a demonstrar esses efeitos
do TR em animais SHR. Estes resultados sdo de relevancia clinica, pois demonstraram o
TR foi capaz de prevenir diversas alteracdes adversas causadas pela hipertensao. Assim,
o TR pode ser uma ferramenta eficaz como tratamento adjuvante da hipertensao.

Por fim, seria interessante, em futuros estudos, investigar os efeitos do TR sobre
o contetido proteico dos animais SHR, bem como as sparks‘deadaxpressio proteica
dos RyR2 e FKBP12.6, além de proteinas ligadas a hipertrofia cardiaca patolégica (ex:
razdo o/ MHC) e proteinas reguladoras da MEC (ex: MMP-2 e MMP9).



88

6. CONCLUSAO

O TR aplicado preveniu o remodelamento adverso, promoveu beneficios nas
propriedades morfoldgicas, melhorou as propriedades mecéanicas e a expressao proteica
relativa a recaptacdo de calcio para o reticulo sarcoplasmético, sem afetar a expresséo
génica de biomarcadores inflamatorios, de fungcéo endotelial e de tecidos ndo contrateis

no VE de ratos espontaneamente hipertensos.
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APENDICE 1 -Composicédo das solucdes para experimentos com cardiomidcitos

isolados

As solucbes usadas para o isolamento dos cardiomiécitos do ventriculo
esquerdo foram feitas usando-se uma solucéo basica com agua ultrapura (Milli-Q) e a
seguinte composi¢do (em mM)aCl (130)— 7,6 g/L; MgCh (10) — 1,4 mL/L;
NaH.POy (0,33)- 0,055 g/L; KCI (5,4) - 0,4 g/L; acido etanosulfanicehidroxietil
piperazina (HEPES) (10) 1,194d/L, taurina (20)- 2,5 g/L; creatina (10} 1,31 g/L;
glicose (10)- 1,8 g/L. Esta solucao foi equilibrada para um pH de 7,4 com NaOH (5)

e mantida em temperatura ambiente.

Solucéo A:
Para se fazer a solugdo de isolamento contentlp f6eam adicionados 375 pL
de CaCl (1M) em 500 mL da solugéo basica.

Solucéo B:
Para a solucdo de isolamento livre dé*Clmram adicionados 250 pL de EGTA

(100 mM) em 250 mL da solugéo bésica.

Solucéo C:
Para a solucdo enzimatica de isolamento, foram adicionados 0,030g de

colagenase e 0,003g de protease em 30 mL da solucédo basica.

Solucao Tyrode

Durante as analises de contratilidade celular e célcio intracelular transiente, os
midcitos do VE foram banhados com solucao Tyrode contendo (em mM): NaCl (137),
KCI (5,4), NakhPQs (0,33), MgC# (0,5), HEPES (5), glucose (5,6) e Ca(,8), pH
7,4 equilibrado com NaOH (5).

Para preparar a solugcdo Tyrode, foram usadas uma solucdo estoque (10x),

CaCl, glicose e agua ultrapura (Milli-Q), conforme descrito abaixo.
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Solucédo estoque (1 Litro):
NaCl (80 g); HEPES (11,915 g); N&P, (0,515 g); MgCl (5 mL); KCI (4,025
9);

Para fazer um litro de solugéo Tyrode, foram adicionados 100 mL da solucdo
estoque, 1 g de glicose e 1,8 mL de G&@1 de agua ultrapura (Milli-Q), até completar

1 litro. Esta solugédoi equilibrada para um pH de 7,4 com Na@Hnantida em
temperatura ambiente.
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ANEXO 1- Atestado de aprovac&o na Comissio de Etica no Uso Animal-UFV

Protocolo 01/2018

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFV certifica que o
processo n° 01/2018, intitulado “Propriedades morfolégicas, cardiacas,
mecinicas, moleculares e génicas de cardiomiécitos isolados e misculo
esquelético de ratos espontaneamente hipertensos jovens e velhos
submetidos ao treinamento resistido”, coordenado pelo professor Ant6nio José
Natali do Departamento de Educagéo Fisica, estd de acordo com a Legislagdo
vigente (Lei N° 11.794, de 08 de outubro de 2008), as Resolugdes Normativas
editadas pelo CONCEA/MCTI, a DBCA (Diretriz Brasileira de Pratica para o
Cuidado e a Utilizagdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos) e as
Diretrizes da Pratica de Eutanasia preconizadas pelo CONCEA/MCTI, portanto
sendo aprovado por esta Comissdo em 26/04/2018, com validade de 12 meses.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the process number
01/2018, named “Morphological, cardiac, mechanical, molecular and genetic
properties of isolated cardiomyocytes and skeletal muscle of young and old
spontaneously hypertensive rats submitted to resistance training", is in
agreement with the a actual Brazilian legislation ( Lei N° 11.794, 2008),
Normative Resolutions edited by CONCEA/MCTI, the DBCA (Brazilian
Practice Guideline for the Care and Use of Animals for Scientific Purposes and
Teaching) and the Guidelines of Practice the Euthanasia recommended by
CONCEA/MCTI therefore being approved by the Committee on April 26, 2018
valid for 12 months.

B
Prof’. Atima Clemente Al¥es Zuanon

Presidente
Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFV



