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RESUMO



Introdugdo: A hipertensdo arterial sistémica (HAS) causa sobrecarga cardiaca de
pressdo e pode alterar a arquitetura do coldgeno, favorecer a fibrose e estresse
oxidativo, modificar proteinas da matriz extracelular e das vias de sinalizacdo
intracelular IGF1/Akt e MAPKs que estdo envolvidas no processo de remodelacéo
cardiaca. O exercicio fisico tem importante papel no tratamento néao
medicamentoso da HAS. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do
treinamento fisico intervalado de alta intensidade (HIIT) sobre a remodelacido
cardiaca e vias de sinalizacdo hipertrofica de ratos espontaneamente hipertensos
(SHR) em fase avancada da HAS. Métodos: Foram constituidos trés grupos
experimentais: grupo controle, formado por ratos Wistar normotensos (W, n=24),
SHR (n=27); e SHR submetidos a exercicio fisico (SHR-EX, n=14). A partir dos 13
meses de idade, o grupo SHR-EX foi submetido a protocolo de exercicio fisico
aerébio intervalado de alta intensidade, realizado em esteira, trés vezes por
semana, em dias alternados, por quatro meses. As estruturas e funcao in vivo do
ventriculo esquerdo (VE) foram avaliadas por ecocardiograma. O menor diametro
dos midcitos foi mensurado em cortes histolégicos do VE. O marcador de extresse
oxidativo foi a concentracdo sérica e miocardica de malondialdeido (MDA). A
expressdo do coldgeno tipos I e III, IGF1/Akt, e de proteinas da via das MAPK foi
avaliada por Western blot. A atividade das metaloproteinases foi analisada por
zimografia. A andlise estatistica foi realizada por andlise de variancia (ANOVA) e
teste de Tukey ou teste de Kruskal-Wallis e Dunn, com nivel de significancia de 5%.
Resultados: O grupo SHR-EX apresentou maior capacidade funcional no teste de
esforco que os grupos W e SHR. A pressdo arterial sistélica ndo diferiu entre os
grupos SHR-EX e SHR. Os ratos do grupo SHR-EX tiveram menor frequéncia de sinais
de insuficiéncia cardiaca. O menor didmetro dos midcitos nao diferiu entre os
grupos. Os grupos SHR e SHR-EX tiveram maiores valores das varidveis estruturais
que o grupo W, com hipertrofia concéntrica. O grupo SHR-EX apresentou atenuacéo
do conteudo de dgua no VE em relacdo ao SHR. Os grupos SHR e SHR-EX tiveram
maior atividade da metaloproteinase-2 (MMP-2) inativa que o W e o SHR teve maior
atividade da MMP-2 ativa intermedidria que o W. A concentracdo de MDA e a
expressdo proteica do colageno tipos I e III, das proteinas MAPKs e da via IGF-1
ndo diferiram entre os grupos. Conclusdo: O exercicio fisico intervalado de alta
intensidade por tempo prolongado é seguro e bem tolerado, melhora a capacidade
funcional, reduz a frequéncia de sinais de insuficiéncia cardiaca, e atenua a
atividade da metaloproteinase-2 em ratos espontaneamente hipertensos.

Palavras-chave: Exercicio fisico, hipertensdo arterial, remodelamento cardiaco,
ratos espontaneamente hipertensos, estresse oxidativo, matriz
extracelular, MAPK, IGF-1.
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ABSTRACT



Introduction: Systemic arterial hypertension (SAH) causes cardiac pressure overload
and may induce myocardial collagen changes and fibrosis, oxidative stress, and
changes in intracellular proteins, such as IGF1/Akt and MAPK signalling pathways.
Physical exercise plays an important role in the non-pharmacologic treatment of
SAH. The aim of this study was to evaluate the effects of high intensity interval
physical training on cardiac remodeling and hypertrophic pathways in
spontaneously hypertensive rats (SHR) at an advanced stage of SAH. Methods:
Three experimental groups were assigned: normotensive Wistar rats (W, n=24);
SHR (n=27); and SHR subjected to exercise protocol (SHR-EX, n=14). Initiating at
13 months of age, SHR-EX group was submitted to a protocol of high intensity
interval aerobic exercise performed on a treadmill, three times a week, on alternate
days, for four months. In vivo cardiac structures and function was assessed by
echocardiography. The smallest myocyte diameter was measured in histological
sections of the left ventricle (LV). Myocardial and serum concentration of
malondialdehyde (MDA) was assessed as a marker of the oxidative stress.
Expression of type 1 and 3 collagen, IGF1, Akt, and MAPK proteins was evaluated
by Western blot. Metalloproteinase-2 (MMP-2) activity was analysed by
zymography. Statistical analysis was performed by analysis of variance (ANOVA)
complemented by Tukey's test or Kruskal-Wallis and Dunn's test, at a 5%
significance level. Results: The SHR-EX group presented higher functional capacity
than W and SHR groups. Systolic blood pressure was higher in SHR and SHR-EX
groups. SHR-EX had a lower frequency of heart failure features than SHR. The
smallest myocyte diameter did not differ between groups. SHR-EX and SHR had
increased structural variables than W with concentric hypertrophy. The SHR and
SHR-EX groups presented a higher inactive MMP-2 than W and the SHR had a higher
intermediate active MMP-2 than W. MDA levels did not differ between groups.
Protein expression of types I and III collagen, MAPKs proteins, and IGF-1 did not
differ between groups. Conclusion: Long-term high-intensity interval exercise is
safe and well tolerated, improves functional capacity, reduces the frequency of
heart failure features, and attenuates metalloproteinase-2 activity in

spontaneously hypertensive rats.

Keywords: Physical exercise, arterial hypertension, cardiac remodelling,
spontaneously hypertensive rats, oxidative stress, extracellular matrix,
MAPK, IGF-1.
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INTRODUCAO



A HAS é uma das principais causas de IC e uma das doencas mais
prevalentes na populacdo mundial. Dados americanos mostram que 40% das
mortes por doenca cardiovascular pode ser atribuida diretamente a HAS
(Mozaffarian et al., 2015). No Brasil, segundo a Pesquisa Nacional de Saude de
2013, a HAS tem prevaléncia estimada em 32,3%, chegando a 71,7% nos individuos
acima de 70 anos (Malta et al., 2018).

A HAS é uma condicédo clinica multifatorial caracterizada por niveis
elevados e sustentados de pressdo arterial (Diretrizes Brasileiras de Hipertensao,
2020). A HAS pode evoluir com alteracées metabélicas e anormalidades funcionais
e estruturais de drgdos-alvo como coracdo, encéfalo, rins e vasos sanguineos,
(Diretrizes Brasileiras de Hipertensao, 2020).

A HAS sustentada leva a hipertrofia miocdrdica, considerada uma
resposta adaptativa do coracédo, pois permite manter o débito cardiaco inalterado
em situacdes de elevada pds-carga. Entretanto, a longo prazo, a progressiva
hipertrofia cardiaca leva a disfuncdo ventricular sistélica e diastdlica e a
manifestacdes clinicas, como IC e arritmia (Cicogna et al., 2000; Carabello, 2002;
Campos et al., 2015).

As alteracbes progressivas que ocorrem no coragdo caracterizam o
processo de remodelacdo cardiaca. Em 2000, Cohn et al. (2000) definiram a
remodelacdo cardiaca como sendo o conjunto de alteracdes génicas, moleculares,
celulares e intersticiais que ocorrem no coragdo em resposta a uma agressdo e que
se manifestam clinicamente como modificacdes no tamanho, forma e funcdo do
coracao.

A hipertrofia ventricular é classicamente subdividida em concéntrica
e excéntrica (Grossman et al, 2000). A hipertrofia concéntrica ocorre
habitualmente quando ha sobrecarga pressdrica cronica, que aumenta o estresse
sistolico e estimula vias sinalizadoras que resultam na replicacdo de sarcomeros em
paralelo, gerando aumento da massa ventricular e da espessura relativa da parede.
A hipertrofia excéntrica é caracterizada pelo aumento do estresse diastélico do
ventriculo, com replicacdo de sarcomeros em série, ocorrendo, portanto, dilatacdo
da camara ventricular esquerda (VE) (Grossman et al., 2000; Bernardo et al.,

2010).
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Outro mecanismo considerado importante no desenvolvimento de
alteracdes relacionadas ao processo de remodelacdo cardiaca é o estresse oxidativo.
Ele ocorre quando ha desbalanco entre a producédo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e a capacidade antioxidante. O estresse oxidativo pode induzir hipertrofia e
morte de cardiomidcitos e fibrose miocardica (Tsutsui et al., 2011). O estresse
oxidativo tem papel importante na patogénese da hipertensao arterial, por levar a
menor biodisponibilidade de o6xido nitrico, responsavel pelo relaxamento do vaso
em resposta a mudancas hemodinamicas (Vasconcelos et al., 2007; Rodrigo et al
2003; Miyajima et al 2007). Aumento das EROS modula diversas vias de sinalizacao
envolvidas no crescimento dos midcitos, fibrose, inflamacdo e apoptose. Estes
processos levam ao dano no musculo cardiaco com consequente remodelacao
cardiaca (Tsuitui et al 2011). Alguns compostos sdo utilizados como marcadores
de estresse oxidativo, tais como hidroperdxido de lipideo e malondialdeido, que sédo
produtos da acdo de espécies reativas nos dcidos graxos poli-insaturados da
membrana celular, processo denominado peroxidacéo lipidica (Mafra et al.,, 1999;
Grotto et al., 2008).

O processo de hipertrofia cardiaca é acompanhado por alteracoes da
matriz extracelular cardiaca (MEC). A MEC consiste em coldgeno intersticial,
glicoproteinas e proteoglicanas arranjadas em rede tridimensional que estd
associada a midcitos, fibroblastos e capilares. Devido a sua organizacdo e
composicdo, a MEC é uma estrutura dindmica que modula varios processos
celulares (Brilla et al, 1990; Swynghedauw, 1999). A MEC é composta,
predominantemente, de coldgeno fibrilar, produzido principalmente por
fibroblastos e miofibroblastos (Pluim et al., 2000). Vdrios tipos de coldgenos
compdem a MEC cardiaca. O tipo I, predominante, confere resisténcia a deformacéo
e estd associado principalmente as fibras grossas, compondo 85% do coldgeno total.
O colageno tipo III (11% do coldgeno total), associado as fibras finas, confere
elasticidade a camara ventricular (Jugdutt, 2013; Gonzalez et al, 2020). O colageno
fibrilar também age como ligacdo entre elementos contrateis de cardiomidcitos
adjacentes. Assim, a disfuncdo dos cardiomidcitos e MEC leva a alteracdo global na
funcao cardiaca (Carabello, 2002; Campos et al., 2015).

A quantidade de coldgeno e a composicdo da matriz extracelular sdao

dependentes de um sistema de regulacdo que envolve intimeros fatores, como as

INTRODUCAO 7



metaloproteinases da matriz extracelular (MMP) e os inibidores teciduais das
metaloproteinases (TIMP). As MMP sdo endoproteinases dependentes de zinco
capazes de degradar varios componentes da matriz extracelular. Elas séo
sintetizadas como pré-enzimas latentes e sdo ativadas por clivagem (Bellafiore et
al., 2013). As MMP coordenam o processo de reparo e reorganizacdo de tecidos,
modulando a adesdo, migracao e proliferacdo celular. As MMP sdo essenciais para
a remodelacédo tanto do tecido normal como durante o processo de hipertrofia (Lu
et al,, 2016). A ativacdo de MMP, especialmente das gelatinases MMP-2 e MMP-9,
estd associada a remodelamento adverso e dilatacdo do VE em pacientes com IC
(Octavia et al,2012). As MMP sdo secretadas por fibroblastos cardiacos,
cardiomiodcitos, células endoteliais e células imunes, e sua expressdo pode ser
ativada por estresse oxidativo, disfuncdo endotelial e inflamacdo (Vanhoutte at al,
2010).

A hipertrofia cardiaca também pode ser decorrente da prética de
exercicios fisicos. Entretanto, essa hipertrofia é habitualmente considerada
adaptacao fisioldégica que ndo induz alteracdes deletérias, comuns nas hipertrofias
de natureza patolégica (Mill & Vassalo, 2001). Na hipertrofia fisiolégica, o aumento
dos miodcitos se faz pela sintese aumentada de proteinas contréteis, do reticulo
sarcoplasmatico e do numero e tamanho das mitocondrias. As alteracdes
estruturais resultantes do treinamento fisico dependem da natureza, duracgao e
intensidade do exercicio (Ghorayeb & Batlouni, 1998).

A adaptacdo fisioldgica ao exercicio envolve a producéo e liberacgdo de
fatores de crescimento e mediadores humorais, dentre os quais se destaca o fator
de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) (Yeves et al., 2018). O IGF-1 tem
papel cardioprotetor nos coracdes hipertrofiados de ratos espontaneamente
hipertensos (SHR), melhorando a capacidade antioxidante e a contratilidade dos
cardiomidcitos (Yeves et al., 2018). A ativacdo do receptor trans-membrana do IGF-
1 estimula a cascata de sinalizacdo PI3K/Akt promovendo a sintese proteica, uma
das vias mais importantes de hipertrofia fisiolégica induzida pelo exercicio fisico
(Troncoso et al., 2014). Garciarena et al. (2009) mostraram que o treinamento
fisico ¢ eficaz em converter a hipertrofia patolégica em hipertrofia fisiolégica em
SHR, e o IGF-1 foi o principal mediador. Evidéncias sugerem que esta via também é

ativada durante a fase de hipertrofia compensada em resposta a estimulo
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patolégico (Tham et al.,, 2015). Em estudos clinicos, a expressdo de IGF-1 foi
aumentada em pacientes com hipertrofia compensatodria devida a estenose adrtica
e manteve-se inalterada em pacientes com hipertrofia inadequada e em transicédo
para IC (Serneri et al. 1999).

O processo de hipertrofia cardiaca patoldgica esta associado a ativacao
de outras vias de sinalizacdo, dentre as quais se destacam as MAPKs (mitogen
activated protein kinases) (Tham et al,, 2015). Essa via pode ser ativada por
proteinas especificas de serina e treonina e responde a diversos estimulos
extracelulares como angiotensina II, noradrenalina e fator de crescimento, com
consequente inducédo de crescimento, apoptose e transformacao celular (Marber et
al., 2011). As principais MAPKs sdo a ERK 1/2 (extracellular signal-regulated kinase
1/2), JNK e p38 (Zhang et al,, 2003; Kehat & Molkentin, 2010). As MAPKs tém
papel importante na resposta hipertréfica, uma vez que modulam a acdo de vias de
proliferacdo celular e apoptose (Zhang et al., 2003). Adicionalmente, bloqueio da
atividade da p38 estd associado a reducdo da hipertrofia e disfuncdo ventricular
em SHR (Behr et al., 2001).

Apesar de extensivos estudos sobre as vias de sinalizacdo intracelular
envolvidas na hipertrofia cardiaca, ainda nao esta claro o papel da via das MAPK e
do IGF-1 na hipertrofia causada pela HAS ndo controlada em fase avancada.

Ratos espontaneamente hipertensos (SHR) constituem um modelo
muito conhecido para estudo da hipertensdo arterial cronica e remodelacédo
cardiaca (Perez et al.,, 1995). O modelo foi introduzido em 1963 por Okamoto e
Aoki, sem utilizacdo de recursos fisiolégicos, farmacoldgicos ou cirtirgicos. Os SHR
foram desenvolvidos por reproducdo genética meticulosa, entre ratos
consanguineos, que resultou em animais naturalmente hipertensos (Okamoto et
al., 1966). A HAS em SHR é muito semelhante a hipertensdo humana e inclui: I) o
aumento da resisténcia periférica total sem expansao de volume; II) a predisposicdo
genética para hipertensdo sem etiologia especifica e III) resposta semelhante a
tratamentos farmacolégicos (Trippodo & Frohlich, 1981).

O tratamento da HAS esta dividido em dois segmentos: farmacolégico
e ndo farmacoldgico. A pratica regular de exercicio fisico é uma das principais
estratégias ndo farmacoldgicas para o tratamento da doenca (Nogueira et al., 2012;

Diretrizes Brasileiras de Hipertensao, 2020), e estd associada a inumeros beneficios
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como relaxamento vascular (Shi et al., 2015), reducdo da pressdao em individuos
hipertensos (Oliveira et al., 2016), bradicardia relativa de repouso, hipertrofia da
musculatura esquelética e aumento do consumo maximo de oxigénio (Araujo et al.,
2001).

O treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT, do inglés high
intensity interval training) tem sido considerado uma modalidade de treinamento
com impacto positivo no sistema cardiovascular (Silva et al., 2017; Pires et al.,
2021; Maillard et al.,, 2019; Su et al.,, 2019; Liu, et al., 2019; Mirghani et al., 2019;
Laursen et al., 2002; Holloway et al.,, 2015). E um método de treinamento que
alterna periodos de exercicio aerébio em alta intensidade com periodos de
recuperacdo passiva ou ativa em intensidade moderada-baixa, sendo praticado em
bicicletas ou esteiras ergométricas (Hannan et al,, 2018). Uma das vantagens do
HIIT é o fato de ser de curta duracdo, portanto, uma alternativa vantajosa na
sociedade moderna e com escassez de tempo para atividades fisicas (Dalpiaz et al.,
2016; Costa et al., 2018). O método envolve sessdes repetidas de grande esforco
cardiorrespiratério e muscular, com frequéncia cardiaca atingindo entre 80% a
95% da frequéncia cardiaca maxima, alternadas com periodos de recuperacgao de
baixa intensidade, com frequéncia cardiaca entre 40% a 50% da frequéncia cardiaca
maxima. A intensidade e volume sdo varidveis, de acordo com cada protocolo
aplicado (Silva e Rocha, 2019). O HIIT possibilita a melhora da aptidéo fisica e
metabdlica, levando a reducédo dos triglicerideos, pressao arterial, gordura visceral
e subcutanea, melhora da biogénese mitocondrial, oxidacdo de gordura, controle
glicémico, capacidade cardiorrespiratoria, e aumento do consumo maximo de
oxigénio (Silva et al., 2017). Em estudo recente foi possivel comprovar a eficacia
do HIIT no condicionamento fisico e perda de peso com reflexo positivo no controle
da hipertensao arterial e qualidade de vida (Pires et al., 2021). O HIIT foi superior
ao treinamento continuo de intensidade moderada (MICT) na melhora da aptidéo
cardiopulmonar em adultos com sobrepeso e obesidade (Su et al, 2019). Resultados
benéficos foram também observados em criancas obesas (Liu, et al., 2019) e
mulheres com sobrepeso (Mirghani et al., 2019).

Em estudos experimentais, foi observado perda de peso e melhora do
condicionamento e resisténcia em ratos Zucker apés HIIT (Maillard et al., 2019).

Entretanto, poucos pesquisadores avaliaram a metodologia em modelos animais de
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remodelacdo cardiaca. Em ratos infartados com IC, o HIIT atenuou a disfuncio
contratil de midcitos (Johnsen et al., 2013) e a disfuncao cardiaca de camundongos
com alteracdo do gene para Serca2 (Ericsson et al., 2010). Por outro lado, Moreira
et al. (2013) observaram que, apesar de superior em melhorar a capacidade
funcional de ratos infartados, o HIIT néo diferiu do exercicio aerdbio continuo nas
alteracdes da musculatura esquelética.

As evidéncias atuais mostram, portanto, que ainda ndo estdo
esclarecidos os efeitos do HIIT sobre o processo de remodelacdo cardiaca induzida
por HAS crénica. Adicionalmente, ndo identificamos estudos que tenham avaliado
os efeitos do exercicio fisico sobre as vias de sinalizacdo intracelular do IGF-1 e das
MAPKs, e sobre alteracées da matriz extracelular, em fase que antecede o
desenvolvimento de IC. Nesse trabalho, foi testada a hipdtese que o treinamento
fisico intervalado atenua o processo de remodelacdo cardiaca e alteracdes das vias

de sinalizacdo intracelular do IGF-1 e das MAPKs, e da matriz extracelular.
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OBJETIVOS



Geral

Avaliar a influéncia do treinamento fisico intervalado de alta
intensidade sobre o processo de remodelacdo cardiaca de ratos espontaneamente

hipertensos..

Especificos

Avaliar a influéncia do treinamento fisico intervalado de alta

intensidade sobre:
e Estruturas cardiacas e funcdo do VE in vivo por ecocardiograma;
e Diametro dos midcitos e fracdo coldgena miocdrdica;
e Estresse oxidativo miocardico;
e Atividade das metaloproteinases;

® Expressdo proteica de proteinas da matriz extracelular e das vias IGF-1 e

MAPK.
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Grupos experimentais

Foram utilizados SHR machos, adquiridos no Biotério Experimental da
Universidade de Sdo Paulo, USP, e ratos normotensos Wistar (W), provenientes do
Biotério do Laboratdrio Experimental do Departamento de Clinica Médica da
Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP. Os animais foram alimentados com
racdo comercial Purina® e dgua ad libitum e mantidos em gaiolas coletivas, com
trés ratos por caixa, em ambiente com temperatura controlada (24+2 °C) e ciclos
invertidos de luminosidade de 12 h. O protocolo de estudo foi aprovado pela
Comissdo de Etica em Animais de Experimentacdo da Faculdade de Medicina de
Botucatu, UNESP (n° 1302/2019).

Foram constituidos trés grupos experimentais:

1) Grupo controle (W, n=24), formado por ratos Wistar;
2) Grupo SHR (SHR, n=27);
3) Grupo SHR submetido a protocolo de exercicio fisico (SHR-EX, n=14).

O protocolo de exercicio fisico foi aplicado a partir de 13 meses de
idade por periodo de quatro meses. Antes e apds o periodo de exercicio, foram
realizadas medidas da pressao arterial caudal e avaliagdes estruturais e funcionais
cardiacas por ecocardiograma transtoracico. Como os SHR comecam a desenvolver
IC por volta dos 18 meses de idade, e falecem pouco tempos apds o inicio da IC
(Bing et al., 1995; Cezar et al., 2009), optamos por iniciar o experimento com 13

meses de idade.

Tolerancia ao esforgo

Inicialmente houve periodo de adaptacdo sem corrida na esteira. A
tolerancia ao esforco fisico foi avaliada antes e apds o periodo de treinamento. O
teste consistiu em corrida em esteira rolante sem inclinacdo, sendo iniciado na
velocidade de 6 m/min, com incrementos de 3 m/min a cada trés minutos, até a
exaustdo do animal. A velocidade méxima de corrida foi registrada e a distancia
total percorrida calculada (Ferreira et al., 2007). Os animais foram adaptados ao

ambiente de teste durante uma semana antes das avaliagdes, por 10 min/dia.

MATERIAL E METODOS 15



Protocolo de exercicio fisico

O exercicio fisico foi realizado em esteira, trés vezes por semana, em
dias alternados. Inicialmente, houve periodo de adaptacdo, com aumento gradativo
da velocidade e tempo de exercicio, conforme tabela abaixo (Tabela 1). A partir da
sexta semana de treinamento, o grupo SHR-EX foi submetido a sessdes de
treinamento que consistiram ciclos de 3 min a 60% da capacidade maéxima, seguido
de 4 min a 85% da capacidade maxima, que foram repetidos seis vezes, totalizando
42 min de treinamento por sessdo. Na décima semana, novo teste de esforco foi
realizado para ajuste da carga do exercicio fisico. Apds adequacdo da carga, o
treinamento foi mantido até o final do periodo experimental, totalizando quatro

meses. O protocolo foi adaptado de Moreira et al. (2013).

Tabela 1: Adaptacdo ao protocolo de exercicio fisico

Semanas Velocidade (m/min) Duracgao (min)
128 5 10
22 7,5 15
3@ 10-12 25
42 13-14 30
52 15-17 40

m: metros; min: minutos
Medida da pressao arterial

A pressdo arterial caudal foi aferida indiretamente na cauda. Os ratos
foram previamente aquecidos a temperatura de 40 °C por 5 min e as medidas
determinadas  por  pletismografia, utilizando-se o aparelho electro-
sphymomanometer, Narco Bio-System® modelo 709-0610 (International

Biomedical, Inc, USA) (Pfeffer et al., 1971).
Avaliagao das estruturas cardiacas e fung¢ao ventricular in vivo

As estruturas cardiacas e a funcdo do VE foram avaliadas por

ecocardiograma transtordcico antes e apds o protocolo de exercicio fisico. O exame
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que antecede o exercicio fisico teve como objetivo certificar a homogeneidade dos
grupos. Os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina (50 mg/kg) e
cloridrato de Xilazina (1 mg/kg), por via intraperitoneal. A seguir, foi realizada
tricotomia da regido anterior do térax e os animais posicionados em dectibito
lateral esquerdo. Utilizou-se equipamento da General Electric Medical Systems,
modelo Vivid S6 (Tirat Carmel, Israel), dotado de transdutor multifrequencial de 5
a 11,5 MHz. Com o transdutor operando em 5,0 MHz, foram avaliados os fluxos
transvalvar mitral e adrtico. As variaveis estruturais e funcionais do coracdo foram
obtidas de acordo com a metodologia previamente descrita em nosso laboratorio
(Reyes et al., 2017; Pagan et al., 2019; Gomes et al., 2020;). Com o auxilio de um
paquimetro, foram medidas manualmente as estruturas cardiacas, de acordo com
as recomendacdes da American Society of Echocardiography (Lang et al.,, 2015). As
estruturas cardiacas foram medidas em, no minimo, cinco ciclos cardiacos
consecutivos. As seguintes estruturas foram avaliadas: diametros diastélico (DDVE)
e sistdlico (DSVE) do VE; e diametros da aorta (AO) e do atrio esquerdo (AE). A
funcédo sistélica do VE foi avaliada pelos seguintes indices: 1) porcentagem de
encurtamento endocardico (%A endo); 2) velocidade de encurtamento da parede
posterior (VEPP), que é a tangente maxima do movimento sistélico da parede
posterior; e 3) velocidade de deslocamento do anel mitral (onda S) obtida por
Doppler tissular. A funcdo diastdlica do VE foi analisada pelas seguintes varidveis:
1) razdo entre os picos de velocidade de fluxo de enchimento inicial (onda E) e da
contracdo atrial (onda A) do fluxo transmitral; 2) tempo de desaceleracdo da onda
E (TDE); 3) tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV); 4) velocidade de
deslocamento diastdlico inicial do anel mitral (onda E’) obtida por Doppler tissular;
e 5) razdo entre as ondas E e E' (E/E’). Adicionalmente, foi calculado o indice de

performance miocardica do VE, denominado indice de Tei (Tei et al., 1997).
Analise histolégica do ventriculo esquerdo
Amostras do VE foram transferidas para camara de micrétomo

criostato (-20 °C), onde permaneceram por 20 a 30 min para estabelecimento do

equilibrio térmico. A seguir, os blocos de tecido foram fixados em suportes
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metdlicos do criostato (JUNG CM 1800 - Leica) por pequenas quantidades de
adesivo (OCT - Tissue Tek Compound) e orientados de modo que os cortes fossem
feitos transversalmente a direcdo das fibras musculares, com espessura de 8 Om.
Os cortes foram corados por hematoxilina e eosina. Em sec¢des transversas do VE,
foram medidos os menores didmetros transversos de, no minimo, 50 fibras
cardiacas em que o nucleo estivesse claramente identificavel (Ahmet et al., 2005).
Para as analises morfométricas, foi utilizado sistema de andlise de imagem
computadorizado com o auxilio de microscépio LEICA DM LS acoplado a camera de
video (Image Pro-plus, Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA).

A hipertrofia cardiaca foi avaliada pelos pesos dos ventriculos direito
e esquerdo normalizados pelo peso corporal dos animais. Foram colhidos
fragmentos do pulmdo e do figado, apds a retirada do coracdo do térax, para

determinacdo da relacdo peso seco/peso umido desses 6rgéos.

Zimografia da metaloproteinases

A atividade da MMP-2 foi avaliada por zimografia, utilizando-se o
método adaptado de Tyagi et al. (1993). Aproximadamente 20 mg do miocdrdio
do VE congelado foram adicionados a 200 pL do seguinte tampao de extracdo de
proteina: 50 mM Tris, pH 7,4; 0,2 M NaCl; 0,1% Triton X; e 10 mM CaCl2. As
amostras foram trituradas a 21.000 rpm e centrifugadas a 13.000 g, por 20 min,
a 4 °C. O sobrenadante foi coletado, a proteina quantificada pelo método de
Bradford (1976), e a concentracao final ajustada para 3 pg/pL. Amostras contendo
20 pg de proteina foram diluidas em tampao contendo 0,5 M Tris, pH 6,8; glicerol;
e 0,05% de azul de bromofenol. O gel de separacéo utilizado foi de poliacrilamida
a 8% e 1% de gelatina, e a corrida foi realizada com aparato Bio-Rad mini-protean,
a 100 V por 1 h, contendo tampéao Tris-glicina-SDS pH 8,3. Terminada a corrida,
cada gel foi lavado 2 vezes por 30 min, em 2,5% Triton X-100 e, apds, em tampao
Tris-HCl 50 mM pH 8,4. Posteriormente, o gel foi incubado por 17 h em tampao
Tris-HClI 50 mM pH 8,4 com 500 mM de CaCl2, em agitacdo continua, a
temperatura de 37 °C. Ap6s o periodo de incubacdo, o gel foi corado com Comassie

blue 2,5% por 1 h e descorado com solucdo de metanol 30% e 4cido acético 10%.
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Controle positivo foi adicionado para confirmar o peso molecular das bandas (R &
D Systems). Os géis foram fotografados no analisador de imagens Image Quant LAS
4000 (GE Healthcare Life Sciences) e o programa Gelpro foi utilizado para avaliar
a densidade, que mede a drea de digestdo de gelatina em unidade de imagem

denominada pixel.
Concentragao miocardica de malondialdeido (MDA)

Amostras de tecido congelado do VE foram pesadas e colocadas em
tubos Eppendorf. O tampdo KPi 50 mM e EDTA 1 mM, pH 7,4, foi adicionado
mantendo a proporcdo de 100 pL de tampdo para 10 mg de tecido. Trinta minutos
apds a homogeneizacdo, as amostras foram centrifugadas a 4.000 rpm por 5 min
a 4 °C e o sobrenadante removido. Apés adicdo de 500 pL de tampéao de acetato de
soédio anidro 2M, pH 3,5, com 0,2% de acido tiobarbiturico (TBA), as amostras
foram incubadas por 45 min a 100 °C. Durante a reacdo, uma molécula de MDA
reage com duas moléculas de TBA e produz cromogénio rosa com absor¢ao maxima
de 532-535 nm. A seguir, foram adicionados 500 pL do tampao KH,PO, 50 mM, pH
6,8, e as amostras foram agitadas e centrifugadas a 13.000 rpm por 15 min a 4 °C.
Apos, 200 puL do sobrenadante foram removidos e 200 pL do tampao KH,PO. 50
mM, pH 3,5, foram adicionados e agitados. A seguir, as amostras foram pipetadas
em placa de Elisa para serem analisadas por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC). O ensaio foi realizado na Unidade de Pesquisa Experimental

da FMB, UNESP, sob orientacdo da pesquisadora Dra. Camila R. C. Camacho.
Concentracao sérica de malondialdeido

Para avaliar a peroxidacdo lipidica sistémica, foi mensurada a
concentracdo sérica de MDA por HPLC. Foram utilizados 100 pL de soro tratados
com 700 pL de tricloroacético 10% para precipitacdo de proteinas. As amostras
foram centrifugadas (3000 rpm por 10 min; Eppendorf® Centrifuge 5804-R,
Hamburg, Germany). Ao sobrenadante foram adicionados 200 uL de 4acido
tiobarbiturico (TBA). A seguir, as amostras foram aquecidas por 15 min a 100 °C.

O MDA reage com o TBA na proporcdo 1:2 MDA-TBA; apés resfriamento, foi
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realizada a leitura a 535 nm em leitor de microplaca Spectra Max 190 (Molecular
Devices®, Sunnyvale, CA, USA). A concentracdo de MDA foi obtida pelas
absorbancias das amostras; o resultado foi expresso em mol/g de proteina. O ensaio
foi realizado na Unidade de Pesquisa Experimental da FMB, UNESP, sob orientacdo

da pesquisadora Dra. Camila R. C. Camacho.

Expressao proteica por Western blot

A expressdo proteica foi avaliada por Western blot. As seguintes
proteinas foram avaliadas: coldgeno tipos I e III, p-ERK, ERK total, pp38-MAPK,
p38-MAPK total, IGF-1, GAPDH, p-Akt-Ser473 e total Akt. A proteina do tecido
cardiaco (30-40 mg) foi extraida em tubo contendo tampado RIPA, utilizando
esferas de zirconio (0,5 mm) durante 5 min a 4 °C, em homogeneizador Bullet
Blender® (Next Advance, Inc., NY, USA). Apds o procedimento de homogeneizacao,
as amostras foram centrifugadas por 20 min, a 12.000 rpm, a 4 °C e o conteudo
de proteinas do sobrenadante foi quantificado pelo método de Bradford (1976).
As amostras das proteinas foram diluidas em tampao Laemmli (Tris-HCl 240 mM,
SDS, 0,8%, glicerol 40%, azul de bromofenol 0,02% e B-mercaptoetanol 200 mM) e
separadas por eletroforese utilizando sistema Mini-Protean 3 Electrophoresis Cell
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA). A corrida eletroforética foi realizada em gel bifasico
de empilhamento (Tris-HCl 240 mM, pH 6,8, poliacrilamida 30%, APS e Temed) e
de resolucdo (Tris-HCl 240 mM, pH 8,8, poliacrilamida 30%, APS e Temed), na
concentracdo de 6 a 12%, dependendo do peso molecular da proteina analisada. A
corrida por eletroforese foi efetuada a 120 V (Power Pac HC 3.0A, Bio-Rad,
Hercules, CA, USA), por aprosimadamente 2 h, com tampao de corrida (Tris 0,25
M, glicina 192 mM e SDS 1%). Em seguida, as proteinas foram transferidas para
uma membrana de nitrocelulose em sistema Mini-Trans Blot (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA) com uso de tampado de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol
20% e SDS 0,1%). O bloqueio dos sitios inespecificos de ligacdo do anticorpo
primario a membrana foi efetuado por incubacdo com solucdo a 0,5% de leite em
po6 desnatado dissolvido em tampao TBS-T, pH 7,4 (Tris-HCl 20 mM, NaCl 137 mM
e detergente Tween 20 0,1%) por até 120 min a temperatura ambiente sob

constante agitacdo. Posteriormente, a membrana foi lavada trés vezes em solucédo
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basal (Tris 1,0 M, pH 2,8, NaCl 5,0 M e Tween 20) e incubada com o anticorpo
primdrio [1:1000 - 1:100] diluido na solucao bloqueadora, sob agitacdo constante
por cerca de 12 h. Apés a incubacdo com o anticorpo primdrio, a membrana foi
incubada com o anticorpo secunddrio [1:5000 - 1:2000] em solucdo bloqueadora
por 90 min. A seguir, a membrana foi lavada com TBST e os sinais foram
visualizados com auxilio de kit para quimioluminescéncia (ECL Select Western
Blotting Detection Reagen, Amersham/Cytiva, Amersham, England) e analisador de
imagens Image Quant LAS 4000 (GE Healthcare Life Sciences). O programa Gel Pro
3.1 foi utilizado para quantificar por densitometria as bandas obtidas nas imagens.
Os resultados obtidos para as proteinas alvo foram normalizados pelos resultados
da proteina constitutiva GAPDH. Anticorpos primdrios (Santa Cruz Biotechnology
Inc., Santa Cruz, CA, USA): p-ERK (sc-16982), ERK total (sc-93), pp38-MAPK (sc-
17852), p38-MAPK total (sc-7972), IGF-1 (sc-74116), GAPDH (sc-32233) e (Cell
Signaling Technology, Inc. Danvers, MA, EUA): IGF1R (D23H3), Akt (p-Akt-Ser473
#9271) e total Akt #9272). Anticorpos secunddrios: (Santa Cruz Biotechnology
Inc., Santa Cruz, CA, USA): anti-mouse (sc-2005) e anti-rabbit (sc-2004).

Analise estatistica

As comparacdes entre os grupos foram realizadas pela andlise de
variancia (ANOVA), complementada com o teste de comparacdes multiplas de
Tukey, quando os resultados apresentaram distribuicdo normal. Nos casos em que
a distribuicdo nao foi normal, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis complementado
com o teste de comparacdes miuiltiplas de Dunn. A comparacdo da frequéncia de
sinais de insuficiéncia cardiaca entre os grupos SHR-EX e SHR foi realizada pelo
teste de Goodman. As conclusdes estatisticas foram discutidas ao nivel de

significancia de 5%
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Caracterizagao dos grupos experimentais

Para a constituicdo dos grupos nesse estudo foram utilizados 24 ratos
normotensos Wistar, e 41 SHR, divididos em controle (n=27) e exercitados (n=16).
Trés ratos do grupo Wistar, seis do SHR e dois do SHR-EX morreram durante o
periodo experimental.

Ao final do periodo experimental, o grupo SHR teve maior frequéncia
de ratos com os sinais de insuficiéncia cardiaca ascite, derrame pleural e taquipneia
que o W (Figura 1). O grupo SHR-EX apresentou menor porcentagem de animais
com taquipneia e efusdo pleural que o SHR e maior frequéncia de efusdo pleural e

taquipneia que o W.

80

60 Ascite

M Efusdo Pleural
40 L.

B Taquipnéia

B Congestdo hepatica
20 *

I *# *#
. 11

W (n=24) SHR (n=28) SHR-EX (n=14)

Sinais IC (%)

Figura 1. Frequéncia de sinais de insuficiéncia cardiaca. W: ratos Wistar; SHR: ratos es-
pontaneamente hipertensos; SHR-EX: ratos espontaneamente hipertensos

exercitados. Teste de Goodman; * p<0,05 vs W; # p<0,05 vs SHR.

Teste de esforgo

Os resultados do teste de esforco estdo apresentados na Figura 2. No
inicio e no final do protocolo, os grupos SHR e SHR-EX apresentaram melhor
desempenho funcional em relacao ao W e o SHR-EX teve maior distancia percorrida

e maior tempo de permanéncia em esteira que o SHR ao final do protocolo.
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Figura 2. Teste de esforco inicial e final. Distancia percorrida e tempo de
permanéncia na esteira durante o teste de esforco. W: ratos Wistar; SHR:
ratos espontaneamente hipertensos; SHR-EX: SHR exercitados. Valores
expressos em média e desvio padrdo; ANOVA e tukey; * p<0,05 vs W; #
p<0,05 vs SHR.

Presséo arterial sistélica
Os grupos SHR e SHR-EX tiveram valores iniciais e finais de pressdo
arterial sistdlica maiores que o W. A pressédo arterial ndo diferiu entre os grupos

SHR-EX e SHR (Tabela 2).

Tabela 2. Pressdo arterial sistélica (PAS) no inicio e final do experimento

W (n=23) SHR (n=8) SHR-EX (n=14)
PAS inicial (mmHg) 109 £ 15,6 175 + 24,7* 174 £ 19,3*
PAS final (mmHg) 119 (111- 126) 163 (154-193)* 188 (174 — 204)*

Valores expressos em média e desvio padrao ou mediana e percentis. W: ratos Wistar; SHR:
ratos espontaneamente hipertensos; SHR-EX: SHR exercitados. ANOVA e Tukey ou Kruskal-
Wallis e Dunn; * p<0,05 vs W.

Anidlise histolégica do ventriculo esquerdo

O menor didmetro transverso dos cardiomidcitos nao diferiu entre os

grupos (Figuras 3-5). Os seguintes didmetros (um) foram observados: W (n=8) 18,8
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+2; SHR (n=8) 20,6 + 2,88; SHR-EX (n=8) 20,8 + 1,48 e os valores expressos em

média e desvio padréo.

Wistar

Figura 3. Lamina representativa do grupo Wistar corada em hematoxilina e eosina,
utilizada para avaliar o menor diametro transverso dos midcitos. Barra:
50 pm.

SHR

Figura 4. Lamina representativa do grupo SHR corada em hematoxilina e eosina,
utilizada para avaliar o menor diametro transverso dos miocitos. Barra:
50 ym.
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SHR-Exercitado

Figura 5. Lamina representativa do grupo SHR exercitado corada em hematoxilina
e eosina, utilizada para avaliar o menor diametro transverso dos midcitos.

Barra: 50 pm.

Avaliagao ecocardiografica

Para assegurar homogeneidade entre os grupos SHR-EX e SHR foi rea-
lizada avaliagdo ecocardiografica antes do periodo de exercicio fisico. As variaveis
estruturais do coracdo na avaliacdo final estdo apresentadas na Tabela 3. Os grupos
SHR e SHR-EX tiveram menor DDVE e peso corporal e maior EDPP, DDVE/PC, IMVE
e espessura relativa do VE que o grupo W. As varidveis FC, DSVE, AO, AE, AE(AO, e
MVE ndo diferiram entre os grupos. O grupo SHR-EX teve maior AE/PC que o W.
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Tabela 3. Analise ecocardiogréfica dos parametros estruturais do coracdo

W (n=19) SHR (n=25) SHR-EX (n=14)
PC (g) 624 (542-686) 373 (332-408)* 351 (334-366)*
FC (bpm) 266 (250-290) 250 (228-306) 235(223-257)
DDVE (mm) 8,62 (8,42-8,9) 7,46 (6,99-8,23)* 7,53 (7,12-7,93)*
DSVE (mm) 4,50 + 0,43 3,71+ 0,61 3,48 £ 0,55
EDPP (mm) 1,38 £ 0,06 1,62 % 0,11* 1,58 £ 0,10*
AO (mm) 4,38+0,18 4,43 10,20 4,46 % 0,20
AE (mm) 6,4 (5,91-6,57) 6,4 (5,93-7,01) 6,1 (5,80-6,62)
AE/AO 1,45 (1,37-1,50) 1,44 (1,36-1,59) 1,36 (1,29-1,49)
DDVE/PC (mm/kg) 13,5 (13,0-15,7) 19,7 (19,1-22,2)* 21,6 (20,5-22,7)*
AE/PC (mm/kg) 10,3 (9,52-11,4) 16,7 (15,5-20,2) 17,0 (16,2-18,6)*
MVE (g) 0,85 (0,81-0,95) 0,83 (0,76-0,96) 0,83 (0,77-0,87)
IMVE (g/kg) 1,45+ 0,19 2,34 £ 0,31* 2,38 + 0,30*
Esp. Rel. VE 0,32 (0,31-0,33) 0,43 (0,39-0,47)* 0,42 (0,40-0,44)*

Valores expressos em média e desvio padrao ou mediana e percentis. W: ratos Wistar; SHR: ratos
espontaneamente hipertensos; SHR-EX: SHR exercitados. PC: peso corporal; FC: frequéncia cardiaca;
DDVE: didmetro diastdlico do ventriculo esquerdo (VE); DSVE: didmetro sistdlico do VE; EDPP: espes-
sura diastolica da parede posterior do VE; AO: diametro da aorta; AE: didmetro do atrio esquerdo; MVE:
massa do VE; IMVE: MVE/PC; Esp. Rel. VE: espessura relativa do VE. ANOVA e Tukey ou Kruskal-
Wallis e Dunn; * p<0,05 vs W.

A avaliacdo da funcdo sistélica do VE esta apresentada na Tabela 4. A
% de encurtamento endocdrdio foi maior no SHR-EX que no W. O SHR apresentou
menor VEPP que o W. Os grupos SHR e SHR-EX apresentaram menor S’ média que

o W. O indice de Tei ndo diferiu entre os grupos.

Tabela 4. Avaliacdo da funcdo sistélica do ventriculo esquerdo por ecocardiograma

W (n=19) SHR (n=24) SHR-EX (n=14)

% Enc. Endo 46,9 (44,4-51,2) 49,6 (45,2-56,5) 52,6 (50,2-59,6)*
VEPP (mm/s) 42,5+ 4,75 35,8 + 7,04* 39,2 + 7,06
indice de Tei 0,45 + 0,07 0,60 + 0,07 0,61+0,11
S’ média (cmi/s) 3,91 £ 0,56 2,80 + 0,45* 3,16 £ 0,47*

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis. W: ratos Wistar; SHR: ratos
espontaneamente hipertensos; SHR-EX: SHR exercitados. Enc. Endo: encurtamento endocardico;
VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior; indice de Tei: indice de performance miocar-
dica; S’ media: média das velocidades sistdlicas maximas de deslocamento das paredes lateral e septal
do anel mitral avaliada por Doppler tissular. ANOVA e Tukey ou Kruskal-Wallis e Dunn; * p<0,05 vs W.

Na avaliacdo da funcao diastélica do VE (Tabela 5), os grupos SHR e

SHR-EX apresentaram menor E' média, E’ lateral e A’ lateral, e maior TRIV e E/E'
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média que o W. O grupo SHR apresentou menor E' septal que o W. O grupo SHR-EX
apresentou menor A mitral e maior E/A que o W. As varidveis E mitral, A" média, A’

septal e E' média/A’ média nao diferiram entre os grupos.

Tabela 5. Avaliacdo da funcéo diastdlica do ventriculo esquerdo por ecocardiograma

W (n=19) SHR (n=25) SHR-EX (n=14)
E mitral (cm/s) 77 (69 - 90) 87 (63,5 - 96) 78,5 (72,75 -90)
A mitral (cm/s) 56 (53 - 62) 53,5 (47,3-69,3) 45,0 (37,0 - 56,3)"
E/A 1,4£0,2 1,5+ 0,6 1,8 £0,4*
TRIV (ms) 26 (24 - 30) 35 (33 - 37)* 35 (33 - 40)*

E’ média (cm/s)

E’ lateral (cm/s)

E’ septal (cm/s)
E/E’ média

A’ média (cm/s)

A’ lateral (cm/s)

A’ septal (cm/s)

E’ média/ A’ média

4,55 (4,35 - 4,8)
4,80 (4,10 - 5,10)
4,56 + 0,47
17,3 (16,0 - 19,6)
3,60 (3,15 - 3,80)
3,91 + 0,56
3,30 (2,90 - 4,10)
1,28 (1,15 - 1,51)

4,00 (2,85 - 4,35)
4,00 (2,80 - 4,30)*
3,69 + 0,90*
22,9 (20,0 - 23,6)*
3,45 (2,90 - 3,80)
3,36 + 0,70*
3,40 (2,90 - 4,30)
1,22 (0,82 - 1,43)

3,90 (3,69 - 4,21)*
3,75 (3,35 - 4,20)*
4,17 £ 1,05
20,4 (18,2 - 23,5)*
2,98 (2,70 - 3,95)
3,16 £ 0,47*
3,05 (2,70 - 3,73)
1,36 (0,92 - 1,46)

Valores expressos em média e desvio padrao ou mediana e percentis. W: ratos Wistar; SHR: ratos
espontaneamente hipertensos; SHR-EX: SHR exercitados. E: pico de velocidade do fluxo de enchi-
mento inicial; A: pico de velocidade do fluxo de enchimento tardio; TRIV: tempo de relaxamento
isovolumétrico; E’: pico de velocidade de deslocamento diastdlico inicial do anel mitral; A’: pico de
velocidade de deslocamento diastdlico tardio do anel mitral. ANOVA e Tukey ou Kruskal-Wallis e
Dunn; * p<0,05 vs W.

Variaveis anatomicas

As varidveis anatomicas estdo apresentadas na Tabela 6. Os grupos hiper-
tensos apresentaram menor comprimento da tibia, PC, peso do VD, peso dos &trios
e relacdo entre peso dos dtrios/comprimento da tibia, e maior VE/PC que o W. O
grupo SHR teve maior peso umido/seco do VE e pulmao que o W. A relacdo peso
dos atrios/PC foi maior no SHR que nos grupos SHR-EX e W. O peso dos &trios foi
menor no grupo SHR-EX que no SHR. O peso umido/seco do figado foi maior no

grupo SHR-EX que nos outros grupos.
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Tabela 6. Variaveis anatomicos

W (n=24)

SHR (n=27)

SHR-EX (n=14)

PC (9)

Tibia (cm)

VE (9)

VE/PC (g/kg)
VE/Tibia (g/cm)
VD (9)

VD/PC (g/kg)
VD/Tibia (g/cm)
Atrios (g)
Atrios/PC (g/kg)

Atrios/Tibia (g/cm)

VE Uumido/seco
VD Umido/seco
Atrios umido/seco

Pulmao umido/seco
Figado umido/seco

624 (542 — 686)
4,70 (4,60 - 4,80)
1,03 (0,94 - 1,20)
1,78 £ 0,40
0,23 + 0,04
0.27 + 0.04
0.40 (0.38 - 0.50)
0.057 + 0.010
0,12 (0,11 - 0,13)
0,19 + 0,04
0,03 (0,02 - 0,03)
4,05 (3,70 - 4,22)
4,18 (4,01 - 4,28)
4,49 (4,10 - 4,82)
4,67 (4,47 - 4,97)
3,05 (2,99 - 3,13)

373 (333 — 409)*
4,20 (4,10 - 4,30)*
1,03 (0,93 — 1,07)
2.78 £ 0.32*
0,24 + 0,03
0.21 £ 0.04*
0.56 (0.50 - 0.68)
0.051  0.010
0,09 (0,08 - 0,11)*
0,25 + 0,05*
0,02 (0,02 - 0,03)*
4,35 (4,13 - 4,54)*
4,31 (4,17 - 4,45)
4,69 (4,36 - 4,89)
4,99 (4,72 - 5,34)*
3,13 (3,03 - 3,33)

351 (334 — 366)*
4,25 (4,24 - 4,30)*
1.07 (0.94 - 1.17)
3.06 + 0.32*
0.25 + 0.03
0.19 + 0.04*
0.53 (0.49 - 0.58)
0.045 + 0.009*
0,07 (0,06 - 0,08)**
0,21 + 0,05
0,02 (0,01 - 0,02)*
4,17 (3,45 - 8,33)
4,23 (3,76 - 4,63)
4,58 (4,17 - 5,83)
4,86 (4,73 - 5,19)
4,25 (4,24 - 4,30)**

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis. W: ratos Wistar; SHR: ratos
espontaneamente hipertensos; SHR-EX: SHR exercitados; PC: peso corporal; Tibia: comprimento da
tibia; VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito. ANOVA e Tukey ou Kruskal-Wallis e Dunn; *
p<0,05 vs W; # p<0,05 vs SHR.

Analise da atividade da metaloproteinase-2

A atividade da MMP-2 estd apresentada na Tabela 7 e Figura 3. O grupo
SHR apresentou maior atividade da MMP-2 inativa que os grupos W e SHR-EX e
maior atividade da MMP-2 ativa intermedidria que o grupo W.

Tabela 7. Avaliacdo da atividade da metaloproteinase-2 (MMP-2) por Zimografia

W (n=7) SHR (n=7) SHR-EX (n=7)
MMP-2 (inativa) 1,00 (0,79-1,23) 2,18 (1,56-3,68)* 1, 68 (1,25-4,39)*
MMP_Z 1,00 £ 0,36 1,89 + 0,84* 1,64 £ 0,50
(ativa)

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis. W: ratos Wistar; SHR: ratos
espontaneamente hipertensos; SHR-EX: SHR exercitados. ANOVA e Tukey ou Kruskall Wallis e Dunn;
* p<0,05 vs W; # p<0,05 vs SHR.
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Figura 6. Imagem representativa da atividade da metaloproteinase-2 (MMP-2)
avaliada em gel de poliacrilamida mostrado degradacdo da gelatina em
branco. A esquerda, peso molecular aproximado das bandas de
degradacdo. MMP-2 inativa: 72 KDa; MMP-2 ativa: 64 KDa. W: ratos
Wistar; SHR: ratos espontaneamente hipertensos; SHR-EX: SHR

exercitados.

Quantificagao de malondialdeido (MDA)

A concentracdo sérica e miocardica de malondialdeido nido diferiu

entre os grupos (Tabela 8).

Tabela 8. Producdo de malondialdeido (MDA)

W (n=8) SHR (n=8) SHR-EX (n=8)
MDA sérico (UM/L) 1,27 £ 0,32 1,30 £ 0,24 1,38 + 0,37
MDA miocérdico (nmol/mg) 0,89 + 0,56 0,90 + 0,62 0,83 + 0,45

Valores expressos em média e desvio padrdo. W: ratos Wistar; SHR: ratos espontaneamente
hipertensos; SHR-EX: SHR exercitados. ANOVA.
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Expressao proteica do colageno tipos | e lll

A expressdo proteica dos coldgenos tipos I e III, e a relacdo colageno

I/coldgeno III ndo diferiram entre os grupos (Tabela 9 e Figura 7).

Tabela 9. Expressdo proteica dos coldgenos tipos I e III

W (n=8) SHR (n=8) SHR-EX (n=8)

Colageno tipo | 1,00 £ 0,62 0,85 + 0,42 0,90 + 0,42
Colageno tipo Il 0,69 (0,32-1,54) 0,62 (0,25-0,82) 0,59 (0,28-0,73)
Col I/Col Il 1,26 (0,69-1,85) 1,45 (0,37-0,42) 1,59 (033-0,59)

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis. W: ratos Wistar; SHR: ratos
espontaneamente hipertensos; SHR-EX: SHR exercitados. ANOVA ou Kruskal-Wallis.

w SHR-EX SHR w SHR-EX SHR
coL | coL -
70-90 kDa g 70-90 kDa e ——
GAPDH GAPDH
37 kDa -— ow —— 37 kDa --q

Figura 7. Imagem representativa de gel mostrando a expressao dos coldgenos tipos
I e ITI. A esquerda, peso molecular aproximado das bandas do coldgeno
tipo I (Col I) e GAPDH, a direita, peso molecular aprokximado das bandas
do coldgeno tipo III (Col III) e GAPDH. W: ratos Wistar; SHR: ratos

espontaneamente hipertensos; SHR-EX: SHR exercitados.
Expressao proteica de proteinas das vias das MAPK e IGF-1

A expressdo de proteinas da via das MAPK e do IGF-1 e IGF-R ndo
diferiu entre os grupos (Tabela 10 e Figuras 8 a 11).
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Tabela 10. Expressdo proteica

w SHR SHR-EX
(n=8) (n=8) (n=8)

Fosforilada 1,00+ 0,78 0,77 £ 0,41 0,76 £ 0,43
Al Total 1,00 (0,63-1,39) 0,98 (0,68-2,50) 1,01 (0,72-2,57)
P38 Fosforilada 0,73 (0,44- 1,38) 0,69 (0,58-0,89) 0,85 (0,47-1,53)

Total 1,00 £ 0,22 0,79+ 0,16 0,92+0,18

ERK Fosforilada 1,00 £ 0,59 0,73+ 0,35 0,86 + 0,25

Total 1,00 £ 0,51 0,93 + 0,35 1,02+ 0,43

IGF-1 1,00 + 0,51 128 £ 0,69 1,38 £ 0,92

IGF-R 1,00 £ 0,36 0,83+ 0,20 1,68 £ 0,57

Valores expressos em média e desvio padrao ou mediana e percentis. W: ratos Wistar; SHR: ratos
espontaneamente hipertensos; SHR-EX: SHR exercitados. ANOVA ou Kruskall Wallis.

W SHR-EX SHR

p-ERK

4244KDa | M—-— —
Total ERK

GAPDH

Figura 8. Imagem representativa de gel mostrando a expressdao das proteinas ERK
formas total e fosforilada (p-ERK) e GAPDH. A esquerda, peso molecular
aproximado das bandas. W: ratos Wistar; SHR: ratos espontaneamente

hipertensos; SHR-EX: SHR exercitados.
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Figura 9. Imagem representativa de gel mostrando a expressdo proteica da P38
formas total e fosforilada (p-P38), e GAPDH. A esquerda, peso molecular
aproximado das bandas. W: ratos Wistar; SHR: ratos espontaneamente

hipertensos; SHR-EX: SHR exercitados.

\ SHR-EX SHR
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60KDa  [LA— A —
Total AKT
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Figura 10. Imagem representativa de gel mostrando a expressdo proteica da Akt
formas total e fosforilada (p-Akt Ser), e GAPDH. A esquerda, peso
molecular aproximado das bandas. W: ratos Wistar; SHR: ratos

espontaneamente hipertensos; SHR-EX: SHR exercitados.

W SHR-EX SHR w SHR-EX SHR
IGF-1 IGF-R
2334KDa [ — “ 72-74 kDa ——— — ——
GAPDH GAPDH
37 kDa —— —— - 37 kDa L —

Figura 11. Imagem representativa de gel mostrando a expressao proteica do IGF-1,
IGF-R e GAPDH. A esquerda, peso molecular aproximado das bandas. W:
ratos Wistar; SHR: ratos espontaneamente hipertensos; SHR-EX: SHR

exercitados.
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O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do treinamento fisico
aerobio intervalado de alta intensidade em esteira sobre a capacidade funcional,
pressdo arterial, e remodelacdo cardiaca de ratos espontaneamente hipertensos na
fase que antecede o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca.

Ratos espontaneamente hipertensos comecam a apresentar
hipertrofia do VE a partir dos trés meses de idade em decorréncia da sobrecarga
de pressdo (Bing 1995; Cicogna et al.,1999). A seguir, permanecem por longo
periodo com hipertrofia compensada e funcédo cardiaca preservada (Pfeffer 1979).
A partir de 18 meses de idade, os animais comecam a apresentar sinais de
insuficiéncia cardiaca (Bing 2002). Portanto, o treinamento fisico foi iniciado aos
13 meses de idade e programado para que, ao seu final, os ratos se encontrassem
ainda na fase que antecede o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca.

O grupo SHR-EX apresentou menor frequéncia de sinais de
insuficiéncia cardiaca que o grupo SHR, o que mostra que o protocolo de exercicio
fisico atenuou o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca. No estudo, foi utilizado
o protocolo de exercicio fisico aerdbio intervalado de alta intensidade. O HIIT é
caracterizado por exercicio de alta intensidade com intervalos de repouso ou
exercicio em baixa a moderada intensidade (Laursen et al., 2002). Nao
identificamos na literatura estudos que tenham utilizado protocolos de HIIT em
SHR em fase avancada de hipertrofia.

A capacidade fisica foi avaliada por teste de tolerancia ao exercicio
fisico. O grupo SHR teve melhor capacidade funcional que o W. Trabalhos prévios
da literatura mostraram que os SHR sdo mais ativos que ratos normotensos e, antes
de apresentarem insuficiéncia cardiaca considerdvel, apresentam melhor
desempenho funcional que seus pares normotensos. O grupo SHR-EX apresentou
melhor desempenho que os grupos W e SHR. Resultados semelhantes foram
observados no estudo de Souza et al. (2017), no qual SHR submetidos a HIIT
tiveram aumento da distancia percorrida e do tempo de permanéncia na esteira
que animais ndo treinados. Estudos da literatura (Robinson et al., 2011; Langen et
al., 2011) e de nosso grupo (Pagan et al., 2015; Pagan et al., 2019) apresentaram

resultados semelhantes ao do presente trabalho.
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Exercicio fisico é considerado importante terapia nao farmacoldgica
para o tratamento da hipertensdo arterial sistémica (Lin & Lee, 2018). Neste
trabalho, a pressdo arterial sistélica nao diferiu entre os grupos SHR-EX e SHR.
Resultado semelhante foi observado em nosso laboratério (Pagan et al., 2018) apds
16 semanas de treinamento fisico aerébio moderado. Em contraste, Jakovjevic
(2018) mostrou que o HIIT realizado em sprints de 30 a 90 seg por sessdo com
duracdo de 5 semanas diminui a PAS de SHR. Da mesma forma, Suarez (2019)
observou que o HIIT reduziu a pressdo arterial de animais hipertensos em relacédo
ao valor inicial. Os resultados divergentes provavelmente sdo decorrentes da
duracdo da hipertensdo arterial antes do treinamento fisico. Nossos resultados
sugerem que a hipertensdo arterial ndo controlada e de longa evolucdo é pouco
responsiva aos exercicios fisicos.

A avaliacdo ecocardiografica possibilita analisar as estruturas e funcio
cardiaca para determinar o comprometimento causado pela hipertensao nao
controlada e os possiveis efeitos do treinamento fisico. Para garantir a distribuicdo
uniforme entre os grupos, foi realizado ecocardiograma antes do inicio do
protocolo de exercicio fisico. Ao final do periodo experimental, foi realizada outra
avaliacdo. Os resultados mostraram que os grupos SHR e SHR-EX apresentaram
maiores valores das varidveis estruturais que o grupo W, indicando remodelacéo
cardiaca com hipertrofia concéntrica. A hipertrofia concéntrica ocorre por
aumento da pressdo intraventricular durante a sistole, denominada pods-carga. O
aumento da pds-carga eleva a tensdo sistélica parietal e induz aumento dos
sarcoOmeros em paralelo com aumento na espessura do miocardio (Fernandes et al.,
2011; Melo et al.,, 2015). Os grupos SHR e SHR-EX tiveram piora da funcéao sistdlica
e diastélica em relacdo ao grupo W, que permaneceu inalterada apds o periodo de
treinamento fisico. Resultados semelhantes foram observados por Souza (2017)
em SHR, auséncia de reversao de hipertrofia ventricular esquerda apds treinamento
fisico.

A avaliacdo post mortem reforcou os resultados do ecocardiograma.
Os grupos SHR e SHR-EX tiveram hipertrofia do VE, caracterizada pelo aumento da

relacdo peso do VE/peso corporal. O treinamento fisico atenuou a dilatacdo dos
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atrios e o grau de edema tissular do VE no grupo SHR-EX em relacdo ao SHR e
wistar.

O comprometimento da matriz extracelular foi avaliado por
histologia, expressdo proteica do coldgeno tipos I e III, e por zimografia de
metaloproteinases. A matriz intersticial coldgena e a expressdo proteica do
coldgeno tipos I e III ndo diferiram entre os grupos.

Apesar dos grupos SHR e SHR-EX apresentarem maior didmetro
maximo dos midcitos que o grupo W, ndo detectamos diferenca significante entre
os grupos. O crescimento fisiolégico normal do coracdo ocorre principalmente por
meio da hipertrofia dos cardiomidcitos, por adicdo de sarcomeros, em resposta ao
crescimento do corpo ou exercicio fisico. Em contraste, a hipertrofia patoldgica
estd associada ao aumento do tecido conjuntivo, além do crescimento dos midcitos,
o que leva a prejuizo funcional do coracdo. A longo prazo, essa resposta adaptativa
pode levar a insuficiéncia cardiaca (Gibb et al., 2018; Shimizu, 2016). O
treinamento fisico aerdbio sustentado é capaz de transformar a hipertrofia
cardiaca patolégica induzida pela hipertensdo em fisiolégica, melhorando nao
apenas a estrutura miocdrdica, mas também a funcédo cardiaca (Garciarena et al.,
2009). Por outro lado, em ratos Dahl, cepa sensivel ao aumento da ingestdo de
sédio, o HIIT aumentou a hipertrofia e a expressao do BNP, marcador sérico de
insuficiéncia cardiaca, sugerindo o potencial papel do HIIT na inducdo de
insuficiéncia cardiaca em situacdo prévia de agressao cardiaca (Holloway et al.,
2015). Os dados mostram que estudos adicionais sdo necessarios para esclarecer
as condicoes ideais de treinamento, como a intensidade e duracio do exercicio fisico
em modelos experimentais de hipertensao.

A progressdo da hipertrofia cardiaca é acompanhada de ativacdo
neuro-hormonal e inflamatoéria, alteracées no metabolismo energético cardiaco e
no transporte de calcio, apoptose de cardiomidcitos, estresse oxidativo, fibrose
miocdrdica, e modificacdes de proteinas contrateis dos cardiomidcitos (Schulz et
al., 2007; Schiattarella et al., 2015). Adicionalmente, ocorre mudancas na ativacdo
das metaloproteinases da matriz extracelular, que sdo enzimas responsaveis pela
remodelacdo tecidual por protedlise da matriz extracelular e de alvos intracelulares

(Parente et al.,, 2018). A ativacdo das MMPs, especialmente da MMP-2 e MMP-9, est4
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associada a remodelamento adverso e dilatacio do VE em pacientes com
insuficiéncia cardiaca (Octavia et al., 2012). No coracdo, a MMP-2 é expressa
principalmente nos cardiomidcitos e fibroblastos (Coker et al., 1999; Schiattarella
et al., 2015). A MMP-2 é uma enzima constitutiva das artérias e do miocardio;
alteracdes em sua ativacdo estdo envolvidas no desenvolvimento e progressao de
doencas cardiovasculares. A MMP-2 é responsdvel pela degradacao de proteinas da
matriz extracelular como o coldgeno, e de proteinas intracelulares de células
musculares lisas vasculares e dos cardiomidcitos (Ali et al., 2010; Belo et al., 2015).
O grupo SHR-EX apresentou atenuacdo da MMP-2 ativa intermedidria e da MMP-2
inativa em relacdo ao grupo SHR, mostrando possivel beneficio do exercicio fisico.

A MMP-2 pode ser excessivamente ativada nos cardiomiécitos por
estresse oxidativo e degradar proteinas do sarcomero, causando disfuncao cardiaca
(Wang et al.,, 2002; Ali et al., 2010; Viapianni et al., 2009). O termo estresse
oxidativo refere-se ao desequilibrio entre a producdo e a degradacdo de espécies
reativas de oxigénio ou nitrogénio, com resultante aumento das espécies reativas.
Aumento do estresse oxidativo é associado a doencas cardiovasculares. Individuos
com hipertensdo arterial podem apresentar aumento do estresse oxidativo e
diminuicdo da atividade de enzimas antioxidantes (Redon et al., 2003; Paravicini et
al., 2006). Como marcador do estresse oxidativo, foi quantificada a concentracéo
sérica e miocardica do malondialdeido, que nao diferiu entre os grupos. Resultados
semelhantes foram encontrados por D’Almeida (2020), em que o HIIT néo
interferiu nos marcadores de estresse oxidativo. Da mesma maneira, Luo et al.,
(2021) observaram que o exercicio intervalado ndo teve efeito em marcadores
antioxidantes e de estresse oxidativo em SHR. O treinamento continuo de alta
intensidade melhorou a inflamacdo do tecido vascular, mas ndao o estresse
oxidativo.

O processo de remodelacdo cardiaca pode cursar com ativacdo da via
de sinalizacdo das MAPKs. As MAPKs, proteinas quinases ativadas por mitégenos,
estdo envolvidas no processo de hipertrofia cardiaca e insuficiéncia cardiaca. Elas
participam de vdrias atividades celulares como diferenciacdo, mitose e apoptose
(Okoshi et al., 2004; Marber et al.,, 2011). Neste estudo, foram avaliados dois
membros da via das MAPK, a ERK e a p38. A ERK fosforila fatores de transcricédo
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que estimulam a sintese de proteina e o crescimento celular (Zhang et al., 2003).
A ERK1/2 tem papel importante na sinalizacdo de células musculares cardiacas
durante o fenétipo hipertroéfico. Ela pode ser ativada por fatores humorais ou
sobrecarga mecanica, o que leva a sua translocacdo nuclear. Estudos em
camundongos geneticamente deficientes em ERK reforcaram o papel direto dessa
via na hipertrofia cardiaca induzida por estresse mecanico (Liang & Sheikh, 2016)

A p38 esta envolvida no processo apoptoético, fibrose e na sintese de
citocinas inflamatoérias. Aumento da fosforilagio de p38 esta associado ao
desenvolvimento de hipertrofia, fibrose intersticial e disfuncdo miocardica em
camundongos obesos (Zhang et al., 2000). Chang et al., (2011) observaram
aumento na expressdo da p38, JNK e ERK1/2 associado a hipertrofia ventricular
esquerda no coracdo de ratos diabéticos. Em nosso estudo, a expressdo das
proteinas da via das MAPK nao diferiu entre os grupos, sugerindo que outras vias
de sinalizacdo intracelular estejam envolvidas na hipertrofia cardiaca.

A cascata de sinalizacdo envolvida diretamente com a hipertrofia
fisioldgica ¢ a via do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1/fosfoinositol
3/proteina cinase B. Esta é a principal via no desenvolvimento da hipertrofia
fisioldgica; sua ativacdo e, consequentemente, a ativacdo da via Akt/PKB leva a
fosforilacdo de vdrios substratos que promovem a regulacdo do metabolismo,
angiogénese, crescimento e sobrevivéncia celular (DeBosch, et al. 2006; Benito &
Nattel 2009). O IGF-1 é um polipeptidio secretado pelo figado e liberado na
corrente sanguinea em resposta ao hormonio do crescimento (GH) (Ide et al.,
2011). O IGF-1 tem papel importante no crescimento, regulando vias anabdlicas e
catabdlicas (Yoshida et al.,, 2020; Timmer et al.,, 2018). Entretanto, em nosso
estudo nao identificamos alteracées na expressdo do IGF-1 entre os grupos. Em
estudo com ratos submetidos ao treinamento fisico de alta intensidade, Biglari et
al., (2020) observaram aumento da expressdo de IGF-1 e hipertrofia do musculo
esquelético.

Neste trabalho foi possivel mostrar que o exercicio intervalado de alta
intensidade por tempo prolongado foi seguro, bem tolerado e impactou
substancialmente o aumento da capacidade fisica do grupo SHR-EX.

Adicionalmente, o exercicio fisico aerébio intervalado de alta intensidade melhorou
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o desfecho clinico de insuficiéncia cardiaca, sem, no entanto, modificar o grau de
injuria cardiaca e disfuncao ventricular. Neste estudo, é possivel que alteracbes da
musculatura esquelética induzidas pelo treinamento fisico tenham tido
participacdo importante na melhora da capacidade funcional. Diversos estudos
sugerem que parte da intolerancia as atividades fisicas e cotidianas decorrentes da
insuficiéncia cardiaca esteja relacionada a atrofia e outras alteracdes da
musculatura esquelética associadas a insuficiéncia cardiaca (Okoshi et al,, 2013 e
2017). Estudos adicionais sdao necessarios para identificar vias de sinalizacdo
intracelular miocardica relacionadas a melhora da capacidade funcional de ratos
espontaneamente hipertensos submetidos a exercicio intervalado de alta

intensidade por tempo prolongado.
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CONCLUSAO



O exercicio fisico intervalado de alta intensidade por tempo
prolongado, iniciado em fase que antecede o desenvolvimento de insuficiéncia
cardiaca, aumenta a capacidade funcional, reduz a frequéncia de sinais de
insuficiéncia cardiaca e atenua a atividade da metaloproteinase-2 em ratos

espontaneamente hipertensos.
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