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“Alguns homens véem as coisas como sdo, e
dizem ‘Por qué?’ Eu sonho com as coisas que
nunca foram e digo ‘Por que ndo?’”

Geroge Bernard Shaw
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RESUMO

A remodelacdo cardiaca (RC) é um processo tempo dependente que promove
alteracdes celulares e moleculares que se manifestam clinicamente através de alteragdes no
tamanho, forma e funcdo do coracdo apds a agressao, sendo a insuficiéncia cardiaca (IC) o
estagio final deste processo. A IC caracteriza-se por uma incapacidade do coragdo de
bombear sangue de acordo com as necessidades metabdlicas teciduais, ou pode fazé-lo
adequadamente a custa da elevagdo da pressdo de enchimento ventricular. 1sso € decorrente,
em parte, pela presenca da hipertrofia dos cardiomidcitos e fibrose , que diminuem a atividade
propulsora do coragéo.

O treinamento fisico aerdbico é considerado uma conduta proposta e aceita para
minimizar as alteragdes cardiacas na IC. No entanto, pouco é sabido sobre os efeitos do
treinamento sobre os aspectos morfologicos e moleculares no musculo cardiaco durante a
transicdo entre a disfuncgdo cardiaca e a IC. O objetivo deste trabalho foi avaliar as alteracdes
morfoldgicas e moleculares do coracdo e o efeito do treinamento aerébico durante a transicéo
da disfuncdo cardiaca para a IC no modelo de estenose adrtica em ratos. Foram utilizados 52
ratos Wistar machos (90 a 100g) com 21 dias de vida. Os animais foram divididos em 6
grupos (Sham 18, EAo 18, Sham 28, ShamTR, EAo 28 e EA0TR) e ap6s 18 semanas da
cirurgia de inducdo da estenose aértica (EA0) supravalvar, quando 0s animais apresentavam
disfuncdo cardiaca, diagnosticada por ecocardiograma, parte dos animais de dois grupos (Sham
18 e EAo0 18) foram eutanasiados e o ventriculo esquerdo coletado para as analises
histoquimica e molecular.

O restante foram submetidos a uma programa de treinamento aerdbico em esteira com
intensidade relativa ao limiar de lactato e tempo progressivo (EAOTR e ShamTR) ou ndo
(Sham 28 e EA0 28). Apds 28 semanas, 0s animais dos grupos EAo0 28, Sham 28, ShamTR e
EAOTR foram submetidos a anélise ecocardiogréafica, eutanasiados e o ventriculo esquerdo
coletado para as andlises histoquimica e molecular. A coloragdo do Picrosirius red foi utilizada
para a anélise da morfologia e quantificacdo do colageno da matriz extracelular. A analise da
expressdo génica e dos miRNAs foi realizada através do RT-gPCR. Os animais do grupo EAo
18 apresentaram deterioracdo da estrutura cardiaca sem apresentar os sinais de 1C, aumento da
expressao génica dos componentes colageno e elastico da matriz, aumento da expressdo dos
miR-21 e miR-29b, dos marcadores da hipertrofia patolégica, da citocina inflamatoria TNF-
alfa, mas sem alteracdo no marcador de hipertrofia fisiologica. J& os animais do grupo EA0 28

apresentaram sinais de IC, deterioracdo da estrutura e comprometimento da funcdo cardiaca,
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aumento da fibrose no ventriculo, aumento da expressdo do miR-21 e diminui¢do do miR-
29b, aumento dos marcadores da hipertrofia patoldgica e dos marcadores de degradacdo
proteica. No grupo submetido ao treinamento aerébico (EA0TR), a deterioracdo da estrutura e
funcdo cardiaca foi prevenida em associa¢do com a fibrose.

Nossos dados mostraram que durante a transi¢do entre a disfungdo cardiaca e a IC
ocorre 0 aumento do catabolismo, diminui¢do do anabolismo celular, aumento da inflamagéo
e a fibrose. O treinamento aerdbico realizado durante a transicdo entre a disfungéo cardiaca e
a IC teve efeitos benéficos sobre a estrutura e funcdo cardiaca, diminuiu a inflamagcéo,
favoreceu a fibrose cardiaca sem atenuar a acdo de genes relacionados com o catabolismo e

anabolismo celular.
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ABSTRACT

Cardiac remodeling (CR) is a time-dependent process that promotes cellular and
molecular changes manifested clinically by changes in size, shape and function after injury,
and heart failure (HF), the final stage of the process. HF is characterized by an inability of the
heart to pump blood tissue in accordance with the metabolic needs, or to do so at the expense
of adequately elevated ventricular filling pressure. This is due, in part, by the presence of
cardiomyocyte hypertrophy and fibrosis, which decrease the driving activity of the heart.

Aerobic exercise training is considered a conduct proposed and accepted to minimize
cardiac changes in HF. However, little is known about the effects of training on
morphological and molecular aspects in the heart muscle from cardiac dysfunction to HF. The
objective of this study was to evaluate the morphological and molecular changes of the heart
and the effect of aerobic training from cardiac dysfunction to HF in aortic stenosis model in
rats. Fifty two male Wistar rats were used (90 to 100 g) with 21 days of life. The animals
were divided into 6 groups (Sham 18, AS 18, Sham 28, Sham-ET, AS 28 and AS-ET) and
after 18 weeks of induction of aortic stenosis surgery (AS) supravalvar, when the animals had
cardiac dysfunction diagnosed by echocardiogram the animals of both groups (Sham 18 and
AS 18) were euthanized and the left ventricle collected for immunohistochemistry and
molecular analysis.

The remaining animals were subjected to an aerobic training program on a treadmill
with relative intensity to the lactate threshold and progressive time (AS-ET and Sham-ET) or
not (Sham 28 and AS 28). After 28 weeks, the animals of the AS 28, Sham 28, Sham-ET and
AS-ET underwent echocardiography, euthanized and the left ventricle collected for
immunohistochemistry and molecular analysis. The picrosirius red staining was used to
analyze the morphology and quantification of extracellular matrix collagen. The analysis of
gene expression and of miRNAs was performed by RT-gPCR. The animals of group 18
SVAS showed deterioration of cardiac structure without showing signs of HF, increased gene
expression of collagen and elastic components of the matrix, increased expression of miR-21
and miR-29b of pathological hypertrophy markers, a inflammatory, but no change in
physiological hypertrophy marker cytokine. The animals of the AS 28 showed deterioration
of the structure and impaired cardiac function with signs of HF, increased fibrosis in the
ventricle, increased expression of miR-21 and decreased of miR-29b, increase in pathological
hypertrophy markers and protein degradation markers. The group submitted to aerobic

\'%
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training (AS-ET), the deterioration of cardiac structure and function was prevented in
association with fibrosis.

Our data showed that during the transition from cardiac dysfunction and HF increased
the cardiac catabolism, inflammation and fibrosis and the anabolism decreased. Aerobic
training conducted during the transition from cardiac dysfunction to HF had beneficial effects
on cardiac structure and function, decreased inflammation, favored cardiac fibrosis without

attenuating the action of genes related to cell anabolism and catabolism.

vi
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INTRODUCAO

O musculo cardiaco

O musculo cardiaco é constituido por células alongadas e ramificadas, chamadas de
fibras, interligadas entre si através de jungdes intercelulares complexas. Apresentam o arranjo
dos filamentos contrateis muito similares as do musculo esquelético, com um ou dois nucleos
centrais. Essas células sdo envolvidas por uma bainha de tecido conjuntivo com abundantes
capilares sanguineos".

Nas preparacOes histologicas do musculo cardiaco, uma caracteristica o distingue
dos demais tipos de musculo, as linhas transversais que aparecem em intervalos irregulares ao
longo da célula (Figura 1) Essas linhas sdo denominadas discos intercalares e representam
locais de fixagdo altamente especializados entre células adjacentes. Esta ligacao linear célula-
a-célula resulta em "fibras" de comprimento varidvel. Assim, ao contrario das fibras
musculares estriadas esqueléticas que representam células individuais multinucleadas, as
fibras musculares cardiacas consistem de vérias células cilindricas, unidas nas extremidades -

através dos discos intercalares, os cardiomidcitos, podendo ser ramificadas (Figura 1)*?
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Figura 1. Corte longitudinal do tecido muscular cardiaco. Setas indicam os discos intercalares. Os discos representam
as ligagOes célula-a-célula do tecido cardiaco. Também sdo evidenciadas as ramifica¢des do tecido cardiaco. Aumento
de 360 vezes. Adaptado de Ross & Pawlina, 2010°

Nos discos intercalares, encontram-se trés especializa¢es juncionais principais, as

zbnulas de adeséo, que representam a principal especializacdo da membrana e servem para
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ancorar os filamentos de actina aos sarcomero terminais, 0S desmossomos, que unem as
celulas cardiacas e impedindo que elas se separem durante os movimentos de contracdo e as
jungdes comunicantes que sdo responsaveis pela continuidade i6nica entre os cardiomiocitos

adjacentes (Figura 2).

Zonula de
adesdo

Desmossomo

/

e =

Jungao comunicante

Figura 2. Demonstracdo esquematica do disco intercalar. (A) zdnulas de adesdo, (B) desmossomos e (C) Juncoes

comunicantes. Adaptado de Junqueira e Carneiro, 2013,

Quando observadas ao microscépio 6ptico, as fibras musculares cardiacas mostram
estriacOes transversais pela alternancia de faixas claras e escuras, assim como as fibras
musculares esqueléticas. Ao microscopio de polarizacdo, a faixa escura é anisotropica e, por
isso, recebe 0 nome de Banda A, enquanto a faixa clara, ou banda I, é isotrépica. No centro da
banca | nota-se uma linha transversal escura — a linha Z. Essas estriaches se devem a
repeticdes de unidades chamadas de sarcomero. Cada sarcomero é formado pela parte da
miofibrila que fica entre duas linhas Z sucessivas e contém uma banda A separando duas
semibandas I. A banda A apresenta uma zona mais clara no seu centro, a banda H. A
disposicdo dos sarcomero coincide nas varias miofibrilas da fibra muscular, e as bandas
formam estriagdes paralelas transversalmente ao plano da fibra que é caracteristico das fibras
estriadas (Figura 3)".

Analisando os sarcOmeros na microscopia eletrénica observa-se a existéncia de
filamentos finos de actina e filamentos grossos de miosina dispostos longitudinalmente
interagindo com diversas outras proteinas, como desmina, que une uma miofibrila a outra e a

distrofina que ligam as proteinas do sarcoplasma ao sarcolema. Da linha Z, partem o0s
2
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filamentos finos que véao até a borda da banda H. Os filamentos grossos ocupam a regido

central do sarcomero (Figura 3).

Banda Linha Banda Banda
H Z A |
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Figura 3. Diagrama da estrutura e posicéo dos filamentos finos e grossos do sarcomero. A estrutura molecular desses

elementos é mostrada a direita. Adaptado de Junqueira e Carneiro, 2013. Ilustragéo de Sylvia Colard Keene®.

As principais proteinas da miofibrila sdo a actina, a miosina, a tropomiosina e a
troponina. Os filamentos grossos sdo constituidos pela molécula de miosina e as demais
proteinas comp&em o filamento fino. A tropomiosina & uma molécula longa e fina constituida
de duas cadeias polipeptidicas enroladas e se localizam ao longo dos sulcos entre os dois
filamentos de actina. J& a troponina € um complexo de trés subunidades: a TnT, que se liga a
tropomiosina, TnC, que tem afinidade pelo célcio e a Tnl, que cobre o sitio ativo da actina,
impedindo sua interacdo com a miosina (Figura 4)*2.
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Figura 4. Desenho esquematico que mostra as trés principais proteinas (actina, tropomiosina e troponina) dos

filamentos finos e a estrutura desses filamentos. Adaptado Junqueira e Carneiro, 2013%.

A miosina ¢ uma molécula grande em forma de bastdo formada por dois peptideos
enrolados em hélice. Em uma das extremidades ela apresenta uma saliéncia globular, que
apresenta atividade ATPasica. E nesta parte que ocorre a hidrélise de ATP para liberar a
energia utilizada na contragéo (Figura 5).

Sitio de ligagdo com a actina —_, P

Sitio de ligagdo com o ATP —*

Cadeia leve essencial

MLC/
" Cadeia leve reguladora {/
MHC y i/
VIR TN ."'—I e Sz‘ S1
} LMM — —— HMM——

Figura 5. Esquema da molécula de miosina. Cada molécula de miosina é composta por duas cadeias pesadas da
miosina (MHC) e quatro cadeias leves da miosina (MLC). As MHC podem ser clivadas e gerarem as meromiosinas
leves (LMM) e meromiosinas pesadas (HMM). As HMM s&o compostas pela por¢do globosa S1 e pela por¢édo a-hélice
em forma de bastdo, S2. As MLC estdo dispostas na proporcao de duas cadeias (uma essencial e uma reguladora)

para cada subfragmento S1°.

A contracdo muscular depende da concentracdo de célcio no sarcoplasma e no reticulo
sarcoplasmatico (RS), rede de cisternas do reticulo endoplasméatico liso que envolve
miofilamentos é o responsavel pelo armazenamento desse ion. Quando o estimulo nervoso,
oriundo da placa motora, chega no reticulo através de reentrancias tubulares da membrana
plasmética da fibra, os t(bulos T ou transversais,' o estimulo possibilita a liberacdo de calcio

4
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do RS que sera utilizado para a contragdo muscular. Os tubulos T cardiacos ndo sdo tdo bem
organizados como na musculatura esquelética, eles ndo separam feixes de miofilamentos em
miofibrilas discretas’ e penetram nos feixes de miofilamentos ao nivel da linha Z, entre as
extremidades da rede do reticulo sarcoplasmatico. Assim, existe apenas um tabulo T por
sarcémero no masculo cardiaco.” As pequenas cisternas terminais do reticulo sarcoplasmatico
estdo em grande proximidade com os tdbulos T, para formar uma diade ao nivel da linha Z%
Esses tubulos permitem que a despolarizacdo chegue no mesmo instante em todos os reticulos
e garanta que a contrac&o seja homogénea independente da espessura da fibra® (Figura 6). Os
tibulos T sdo maiores e mais numerosos no musculo do ventriculo do que no musculo

esquelético e menos numerosos, no entanto, no masculo cardiaco do &trio®.

nicleo : . Membrana
3 SRR ETEN plasmatica

Mitocondria

Tabulo

Reticulo
sarcoplasmatico

Tabulo

Figura 6. Esquema da organizacao da fibra muscular cardiaca. Adaptado de Ross & Pawlina, 2010

A contracdo muscular cardiaca ocorre pela interacdo dos filamentos finos de actina

com 0s grossos de miosina, aumentando a area de sobreposic¢do dos filamentos e diminuindo

5
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o tamanho do sarcémero. A despolarizacdo € iniciada no marcapasso e chega ao tdbulo T, na
regido das diades, ativando os sensores de voltagem das cisternas do reticulo sarcoplasmatico.
Os canais de Ca** voltagem dependente liberam Ca** no citoplasma. Os fons Ca?* liberados
no citoplasma estimulam a abertura de mais canais de Ca®* calcio dependentes e promovem
uma liberagdo de Ca®" adicional (Figura7). O Ca*" permite a interacdo da miosina com a
actina, pois libera a sua area de contato que estava sendo bloqueada pela interacdo com o
complexo troponina-tropomiosina; os fons Ca** interagem com a unidade TnC da troponina, o
que muda a sua configuracdo espacial e empurra a tropomiosina para dentro do sulco da
hélice de actina, deixando exposta a regido de ligacdo com a miosina. A cabeca da miosina
interage com a actina e a enzima ATPase hidrolisa 0 ATP e libera energia promovendo o
deslizamento da actina sobre o filamento de miosina. Nem todas as cabecas de miosina
interagem com o filamento de actina ao mesmo tempo. Durante a contracdo, o deslizamento
da actina libera novos pontos de interagdo e outras cabecas de miosina tornam-se capazes de
hidrolisar o ATP e fazerem a ligagdo. Assim que a cabeca de miosina volta a interagir com
outra molécula de ATP ela volta ao estado de repouso e se prepara para um novo ciclo.

Figura 7. Movimento dos ions de célcio durante a despolariza¢do da membrana na musculatura cardiaca.

Insuficiéncia cardiaca
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A insuficiéncia cardiaca (IC) é uma sindrome clinica debilitante e progressiva na qual
0 coracgdo é incapaz de bombear sangue de acordo com as necessidades metabolicas teciduais,
ou pode fazé-lo adequadamente a custa da elevacdo da pressdo de enchimento ventricular.
Estima se que haja cerca de 26 milhdes de portadores de IC em todo o mundo?, com 3,6
milhdes de novos casos surgindo a cada ano, contudo esses dados podem estar sub estimados
tendo em vista que muitos paises do mundo ndo divulgam os dados epidemioldgicos
relacionados com a IC. No Brasil, de acordo com o IBGE, de 190 milhdes de habitantes sete
milh&es sdo portadores dessa sindrome®.

Com o avango na elaboragcdo de novos tratamentos as taxas de mortalidade
melhoraram nas Gltimas décadas®. Os custos sdo exorbitantes, sendo 2% do total gasto com
cuidados a saude, destinados a IC. Dos pacientes que sofrem de IC sintomaética, a principal
preocupacao, além de reduzida expectativa de vida, é a piora da qualidade de vida. A
incidéncia de IC ascendeu mais de 150% nas duas Ultimas décadas e o nimero de pacientes
com essa sindrome continua aumentando em funcdo do desenvolvimento farmacoldgico,
terapéutico e de técnicas e estratégias cirdrgicas que melhoram a sobrevivéncia apés infarto
agudo do miocérdio e outras condicdes cardiovasculares’.

Além de estratégias farmacoldgicas para o tratamento da IC, o treinamento fisico
aerobico vem sendo considerado uma conduta proposta e amplamente aceita para reduzir a
hospitalizacdo e combater os diferentes aspectos que determinam um prejuizo na qualidade de
vida dos pacientes com IC? e é recomendado, de acordo com a New York Heart Association
(NYHA), como tratamento da IC para alguns pacientes®.

A IC ¢ a via final comum de muitas formas de doencas cardiovasculares que causam
agressdes ao miocardio, como hipertensio arterial sistémica, diabetes, coronariopatias™ ou a
estenose adrtica (EA0) que promovem o desenvolvimento gradual de alteracGes
ventriculares**™**. A injdria ao tecido cardiaco determina o inicio do processo de remodelacio
cardiaca (RC).

Remodelacao cardiaca

A remodelacdo cardiaca (RC) pode ser definida como uma alteracdo na expressao

génica resultando em alteragdes moleculares, celulares e intersticiais que se manifestam

clinicamente como alteracdes no tamanho, forma e funcdo do coracdo apds a agresséo™ .

Esse processo é tempo dependente, inicialmente com carater adaptativo, representando uma
5
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tentativa do organismo de compensar a sobrecarga de pressdao e/ou volume, no entanto,
posteriormente, contribuira para o surgimento e a progresséo da 1C*®. Constitui um importante
fator de risco para o desenvolvimento da disfungéo cardiaca e insuficiéncia cardiaca*>*"*.

A disfuncéo cardiaca é definida como anormalidades do relaxamento e/ou contragédo
cardiaca sem apresentar retencdo hidrica e intolerancia ao esforco™. Pode ocorrer em
diferentes patologias cardiacas, tais como isquemia, insuficiéncia coronariana, infarto do
miocardio, hipertensdo arterial sistémica, doenca cardiaca valvular e estenose adrtica?> %% O
estresse biomecanico originado é transmitido por meio da membrana citoplasmatica dos
cardiomidcitos por mecanismos ainda ndo plenamente elucidados. E bem provavel que os
canais iGnicos sensiveis ao estiramento, as integrinas e outras proteinas estruturais atuam
nesse processo e, em conjunto, estabelecam uma ligacdo entre a matriz extracelular, o
citoesqueleto, o sarcomero, as proteinas envolvidas na homeostasia do calcio e o nlcleo?.
Diferentes modelos experimentais tém sido propostos para o estudo da transicdo entre
disfuncéo cardiaca e IC através da sobrecarga pressrica como a estenose da artéria renal®, da

I® e nos ratos espontaneamente hipertensos.

aorta abdomina

A RC ventricular, a nivel microscopico e macroscépico, é dividida em trés diferentes
componentes: 1) alteracfes na biologia do midcito (expressdo dos genes fetais das cadeias
pesadas da miosina, perda de miofilamentos, hipertrofia, miocitdlise e dessensibilizacéo
adrenérgica); 2) alteracdes estruturais miocardicas a nivel celular (perda de cardiomidcitos por
necrose e apoptose e alteracbes na matriz extracelular); e 3) alteragcfes na geometria da
camara ventricular esquerda (dilatacdo da cavidade do ventriculo esquerdo, aumento da
esfericidade e fibrose subendocérdica)™.

O resultado final de todo remodelamento é a diminuicdo do débito cardiaco e dispnéia

ou edema com pressdes de enchimento cronicamente elevados?’.
Hipertrofia cardiaca

A hipertrofia cardiaca pode ser classificada como excéntrica ou concéntrica
com base na geometria dos cardiomidcitos. A hipertrofia excéntrica refere-se a um aumento
da massa cardiaca, com aumento de volume da camara, apresentando cavidades dilatadas,
sendo caracterizada por um padréo de adicdo do sarcomeros em série (Figura 8)%.

Ja a hipertrofia concéntrica refere-se a um aumento da espessura relativa da parede

livre, da espessura septal e da massa cardiaca, com uma pequena ou nenhuma mudanga no
8
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volume da camara, e é caracterizada por um padrdo paralelo de adicdo do sarcémero (Figura
8)%,

A hipertrofia cardiaca também pode ser definida de acordo com sua origem sendo
chamada de hipertrofia fisiologica quando é reversivel e molecularmente caracterizada pelo
aumento na expressao de genes sarcoméricos como, a a-miosina de cadeia pesada (MHC) e a
a-actina cardiaca que aumentam o débito cardiaco, para atender a demanda metabdlica
aumentada, fato que normalmente ocorre durante a gravidez e durante a realizacdo de
exercicios fisicos (Figura 8)%.

A hipertrofia patologica é caracterizada, em nivel molecular, pela expressdao de um
padrdo de genes fetais e pode ser gerada por sinais de estresse patologico (ativacdo neuro-
hormonal, estenose aortica e inflamacdo), inicialmente sendo compensatoria, com a
diminuigdo da tensdo na parede e preservacdo do desempenho contrétil, podendo, finalmente,
ser descompensada e levar & IC (Figura 8)%.

A hipertrofia patologica desenvolve-se a partir de alguns mecanismos indutores: o
aumento dos niveis de célcio intracelular (um dos eventos iniciais neste processo®), a
ativacdo celular induzida por fatores como o TGF-B (do inglés, transforming growth factor
beta), a endotelina 1 (ET-1), as catecolaminas e a angiotensina Il (Ang 1)®. A atuacdo da
Ang Il se d& através da ativacdo de receptores AT-1 (do inglés, Angiotensin Il receptor type
1), e através da regulacdo positiva de subunidades da proteina GPCR (do inglés, G protein-
coupled receptors) promovendo a hipertrofia cardiaca associada & disfuncdo cardiaca® 2,
Além disso, Ang Il ativa trés membros da familia das quinases de proteinas ativadas por
mitégenos, MAPK (do inglés, Mitogen-activated protein kinases), ERKs (do inglés,
Extracellular signal-regulated kinases), JNK (do inglés, c-Jun N-terminal kinases), p38** (do
inglés, p38 mitogen-activated protein kinases) e dos seus ativadores, da cardiotrofina-1 (CT-
1, do inglés, Cardiotrophin-1), da fosfolipase C, D e A2 (PLC, PLD e PLAZ2, do inglés,
Phospholipase C, D and A2), do IGF (do inglés, Insulin-like growth factor), do FGF (do
inglés, Fibroblast growth factors), da PKC (do inglés, Protein kinase C) e outras
moléculas®.

As vias de sinalizacdo dependentes das MAPK aumentam a expressdo de Varios proto-
oncogenes de resposta rapida como c-fos (do inglés, human homolog of the retroviral
oncogene v-fos), c-myc (do inglés, V-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog) e
c-jun (do inglés, Jun proto-oncogene) e estdo envolvidos na proliferacdo, diferenciagdo e
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transformacéo celular, bem como na autofagia, sendo assim importante na fisiopatologia da
IC*.

Uma das vias de sinalizagéo intracelular estimulada pelos receptores de angiotensina,
AT-1e AT-2, é a via do fator NFKkB (do inglés, nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells)®. Foi demonstrado o papel crucial da ativacio da cascata de sinalizac&o do
fator nuclear NFxB, envolvido no crescimento celular, fibrose ou apoptose, e dependendo do
contexto promove a iniciacdo da hipertrofia cardiaca e posterior progressdo para 1C**°,
Desta forma, a autofagia cardiaca € um processo que contribui para a transi¢do da hipertrofia
cardiaca compensada para a IC*. A autofagia, um mecanismo celular de reciclagem de
proteinas e organelas, encontra-se ativada nos cardiomiocitos insuficientes, como resposta ao
estresse biomecanico®”*®, A beclina-1 (BECN1), uma proteina necesséria para a formacéo do
autofagossomo, desempenha um papel primordial nesse processo. Demonstrou-se que a
inibicdo da expressdo génica de um dos alelos que codificam a beclina-1 diminui a autofagia
dos cardiomiécitos e 0 remodelamento induzido pelo estresse biomecanico®. O
remodelamento ventricular € um processo progressivo de dilatagdo, hipertrofia, perda de

cardiomidcitos, aumento da fibrose intersticial e disfuncéo ventricular®, presente na IC.
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Figura 8. Geometria da hipertrofia cardiaca. O coragdo apresenta a capacidade de aumentar seu tamanho,
dependendo do estimulo, resultando na hipertrofia ventricular ou disfun¢do cardiaca. A hipertrofia diminui o estresse
da parede do ventriculo através do aumento da espessura da parede. Este comportamento segue a lei de Laplace, na
qual o estresse da parede do ventriculo (ou tensdo) é uma funcao inversa da espessura da parede (tensédo = (pressdo x
raio)/(2 x espessura da parede). A disfuncdo cardiaca, se destaca por apresentar, principalmente, hipertrofia
concéntrica caracterizada por uma redu¢do da dimensdo da cAmara e um aumento da espessura da parede e do septo,
e o0s cardiomidcitos normalmente aumentam em espessura mais do que em comprimento (isto resulta numa
diminuicdo da relacdo entre comprimento e largura). Com a continuidade do estimulo causador da hipertrofia
cardiaca o coragdo perde a habilidade de suportar o crescimento do miocardio e promove uma dilatagdo da camara e
posteriormente IC (Adaptado Maillet et al., 2013).

Fibrose miocardica

A fibrose miocéardica estd associada a alteracdo da estrutura normal do coracdo
considerando-se os cardiomidcitos e a uma deposicdo excessiva das proteinas da matriz
extracelular®®; foi observada em varias condicdes patoldgicas como a sobrecarga de pressio, a
isquemia e durante o envelhecimento normal*’. Foi demonstrado que através da constricio
adrtica em ratos, que a via do TGF-B1 ativa a transicdo endotelial-mesenquimatosa, a qual,
por sua vez, aciona a fibrose®>. O TGF-B1 promove essa transicdo pela ativacdo das moléculas
Smad2 e Smad3*? que formam um complexo com a Smad4 e é translocado para o nlicleo onde
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ativa a expressdo de genes especificos, como o COL1 (do inglés, Collagen type I), COL3 (do
inglés, Collagen type I1) e COL4 (do inglés, Collagen type V) (Figura 9) **. Outro membro
da familia do TGF-p, a bone morphogenic protein 7 (BMP-7), um antagonista da via do TGF-
B, inibe essa transicdo, com uma acfo protetora contra a fibrose®. Isso mostra a interligacéo
entre hipertrofia e fibrose e revela uma molécula que pode prevenir ou reverter a fibrose

miocardica®.

Figura 9. Via de sinalizacdo da Smad ativando ou desativando genes especificos.

Essa situagdo é bastante complexa, em particular, jA que a deposicdo de matriz
extracelular, por um lado, ajuda na contencdo de danos, enquanto, por outro lado, prejudica a
funcdo cardiaca, induz a arritmia, e agrava a progresséo para a IC*.

Uma das vias relacionadas a fibrose miocardica é a do PI3K (do inglés,
Phosphoinositide 3-kinase), estimulada por receptores de tirosina quinase ativados por
ligantes como o IGF, o FGF, o TGF, bem como de proteina G de receptores acoplados
(GPCRs), culminando na translocacdo pela membrana da proteina Akt, também conhecida
como proteina-quinase B (PKB, do inglés, protein kinase B). Além disso, a via de sinalizacdo
da PI3K/Akt é mediada por duas proteinas alvos, a mTOR (do inglés, Mammalian target of
rapamycin) e GSK3p (do inglés, Glycogen synthase kinase-3 beta)®.

Tomados em conjunto, estas informacgdes suportam a ideia de que a ativacdo e o
aumento da expressdo de vias de sinalizacdo responsaveis pelas alteragdes cardiacas possuem
grande importancia no efeito da IC sobre o coracdo. Além disso, embora varios fatores
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tenham sido descritos como responsaveis pelas alteragcdes na estrutura ou funcdo do coragdo
ao repouso, sinais de retencdo liquida tais como congestdo pulmonar ou inchago dos
tornozelos, e 0s sintomas, dispneia ao repouso ou aos minimos esforgos, cansaco e fadiga® ™,
sua etiopatogenia ainda nao esta completamente esclarecida.

Limitar a deposicdo excessiva de matriz extracelular representa, portanto, uma
estratégia terapéutica interessante para prevenir a fibrose durante a remodelacdo e manter a

funcgdo cardiaca na IC.

MicroRNAs e a IC

Um grupo de moléculas com grande importancia na fibrose, envolvidas também com o
estabelecimento de outras alteracdes cardiacas, sdo os microRNAs (miRNAS), pequenos
RNAs ndo codificantes com tamanho variando de 17 a 25 nucleotideos que reprimem pos-
transcricionalmente a expressdo génica pelo reconhecimento de locais complementares na
regido 3’ ndo traduzida (3’ UTR) de seus RNAs mensageiros alvos®.

Diversos miRNAs sdo altamente expressos no musculo cardiaco, como 0 miR-1, miR-
133, miR-208 e MiR-499°"!. A familia miR-1 representa 40% de todos 0s microRNAs
expressos no coragdo, enquanto os mMiR-208a, MiR-208b e miR-499 sdo especificos dos
cardiomiécitos e geralmente est&o super expressos em doencas cardfacas™.

Van Rooij e colaboradores *?, utilizando dois modelos animais de hipertrofia cardiaca
patoldgica e IC (camundongos com bandagem da aorta toracica e camundongos transgénicos
para super expressdo do gene calcineurina), mostraram que alguns miRNAs apresentam perfil
semelhante de expressdo na hipertrofia ventricular nos dois modelos: ha aumento na
expressdo dos miRNAs miR-21, miR-23, miR-24, miR-125b, miR-195, miR-199a e miR-214,
e diminuicdo na expressdo do miR-29¢, miR-93, miR-150 e miR-181b *%

Entretanto, ainda no mesmo estudo, 0s animais que evoluiram para IC apresentaram
aumento na expressdo do miR-24, miR-125b, miR-195, miR-199a e miR-214 e nenhuma
alteracdo na expresso do miR-21, miR-27, miR-29c, miR-93, miR-150 e miR-181b 2.

O estudo de Prasad e colaboradores >* comparou a expressdo global de miRNAs em
tecido cardiaco humano de coragdes insuficientes e controle. Esse trabalho demonstrou que 8
miRNAs estdo significativamente alterados na cardiomiopatia dilatada em relacdo aos
controles. Dentre eles houve reducdo na expresséo do miR-1, miR-29b, miR-7 e miR-378 e
aumento na expressdo do miR-214, miR-342, miR-145, miR-125b e miR-181b >3,
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Particularmente, a familia de miR-29 esta relacionado a supressdo de varias proteinas

da matriz extracelular, como o colageno®>°

, € também com o crescimento e apoptose dos
cardiomiocitos™’. Os niveis de expressdo do miR-29b estdo diminuidos em modelos de
hipertrofia cardiaca e pds infarto do miocardio, contribuindo para a formacédo de cicatrizes e
fibrose®®. Mélanie Abonnenc e colaboradores (2013)°® demonstraram forte efeito do miR-29b
na expressao de proteinas da matriz extracelular , bloqueia os estimulos do TGF-f, um dos
principais reguladores da fibrose, além de alterar a expressdo de fatores de crescimento e
citocinas como, por exemplo, LIF, IGF-1 e PTX-3, potenciais alvos do miR-29b.

Outros microRNAs com grande importancia no processo de remodelacdo cardiaca sdo
0 miR-155 e miR-146a/b. Sdo microRNAs associados com o sistema imunoldgico e
contribuem para o desenvolvimento da 1C>™°. Estudos prévios mostraram que 0s niveis
desses dois microRNAs estdo alterados no miocéardio de pacientes com 1C®%°L.

Os miR-146a/b séo expressos abundantemente no coracdo e regulados mediante a
ativacdo de NF-kB, um fator de transcri¢cdo envolvido no desenvolvimento de insuficiéncia
cardiaca®®. O aumento da expressdo de miR-146a/b em mondcitos leva a repressio da IRAK
(do inglés, interleukin-1 receptor-associated kinase 1) e TRAF6 (do inglés, TNF receptor-
associated factor 6) que sdo moléculas chave na expressdo de citocinas criando um circuito de
retroalimentacdo anti-inflamatorio, inibindo a cascata de ativacdo de citocinas pro-
inflamatérias na qual o NF-kB participa®”.

No ventriculo, no modelo de IC induzida pela doxorrubicina, a expressdo do miR-
146a/b estava aumentada inibindo a expressao do ErbB - 2 e -4 (do inglés, epidermal growth
factor receptor, também conhecidas como HER2 e HER4), que sdo receptores da proteina
neuregulina-1 (NRG-1), essencial para o desenvolvimento cardiaco normal e inducdo do
crescimento hipertréfico em cardiomidcitos de ratos®™.

O miR- 146a/b tem sido descrito como um importante sinalizador dependente de NF-
kB criando um circuito de retroalimentagdo negativa, impedindo a sinaliza¢do patoldgica por
inibicdo da expressdo de moleculas, tais como NF-kB e TNF-a, tanto nos cardiomiocitos
COmMo nos Monacitos.

Dados de expressao global de microRNAs obtidos no nosso laboratorio mostraram que
20 miRNAs foram especificamente desregulados no miocardio de ratos com IC submetidos ao
treinamento aerdbico, sendo esses envolvidos com o controle de genes relacionados com as
vias de morte celular programada, bem como a sinalizacdo do TGF-p, processos metabdlicos

celulares, citocinas e morfogénese celular®.
14
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Exercicio Fisico Aerdbhico

O exercicio fisico aerdbico atua diretamente no musculo cardiaco alterando o seu
metabolismo, dependendo de condi¢Ges como volume (tempo de treinamento), a frequéncia e

intensidade (carga de treinamento) do treino®"®®

, sendo a combinacdo desses fatores
fundamental para o aparecimento de adaptac6es fisiologicas benéficas.

Os efeitos do exercicio aerdbico sobre o sistema cardiovascular ja sdo bem conhecidos
e apontam para diminuicdo da frequéncia cardiaca tanto de repouso como em cargas
subméximas®. Desta forma, para uma mesma carga de trabalho ha um menor gasto de energia
pelo corago, ocorrendo melhora da eficiéncia cardiaca’. Estas contribuicdes do treinamento
fisico sdo decorrentes da sua acdo em diminuir acentuadamente a concentracdo de neuro-
hormdnios circulantes durante o repouso em pacientes com IC, sendo esses indicadores
importantes de morbidade e mortalidade. Além de prevenir a hiperativacdo neuro-hormonal
sistémica e local na IC, o treinamento fisico beneficia diretamente o coragdo insuficiente,
promovendo efeito anti-remodelacéo.

Além dessa relacdo com o sistema neuro-hormonal, ha também o aparecimento de
alteragcBes estruturais no coragdo com o treinamento fisico: ocorre aumento da massa
muscular do miocéardio, principalmente do ventriculo esquerdo, acarretando em aumento do
volume diastolico e sistdlico final, e consequentemente aumento da forca de contragéo,
caracterizando a hipertrofia excéntrica®. Assim, foi demonstrado que o treinamento fisico é
capaz de reverter a hipertrofia cardiaca patologica, além de melhorar a funcéo ventricular na
IC, 0 que em ultima andlise, levanta a possibilidade de que o treinamento fisico, na doenca
cardiaca, promove uma mudanga do perfil da remodelacdo cardiaca de patoldgica para
fisioldgica’®. Durante a Gltima década, muitos estudos se concentraram em decifrar a base
celular da atuacdo do exercicio fisico prevenindo a remodelacdo cardiaca na IC. Uma grande
via de sinalizagdo como reguladora chave da hipertrofia cardiaca associada ao treinamento
fisico na IC é a cascata de sinalizagdo da fosfoinositol-3 quinase / proteina quinase B
(P13K/AKT) que contribui para a remodelagéo cardiaca fisiolégica com ganho de funcio’®. A
ativagdo da via da PI3K/AKT leva a hipertrofia cardiaca através da ativagdo do alvo da
rapamicina em mamiferos (MTOR) e desativagdo da glicogénio sintase-quinase 3 (GSK-3).
De fato, 0 aumento da expresséo da forma ativada da AKT conduz a hipertrofia do miocérdio
com a melhoria da funcdo cardiaca’®, enquanto a inativacdo do gene da AKT-1 anula a
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hipertrofia cardiaca em resposta ao treinamento fisico’™®. Kemi et al.”® demonstraram que as
mudangas na via de sinalizagdo da PI3K/AKT no coragéo estdo relacionadas com alteracoes
fisioldgicas e ndo patoldgicas.

Como efeito do treinamento fisico, principalmente em atletas, observa-se aumento da
massa cardiaca em resposta a sobrecarga de trabalho™. Esta hipertrofia é um mecanismo
fisiologico compensatorio, caracterizado pelo aumento do comprimento e didmetro dos
cardiomiécitos com a finalidade de suportar a tensdo na parede do ventriculo™. Atletas que
realizam treinamento aerdbico desenvolvem hipertrofia cardiaca excéntrica em decorréncia da
sobrecarga de volume, devido ao aumento do retorno venoso, acarretando em elevacdo da
tensdo diastolica, induzindo a hipertrofia dos cardiomidcitos. Primariamente, ocorre adicdo
em série de novos sarcdmeros com consequente aumento no comprimento da célula, levando
a um aumento na cavidade do ventriculo. A cavidade aumentada eleva a tensdo sistolica, o
que proporciona a adi¢do de novos sarcomeros em paralelo, aumentando também a espessura
da parede do ventriculo. Assim, a relacdo entre a espessura da parede e 0 raio permanece
inalterada’’. Por outro lado, a hipertrofia cardiaca concéntrica é encontrada em atletas que
realizam treinamento resistido, e é caracterizada por uma cavidade de tamanho normal e por
espessamento da parede e do septo do ventriculo. Esta alteracdo é decorrente do aumento no
didmetro dos cardiomidcitos, através da adi¢do de sarcomeros em paralelo como resposta a
sobrecarga hemodinamica’’. Além disso, a hipertrofia cardiaca fisiolégica induzida pelo
exercicio é totalmente reversivel. Estudos ecocardiograficos mostraram que a espessura da
parede posterior do ventriculo esquerdo e massa estimada do ventriculo regrediram apo6s

algumas semanas de destreino em atletas universitarios e olimpicos’®™

. Isto sugere que a
hipertrofia fisioldgica induzida pelo exercicio seja inofensiva, e talvez até mesmo benéfica,
em individuos saudaveis, embora condi¢BGes pré-existentes, como cardiomiopatias herdadas
possam promover uma doenca e até mesmo morte prematura em atletas®®®" (Figura 7).

Os efeitos benéficos do treinamento fisico acarretaram na sua utilizacdo como parte
importante no tratamento de doengas cardiacas, uma vez que é uma ferramenta extremamente
atil tanto para o diagnostico como também vem sendo uma das principais prescricdes nao
farmacoldgicas na rotina terapéutica’®®*®®. Resultados importantes em pacientes cardiopatas
mostraram que o exercicio fisico é capaz de atenuar seus efeitos e, em alguns casos, até
promover a suspensdo de medicamentos®’. No entanto, embora numerosos relatem que o
treinamento aerébico melhora os sintomas clinicos e a qualidade de vida, reduzindo a taxa de

mortalidade e hospitalizacdo dos pacientes com IC os mecanismos envolvidos nos efeitos
16
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benéficos da atividade fisica sobre o musculo cardiaco durante o desenvolvimento e
estabelecimento da IC ndo estdo completamente esclarecidos. No presente trabalho, seréo
apresentados e discutidos os efeitos do treinamento fisico aerdbico realizado durante a
transicdo entre disfuncdo ventricular e insuficiéncia cardiaca com foco sobre os efeitos
estruturais e moleculares do coragdo. O entendimento dessas vias poderd favorecer a
elaboracdo e direcionamento dos programas de treinamento fisico para pacientes com

diferentes graus de IC, contribuindo para melhora na qualidade de vida destes pacientes.

OBJETIVO GERAL

O objetivo do trabalho foi avaliar as alteracdes morfoldgicas e moleculares do coragdo
e o efeito do treinamento aerdbico durante a transi¢do da disfungdo ventricular para a IC no

modelo de estenose adrtica em ratos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar o ventriculo esquerdo de ratos submetidos & estenose adrtica durante a transicdo
entre a disfungéo ventricular (18 semanas da cirurgia) e a IC (28 semanas da cirurgia) e a
influéncia do exercicio aerébico. Foram avaliados 0s seguintes parametros:
1. Estruturais e funcionais do coragéo pelo ecocardiograma;
2. Fibrose do ventriculo esquerdo pelo picrosirius;
3. Expressdo de genes:
a. Marcadores de hipertrofia patologica: ANP, BNP, MyH6 e MyH7;
b. Marcadores de degradacédo proteica: FoxO3, TNF-o e NF-kB;
c. Marcadores de fibrose: TGF-B, Collal, Colla2, Elastina e Fibrilina;
4. Expressdo de microRNAs pro-fibrético (miR-21) e anti-fibrético (miR-29b).

METODOLOGIA

Animais e grupos experimentais

Neste estudo foram utilizados 52 ratos Wistar machos (90 a 100 g e 30 dias de idade),
provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica (CEMIB), Campinas,
SP. Os animais foram mantidos em gaiolas (trés animais por gaiola), no Biotério de Pequenos
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Mamiferos do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina de Botucatu -
UNESP, em ambiente com temperatura controlada (23°C = 1) e ciclo de luminosidade
claro/escuro invertido (12/12h), onde receberam racdo e &gua ad libitum. Todos os
experimentos e procedimentos foram realizados de acordo com o Guia para o Cuidado e
Utilizacdo de Animais de Laboratdrio publicados pelo Instituto Nacional de Satde dos EUA e
foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto de Biociéncias de
Botucatu (Protocolo 495-CEUA — Anexo 1) e da Faculdade de Medicina de Botucatu
(Protocolo 1035-2013- CEUA — Anexo 2) da Universidade Estadual Paulista.

Para a realizacdo do experimento foram utilizados os seguintes grupos experimentais:

Sham 18 (n=8): Animais controle de 18 semanas;

* EA0 18 (n=12): Animais com estenose aortica 18 semanas ap0s a cirurgia,;

* Sham 28 (n=8): Animais controle de 28 semanas;

» Sham TR (n=8): Animais controle de semanas, submetidos a treinamento aerobico;

* EA0 28 (n=8): Animais com estenose aortica 28 semanas apds a cirurgia;

* EAO0 TR (n=8): Animais com estenose adrtica 28 semanas ap0s a cirurgia, submetidos a

treinamento aerdbico 10 semanas.

Protocolo Experimental

Para promover a remodelacédo cardiaca através da hipertrofia gradual e posterior I1C foi
utilizado o modelo da estenose adrtica supravalvar (EA0). Através de uma cirurgia 0s animais
desenvolvem remodelacdo cardiaca associada a disfuncéo diastélica com melhora da funcgéo
cardiaca seguida de menor desempenho sistélico e posteriormente desenvolvem insuficiéncia
cardiaca®™. Ribeiro et al. (2003)%, utilizando métodos ecocardiogréficos e hemodindmicos
observaram que apos 6 semanas da indugdo da estenose, 0s animais apresentaram aumento da
pressdo diastolica do ventriculo esquerdo e com 21 semanas, mesmo nao mostrando 0s sinais
de IC, ja apresentavam disfuncéo diastolica.

Na cirurgia os animais foram submetidos a tricotomia e toracotomia mediana, apos
anestesia com cloridrato de cetamina (50 mg/Kg intramuscular) e cloridrato de xilidino (10
mg/Kg intramuscular). A seguir, a aorta ascendente foi dissecada e um clip de prata, com 0,6
mm de didmetro interno, foi colocado a aproximadamente 3 mm de sua raiz dos animais dos

grupos EAo0 (n = 24). Durante a cirurgia, os ratos receberam ventilagdo manual a pressédo

Instituto de Biociéncias - Se¢do Técnica de Pds-Graduagdo
Distrito de Rubido Junior s/n CEP 18618-970 Cx Postal 510 Botucatu-SP Brasil
Tel (14) 3880-0780 posgraduacao@ibb.unesp.br



AVA
@ AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 3

u nesp " 40LI0 DE MESQUITA FILHO” r ,
Campus de Botucatu ’

T PG-BGA
positiva e 1 ml de soro fisioldgico aquecido, intraperitonealmente. Os animais dos grupos
controles (n = 24), pareados por idade e peso, foram submetidos a mesma cirurgia, porém sem
a colocacdo do clip (Figura 10).

Figura 10. Procedimento cirdrgico para a incluséo do clip de prata na aorta ascendente. A. ldentificag¢do

da artéria aorta ascendente; B. Colocacao do clip de prata com 0,6 mm de didmetro interno.

Apos 18 semanas da cirurgia, quando os animais apresentam diminuicdo da funcéo

ventricular, porém sem sinais de IC, demonstrada pela técnica do ecocardiograma 2%’

, 08
animais dos grupos EA0 18 e Sham 18 foram submetidos a eutanasia. Os animais dos grupos
controle (Sham 28, n = 8) e estenose adrtica 28 semanas (EAo0 28, n = 8), foram 0s grupos de
animais que permaneceram sem treinamento por um periodo de 10 semanas; 0s animais
estenose aortica treinados (EA0OTR, n = 8) e controle treinados (Sham TR, n=8), foram
submetidos a 10 semanas de treinamento fisico aerdébico. O protocolo de treinamento utilizado
esta descrito abaixo. O nosso laboratério demonstrou previamente que ratos com EA0
comecam a apresentar evidéncia de IC cerca de 21-25 semanas apds a cirurgia®™. Assim, apos
28 semanas, todos os 3 grupos foram submetidos a um outro ecocardiograma e foram, entéo,
eutanasiados. O delineamento experimental esta apresentado na Figura 11. No momento da
eutanasia, os ratos foram pesados e anestesiados com pentobarbital sodico
intraperitonealmente (50 mg/kg). O coragéo foi removido por meio de toracotomia, e 0s atrios
e ventriculos foram separados e pesados. Os ventriculos esquerdos, que foram escolhidos
devido a sua intima relagdo com o desenvolvimento da IC, ou seja, um dos tecidos mais
afetados durante a evolucdo da patologia, foram coletados, imediatamente congelados em
nitrogénio liquido e armazenados a -80°C. Para a analise de IC, dois observadores
determinaram a presencga ou auséncia de caracteristicas clinicas e patoldgicas no momento da

eutandsia. O achado clinico sugestivo de IC foi taquipneia/ dispneia. A avaliacdo patolégica
19
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de descompensacdo cardiaca incluiram trombos no atrio esquerdo, congestdo pulmonar,
hipertrofia ventricular direita, ascite e congestao hepatica®. Neste estudo, foram considerados
animais com IC os ratos com trombo atrial, congestdo pulmonar, e/ou hipertrofia ventricular
direita®. Além disso, foi analisada a mortalidade dos grupos experimentais antes e apés o

periodo do treinamento.

Figura 11. Delineamento experimental. Sham 18, grupo controle com 18 semanas; EAo 18, animais submetidos a
cirurgia de estenose adrtica com 18 semanas; Sham 28, grupo controle com 28 semanas nédo treinado; Sham, grupo
controle com 28 semanas treinado TR; EAo 28, grupo estenose adrtica com 28 semanas ndo treinado; EA0TR, grupo

estenose adrtica com 28 semanas treinado.
Determinagédo do limiar de lactato

Para determinar o limiar de lactato e a velocidade na qual o limiar ocorreu, os animais
que realizaram o treinamento fisico foram submetidos a um teste de esforco incremental em
esteira”™. O limiar de lactato foi definido como a velocidade de corrida que poderia ser
mantida sem o aumento de 1,0 mmol/L de lactato acima da concentracdo de lactato
sanguineo, obtido na velocidade anterior 2. O protocolo utilizado para o teste de cargas
incrementais foi adaptado do trabalho anteriormente descrito por Carvalho et al. * e foi
realizado no final das semanas 1 (semana de adaptagéo), 4 e 7.

Depois de uma semana de adaptacdo (10 min/dia) para os exercicios na esteira, 0s ratos
foram submetidos ao teste de esforgo. A velocidade da esteira comegou a 6 m/min, e foi
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progressivamente aumentada em 3 m/min a cada 3 min a 0 % de inclinacdo até a exaustdo dos
animais, o qual foi definido quando o animal se recusou a correr mesmo sob estimulo sonoro
ou quando a coordenacdo entre as passadas se apresentou dificultada ao longo de 3 minutos.
Apds cada aumento de carga, o animal foi removido manualmente da esteira por 1 min para
coleta de sangue da cauda. O sangue foi pipetado uniformemente sobre uma tira teste, o qual
foi inserido um analisador portatil de lactato, previamente calibrado (Accutrend Lactato,

Boehringer-Mannheim)®*®.

Treinamento aerdbico

Os animais dos grupos ShamTR e EAo0TR foram submetidos a um programa de
treinamento aerdbico em esteira durante 10 semanas (5 dias/semana; Figura 12). Os animais
ndo receberam qualquer estimulo de treinamento. O programa de treinamento, adaptado de De
Sousa et al., 2002%, Siu et al., 2004%"e Pacagnelli et al., 2014%, teve inicio ap6s uma semana
de familiarizacdo com a esteira e com a execucdo do exercicio. O volume (tempo) e
intensidade (velocidade) de treinamento foi progressivo, sendo equivalente a 5 min, 5 m/min
(12 sem); 6 m/min (22 a 42 sem); 12 m/min (5% a 72 sem); e 15 m/min (82 a 102 sem; Tabela 1).
A intensidade (velocidade) correspondeu ao limiar de lactato, que foi determinado pelo teste
de esforgo incremental (descrito acima) realizado ao final das semanas 1, 4 e 7 para ajustar a

velocidade do treinamento. As sessdes de treinamento foram realizadas sempre no mesmo

periodo do dia, entre 14 e 16h.
-

Figura 12. Foto ilustrativa dos animais realizando o treinamento aerébico em esteira.

Tabela 1. Protocolo de treinamento aerébico para os animais com EAo.

Semanas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Duracéo (min)
10 12 14 16 18 20 20 22 22

Velocidade 5 6 6 6 12 12 12 15 15 15
(m/min)

Ecocardiograma

A funcéo ventricular foi avaliada, na 18% e 282 semanas do experimento, atraves do
ecocardiograma® utilizando o ecocardiégrafo da General Electric Medical Systems (modelo
S6) equipado com transdutor eletronico multifrequencial de 5 — 11,5 MHz. A preparacéo dos
animais e a realizagdo do ecocardiograma foi feita de acordo com os trabalhos
publicados*® !, Os animais foram anestesiados com cloridrato de quetamina (50 mg/kg) e
cloridrato de xilidino (1 mg/kg) por via intraperitonial. Ap0ds tricotomia da regido anterior do
torax, os animais foram posicionados em decubito lateral esquerdo para realizagdo do

ecocardiograma.

Figura 13. Ecocardiograma na regido do térax dos animais (A); Ecocardiégrafo utilizado para as analises (General
Electric Medical Systems - modelo S6) (B).

Para medir as estruturas cardiacas, utilizamos imagens em modo-M com o feixe de
ultra-som orientado pela imagem bidimensional com o transdutor na posi¢ao paraesternal eixo

menor. A imagem monodimensional do ventriculo esquerdo foi obtida posicionando o cursor

100

do modo-M logo abaixo do plano da valva mitral entre os musculos papilares™. As imagens

da aorta e do atrio esquerdo também foram obtidas na posicao paraesternal eixo menor com 0
22
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cursor do modo-M posicionado ao nivel da valva adrtica. O registro da imagem
monodimensional foi realizado por meio da impressora UP-895MD da Sony Co®.

Posteriormente, as estruturas cardiacas foram medidas manualmente com o auxilio de
um paquimetro seguindo as recomendacdes da American College of Echocardiography'®? em,
pelo menos, cinco ciclos cardiacos consecutivos. O diametro diastélico do ventriculo
esquerdo (DDVE) e a espessura diastolica da parede posterior do VE (EDPP) foram medidos
no momento correspondente ao didmetro maximo da cavidade. O diametro sistélico do VE
(DSVE) foi medido no momento correspondente ao didmetro minimo da cavidade. As
seguintes variaveis estruturais foram medidas: o didmetro da aorta (AO) e do atrio esquerdo e
outras calculadas: a espessura relativa do VE na diastole (Esp. Rel., calculado como
2*EDPP/DDVE).

A funcdo sistolica do VE foi avaliada calculando-se a porcentagem de encurtamento
endocardico, Enc. Endo. [(DDVE-DSVE)/DDVE], a fracdo de ejecdo e a velocidade de
encurtamento da parede posterior do VE, VEPP, que é a velocidade correspondente a tangente
méaxima do movimento sistolico da parede posterior.

No estudo da funcéo diastolica do VE foram medidos os picos das velocidades do
fluxo transvalvar mitral correspondentes a fase de enchimento inicial (onda E) e tardia
consequente & contracdo atrial (onda A), bem como o célculo da razdo onda E/onda A. A
medida dos fluxos foi realizada no monitor do ecocardidgrafo.

Dados Anatdmicos

Apos 18 e 28 semanas do experimento, 0os animais foram pesados, anestesiados com
pentobarbital sédico (50mg/kg, i.p) e eutanasiados por decapitacdo. O ventriculo esquerdo foi
dissecado e coletado. O ventriculo direito tambem foi dissecado e pesado separadamente. As
relacbes entre os pesos dos ventriculos direito (PVD) sobre o peso corporal (PC) dos ratos

(PVD/PC) foram utilizadas como indices de hipertrofia dos ventriculos.

Anélise Morfoldgica

Apo0s a retirada do ventriculo esquerdo, uma porcdo foi separada e imediatamente
imersa em Formol tamponado 10% para fixacdo e posteriormente incluido em parafina.

Cortes histologicos transversais (6 um) foram obtidos em um micrétomo, e submetidos a
23
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coloracdo de Picrosirius para analise da morfologia e quantificacdo do coldgeno da matriz
extracelular. Areas de tecido conjuntivo foram quantificadas utilizando um sistema de analise de
imagem (Leica QWin Plus, Alemanha). A éarea relativa ocupada pelo tecido conjuntivo foi
quantificada em pelo menos cinco campos de cada corte em aumento de 40x, e os dados obtidos
foram expressos como a porcentagem da area total. Todas as andlises foram realizadas pelo

mesmo examinador, cego para 0S grupos experimentais.

Avaliacdo quantitativa da expressdo génica por Reagdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real ap6s Transcri¢do Reversa (RT-gPCR)

a) Extracdo de RNA com RNasy (Quiagen).

O RNA foi extraido das amostras utilizando o Kit comercial RNasy (Quiagen) seguindo
as recomendacdes do fabricante. Amostras do musculo cardiaco previamente congeladas em
nitrogénio liquido, foram homogeneizadas (homogeneizador IKA UltraTurrax/T-25) em 600
ul de Buffer RLT, centrifugadas (3 minutos) e no sobrenadante foi adicionado 70% do
volume de etanol. O volume de 700 pul de cada amostra foi transferido para a coluna de
centrifugacdo RNeasy Mini em um tubo de 2 ml e centrifugado por 15 segundos a >8000xg; o
filtrado foi descartado. Foi adicionado 700 ul do Buffer RW1, sendo centrifugado por 15
segundos a >8000xg; o filtrado foi descartado novamente entéo adicionado 500 ul do Buffer
RPE e centrifugado por 15 segundos a >8000xg novamente descartando o filtrado. Foi
adicionado novamente 500 pl do Buffer RPE e centrifugado por 2 minutos a >8000xg. O
contetdo foi colocado num novo tubo e centrifugado em velocidade total para secar a
membrana. A coluna de centrifugagdo RNeasy Mini foi colocada num tubo de 1,5 ml com
adicao de 30-50 pul de agua livre de RNA e centrifugada por 1 minuto a >8000xg para diluir 0
RNA.

O RNA foi quantificado por espectrofotometria a 260 nm, usando-se o fator de corregéo
proprio para o RNA (40). Foi também determinada a razdo entre as medidas
espectrofotométricas a 260 e 280 nm (razdo entre a quantidade de RNA e proteinas), o que
nos forneceu uma estimativa da qualidade da extragdo. As amostras utilizadas tiveram razdo =
1,8.
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b) Analise da integridade do RNAm

A integridade do RNA foi verificada por eletroforese capilar utilizando o sistema
Bioanalyzer (2100 Bioanalyzer, Agilent Technologies, Santa Clara, CA). Este sistema fornece
um valor que representa a integridade do RNAm (RnalntegrityNumber - RIN). Os valores das

amostras utilizadas foram superiores a 7,0, indicando um RNA integro™®.

c) Tratamento do RNA com DNase

Conforme as instrucdes do protocolo DNase | - Amplification Grade (Invitrogen Life
Technologies, Carlshad, CA, EUA), o RNA total destinado a reacéo de transcri¢do reversa foi
transferido para microtubo esteril, onde foi acrescentado 1 ul de tampdo DNase, 1 ul de
DNase | (lunidade/ml) e agua destilada tratada com DEPC e autoclavada na quantidade
suficiente para completar 10 ul de solugdo. Essa solucdo permaneceu a temperatura ambiente
durante 15 min e, em seguida, foi acrescida de 1 pl de EDTA (25mM) e incubada a
65°C/10min.

d) Reacado de Transcricdo Reversa e PCR quantitativo em Tempo Real de miRNA
(RT-qPCR):

Para as anélises de expressdo dos microRNAs, foi realizada a transcri¢do reversa do
RNA extraido pelo TagMan®MicroRNA Reverse Transcription kit (Life Technologies,
Carlsbad, CA, EUA) combinado com o kit TagMan®MicroRNAAssays (Life Technologies,
Carlsbad, CA, EUA), conforme instrucGes do protocolo.

Para a analise da expressdo dos microRNAs foram utilizadas amostras de 5 grupos
experimentais (Sham 18, EAo 18, Sham 28, EAo0 28 e EA0TR). Os niveis de expressdo dos
microRNAs foram detectados por RT-qPCR, através da plataforma QuantStudio™ 12K Flex
Real-Time PCR System (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). Cada amostra de cDNA
correspondente aos microRNAs obtidos das amostras musculares foi amplificada através do
ensaio TagMan® small RNA assay (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), contendo
primers e sondas de hidrdlise especificos para 0os microRNAs miR-21 e miR-29b. A
quantificacdo relativa da expressdo foi realizada pelo método do CT comparativo
(Livak&Schmittgen, 2001). As expressdes dos microRNAs foram normalizadas pela

expressdo do RNA néo codificante UG6.
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e) Reacdo de Transcrigdo Reversa (RT) mRNA

A transcricdo reversa do RNA total obtido dos musculos cardiacos foi realizados usando
o kit High CapacitycDNA (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). Aliquotas contendo 2 pg
de RNA total ao qual foram adicionados 2 ul de Randon Primers (50 ng/ul), 0,8ul de dNTP
(100mM), 2 ul de tampéo de transcriptase reversa (10X RT Buffer), 1 ul de enzima de
transcriptase reversa MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U/ul), 1 ul do inibidor de
RNase (20 U/ul) e o volume ajustado para 20 pl com agua livre de nucleases. Cada amostra
foi incubada a 25 °C por 10 min e 37 °C por 120 min, seguido, da inativacdo da transcriptase
reversa a 85 °C por 5 min e o produto da reagéo armazenado a -20 °C.

f) Reacdo em cadeia da polimerase em Tempo Real (RT-gPCR) mRNA dos grupos
de 28 semanas

O TLDA contém oito locais para a adi¢do da amostra, sendo cada um conectado por um
micro canal a 48 pogos, totalizando 384 pocos por cartdo. As sondas TagMan gene especificas
foram escolhidas e incorporadas em cada poc¢o (Tabela 2). Todos os genes foram medidos por
RT - gPCR utilizando os cartdes de TLDA (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). Cinco
genes de referéncia foram testados 18S rRNA (Hs99999901 s1), ACTB (Rn00667869_m1),
GAPDH (Rn01775763_g1), HPRT1 (Rn01527840_m1) e TBP (Rn01455648_m1), no entanto
GAPDH e ACTB foram utilizados como genes de referéncia para normalizar os dados, uma
vez que eles apresentaram maior estabilidade. Um total de 100 pl da mistura da reagdo, sendo
10 pl de cDNA (200 ng RNAm), 40 pl de agua ultrapura e 50 pul TagMan Universal PCR
Master Mix (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) foram adicionados a cada um dos oitos
pogos do TLDA. O volume final em cada pogo do cartdo de TLDA é de cerca de 1 pul. O
volume excedente era necessario para o carregamento adequado do cartdo. As placas foram
centrifugadas duas vezes a 1200 rpm durante 1 min de cada vez, selado, e colocado no
termociclador. O protocolo de amplificacdo utilizado foi: 2 min a 50 °C para ativar a uracil-
DNA glicosilase (UNG), 10 min a 95 °C (ativagéo), 40 ciclos de denaturacdo a 95 °C for 15s,
e anelamento e extensdo a 60 °C por 1 min e a termociclagem e detec¢édo da fluorescéncia foi
realizada pelo sistema de deteccdo da Applied Biosystems ABI Prism ViiA7 com ABI Prism

ViiA7 SDS Software 2.4. A quantidade relativa de cada gene alvo foi calculado através da
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média do 27 onde ACt = Ct — Ct(genes de referencia)- O ciclo threshold foi automaticamente dado
pelo programa SDS 2.2 (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e as analises de expressao
génica foram realizados nos programas gBase plus (Biogazelle, Gent, Bélgica) e DataAssist,
v3.0 (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA).

Tabela 2. Genes estudados através do TLDA para os grupos de 28 semanas por RT-qPCR .

Simbolo Nome Acdo N° de Acesso
TNF-a Tumor necrosis factor alpha NM_012675.3
NF-kp factor nuclear kappa beta Atrofia AF079314.1
FOXO03 Forkhead box protein O3 Cardiaca NM_001106395
GSK3pB Glycogen synthase kinase 3 beta NM_032080.1
TGF-B Transforming growth factor beta AY550025.1
COL1A1 Collagen, type I, alpha 1 Fibrose NM_053304
COL1A2 Collagen, type I, alpha 2 cardiaca NM_053356
FBN1 Fibrillin-1 AAD34438
ELN Elastin BC085910
BNP Brain natriuretic peptide M25297.1
ANP Atrial natriuretic peptide Hipertrofia NM_012612.2
a-MyHC a-Myosin cardiaca AF074962.1
B-MyHC B-Myosin AY191159.1
IGF-1 Insulin-like growth factor 1 X06043
MMP1 Matrix metalloproteinase-1 Modeladores NM_001134530.1
MMP9 Matrix metalloproteinase-9 da matriz NM_031055.1
MMP8 Matrix metalloproteinase-8 NM_022221.1
B-Actin S-Actin Endbgenos EF156276.1
GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase NM_017008.4

N° Acesso: nimero de acesso as sequéncias publicadas no GenBank.

g) Reacdo em cadeia da polimerase em Tempo Real (RT-gPCR) mRNA dos grupos
de 18 semanas

Aliquotas de 2ul da reacdo de RT foram adicionadas a uma mistura contendo, 12,5 ul de
Platinum SYBR® Green gPCRSupermix-UDG, 2ul de primers “sense” e “anti-sense” (5 uM)
e 0 volume completado para 25ul com &gua ultra pura, livre de RNAse, (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA) para cada amostra. Os primers para os genes analisados
(Tabela 3) foram obtidos através do programa para desenho de primers OligoPerfectTM

Designer disponivel no endereco eletrdnico (www.invitrogen.com/oligos), a partir de
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sequéncias publicadas no GenBank (www.pubmed.com), para garantir a especificidade das

sequéncias-alvo, evitar a formagdo de estruturas secundarias dos primers e a dimerizacdo

dentro de cada primer e entre 0s primerssense e anti-sense. Foi testada a concentragdo 6tima

dos primers (100 a 500 nM), e a analise da curva de anelamento para identificar a formacao

de dimeros dos primers e a especificidade da reacdo. As condic¢des dos ciclos da rea¢do do

gPCR foram padronizadas de acordo com as instrucdes do fabricante do equipamento

adquirido. Os valores obtidos foram normalizados pelo fator de normalizacdo dos genes

constitutivos mais estaveis. O nimero 6timo e a escolha dos genes de referéncia foram

experimentalmente determinados™*“.

Tabela 3. Genes estudados através do SYBR® Green para os grupos de 18 semanas por RT-gPCR .

Simbolo Nome Acéo N° de Acesso Sequéncia
TNF-a Tumor necrosis factor alpha NM 012675.3 R - GTCTGGGCCATGGAACTGAT
- F - GCCACCACGCTCTTCTGTC
NF-kp factor nuclear kappa beta AF079314.1 R - TCCACATTCCTCCTCCTCCCT
Atrofia cardiaca F - CCCTGCGAGTGTCTATAACTTTG
FOXO03 Forkhead box protein O3 NM 001106395 R - AACGTGACCAGTGTTGCTGA
B F - ACTCTACCTGAACAGCCCCA
GSK3p Glycogen synthase kinase 3 beta NM 032080.1 R - AACGTGACCAGTGTTGCTGA
_ F - ACTCTACCTGAACAGCCCCA
TGF-B Transforming growth factor beta AY550025.1 R - GACTGGCGAGCCTTAGTTTG
F - GGACTCTCCACCTGCAAGAC
COL1A1 Collagen, type I, alpha 1 NM 053304 R-CTTCTCCTTGGGGTTTGGGC
B F - ACCTGTGTGTTCCCCACTCA
COL1A2 Collagen, type I, alpha 2 Fibrose cardiaca NM 053356 R - GCACCAGGCTGTCCTTTCAA
B F - ACAAGGTGCTCGTGGTTTCC
FBN1 Fibrillin-1 AAD34438 R - AACTTTCCCAGGCTTTCCTC
F - GGTGGCTTAGGAGTCTCAAC
ELN Elastin BC085910 R - AACTTTCCCAGGCTTTCCTC
F - GGTGGCTTAGGAGTCTCAAC
BNP Brain natriuretic peptide M25297.1 R - AAAACAACCTCAGCCCGTCA
F - TGGGCAGAAGATAGACCGGA
ANP Atrial natriuretic peptide NM 012612.2 R - CAGGTTCTTGAAATCCATCAGA
- F - CTCTTCCTGGCCTTTTGGCT
a-MyHC a-Myosin Hipertrofia cardiaca AF074962.1 R-ATCGTGCATTTTCTGCTTGGCG
F - TCCGCAAGGTGCAGCACGAG
B-MyHC B-Myosin AY191159.1 R-ACTCTTCATTCAGGCCCTTGGCG
F - GGCAGAGGAGAGGGCGGACA
IGF-1 Insulin-like growth factor 1 X06043 R - TCCGAATGCTGGAGCCATAG
F-TTCAGTTCGTGTGTGGACA
MMP1 Matrix metalloproteinase-1 NM 001134530.1 R-TGTTTCCACATTCTGCCGGG
B F-TGCTGTTGCTTCTCTTGGCTA
MMP9 Matrix metalloproteinase-9 Modelador da matriz NM 031055.1 R - TGGTTATCCTTCCACTGAGGG
B F - GGAGAATCCAACCCACTCAC
MMPS8 Matrix metalloproteinase-8 NM 022221.1 R - CCTGCTGGAAAACTGCATCAA
_ F - TCCAGGTTACCCCACTAGCAT
R-Anrtin B-Actin FR1562761 R - AACGCAGCTCAGTAAGAGTCCGC
E F - AGTCCGGCCCCTCCATCGTG
GAPDH Endégeno NM_017008.4

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

R - GGCATGGACTGTGGTACTGA
F - ACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA

N° Acesso: nimero de acesso as sequéncias publicadas no GenBank.

Forma de analise dos resultados
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Para a anéalise dos resultados que ndo obtiveram a distribuicdo normal, foi utilizada o
método ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, complementada com o Teste de Dunn. Ja para a
andlise dos resultados que obtiveram a distribui¢do normal, foi utilizada a anélise de variancia
(ANOVA) (média + DP), complementada com teste de comparagdes multiplas de Tukey'®. O
grau de associacdo entre as variaveis foi verificado pelo calculo do coeficiente de correlacdo
linear de Pearson. O nivel de significancia considerado foi de 5% (p < 0,05).

RESULTADOS

Ecocardiograma 18 Semanas e 28 Semanas

Dezoito semanas apos a indugdo da estenose adrtica, foram observados hipertrofia do
ventriculo esquerdo (VE), caracterizada pelo aumento da massa ventricular (mVE), aumento
da espessura diastélica da parede posterior do VE (EDPP) e aumento na espessura relativa da
parede do VE (Esp. Rel. VE), e disfungdo diastolica do ventriculo esquerdo demonstrada pelo
aumento da relagéo onda E do fluxo mitral pela onda A do fluxo mitral (E/A) e aumento da
relacdo didmetro do atrio esquerdo pelo didmetro da aorta (AE/AQO) nos animais do grupo
EAo0 18 comparada ao Sham 18 (Tabela 4).

Ao final do experimento (28 semanas ap0s a cirurgia), todos os parametros analisados,
com excecdo da frequéncia cardiaca (FC) e do peso corporal (PC) foram maiores no grupo
EAo 28 comparado ao grupo Sham 28. Nesse mesmo periodo, no grupo EAOTR, 0s
parametros didmetro diastolico e sistolico do VE (DDVE e DSVE) e E/A foram menores em
relacdo ao EAo 28 e a fracdo de ejecdo e a porcentagem de encurtamento do endocérdico (%
Enc. Endo) foram maiores no grupo treinado (Tabela 4).

Comparando os grupos com EAo (18 e 28 semanas) houve aumento do diametro
diastdlico e sistdlico do VE (DDVE e DSVE), da espessura diastélica da parede posterior do
VE (EDPP) e da E/A, diminuicgéo da fragdo de ejecdo e da porcentagem de encurtamento do
endocérido (% Enc. Endo.) (Tabela 4).
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Tabela 4. Dados ecocardiograficos
Pardmetros Grupos

Sham 18 EAo0 18 Sham 28 ShamTR EAo 28 EAOTR
FC (bpm) 276 £ 26 296 + 27 301+26 309 + 49 282+ 49 282+55
PC (9) 460 + 48 418 + 45 489 + 29 475 + 47 464 + 36 440 + 45
DDVE (mm) 8,07+0,60 9,00+ 0,66* 8,40+0,66 8,42+0,38 9,14 £ 0,32 *1 8,19+0,77 t
DSVE (mm) 438+062 488+1,25 382+0,63 3,84+0,36 5,08 + 0,57 *1 341+1,01t
EDPP (mm) 1,36 £0,04 1,97 £0,32* 1,46 £0,06 1,43+0,07 229+020*F%  2,15+0,258
mVE (9) 0,76+0,11 1,62 +0,65* 0,9+0,10 0,88+0,10 1,84 +0,30* 1,49 £ 0,40 §t
Esp. Rel. VE 0,34+0,02 0,45+ 0,06* 0,35+0,03 0,34+0,02 0,51+0,05* 0,53+0,08 §
AE (mm) 503+052 7,86+1,82* 57+0,2 6,24+ 0,6 8,46 + 0,49* 85+0,88§
AE/AO 1,31+£0,13 2,06 £0,54* 1,44+0,10 156+0,18 2,21+0,26* 2,08+0,24 8§
Enc. Endo (%) 4592 +500 46,11+10,83 55,33+4,40 54,37+4,02 43,78 £ 6,68 *+ 58,84 + 10,72 t
E/A 1,68+0,29 3,94 +252* 1,33+0,32 1,36+0,2 7,93+ 1,75 *% 424+223 1t
Fracgdo ejecdo 86+2 88+2 90+3 90+3 82+6*F 92+6t

FC: frequéncia cardiaca; DDVE e DSVE: diametro diastélico e sistélico do VE; EDPP: espessura diastdlica da parede posterior do

VE; Esp. Rel.: espessura relativa da parede do VE; AE/AQ: relacdo didametro do atrio esquerdo/ didmetro da aorta; Enc. Endo:

porcentagem de encurtamento endocardico; E/A: relagdo onda E do fluxo mitral / onda A do fluxo mitral. VValores expressos em
média = DP. * p < 0,05 vs. Sham; 0 p < 0,05 vs. Sham 28; 1 p < 0.05 vs. EA0 18; § p < 0,05 vs. ShamTR; T p < 0,05 vs. EAo 28. One-

way ANOVA com Tukey post hoc teste quando apropriado.

Desempenho do treinamento

relagdo ao treinamento utilizado, observou-se aumento da tolerancia e

desempenho, como demonstrado por aumento significativo na velocidade do limiar de lactato

nos testes realizados nos grupos ShamTR e EAO0TR entre as semanas 1 e 7 (Figura 14).

Figura 14. Concentracdo de lactato sanguineo nos grupos ShamTR e EA0TR avaliados na primeira, na 4% e na 72

semanas de treinamento por teste de carga incremental. Os valores estdo expressos em média + DP. Diferengas no
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mesmo periodo foram no grupo EA0TR: a. vs. 9 m/min; b. vs. 15 m/min; e c. vs. 18 m/min. ShamTR: d. vs. 12 m/min;

e.vs. 21 m/ min; f. vs. 24 m/min. One-way ANOVA com Tukey post hoc teste quando apropriado.
Sinais clinicos e patoldgicos de insuficiéncia cardiaca

Neste estudo, o diagnostico de IC foi baseado na presenca de taquipneia e dispneia, e
confirmado pelos achados patoldgicos post mortem, como derrame pleural, ascite e trombo
cardiaco. Ap6s 18 semanas de experimento os animais do grupo EAo 18 apresentaram
somente derrame pleural e trombo cardiaco com leve intensidade e pouca frequéncia. Ja os
animais do grupo EAo0 28 apresentaram sinais clinicos e patologicos de IC em maior
intensidade e frequéncia. Ja, 0s animais do grupo EA0OTR demonstraram menor intensidade e
frequéncia dos sinais reportados (Tabela 5). Nenhuma alteragcdo foi observada nos grupos
Sham 28 (ndo mostrado). O periodo de treinamento foi bem tolerado. A mortalidade do grupo
EAo0 28 foi de quatro animais enquanto que nos animais do grupo EA0TR foi de um animal.
Nos grupos EA0 18, Sham 18 e Sham 28 ndo houve mortes (dados ndo mostrados).

Tabela 5. Dados clinicos e patoldgicos dos grupos EAo 18 (n = 12), EAo0 28 (n = 8) e EA0TR (n = 8).

Sinais Clinicos Grupos Frequéncia Relativa (%)
EA0 18 nenhum
Taquipnéia EAo0 28 25 +; 50 ++
EAOTR 25 +
EA0 18 nenhum
Ascite EAo0 28 12,5 +; 75 ++
EAOTR 50 +
EA0 18 8,3+, 83 ++
Derrame pleural EAo0 28 50 +; 12,5 ++; 12,5 +++
EAOTR 50 +
EA0 18 8,3
Presenca de trombo
i EAo0 28 75
cardiaco
EAOTR 125

Intensidade do sinal: + leve; ++ moderado; +++ severo
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Dados Anatdmicos

Dados anatémicos relevantes estdo resumidos na Tabela 6. Com 18 semanas apés a
cirurgia e antes do periodo do treinamento aerobico, todos os animais do grupo com estenose
adrtica apresentaram deterioracdo da estrutura e fungdo diastolica cardiaca, com somente
alguns sinais de IC, com excec¢éo da hipertrofia ventricular direita. Ao final do experimento,

o0s animais EAo 28 apresentaram alteracdo em todos os parametros estudados.

Tabela 6. Dados anatdmicos dos animais dos grupos Sham 18 (n=8), EAo 18 (n = 12), Sham 28 (n=8), ShamTR (n=8), EAo0 28
(n=8)e EAOTR (n =38).

Parametros Grupos

Sham 18 EA0 18 Sham 28 ShamTR EA0 28 EAOTR
PC (9) 460 + 48 418 + 45 489 + 29 475 + 47 464 + 36 440 + 45
VD (g) 0,29+0,04 043+0,12* 0,25+0,05 0,24+003 046%+0,10* 0,35%+0,098
VD/PC 0,63+0,08 1,06+0,3 052+0,09 051+004 100+0,26* 0,86+0,258
Atrios (9) 0,13+0,06 0,39+0,19* 0,11+0,03 0,10+0,01 0,40%0,08* 0,280,098
Atrios/PC 0,28+0,14 094+043* 0,23+0,06 0,2+0,02 087+0,17* 0,64+0,228
Pulmédo(g) 157+0,6 28+1,15* 192+044 189%0,2 3,25+0,62* 2,52+0,59
Pulmao/PC 3,4+0,6 53+2,8* 392+093 4,00+053 7,16+153* 549+1,178§
Figado (g) 2,9+0,07 3,28+0,28* 3,19+0,02 3,14+0,07 3,37+0,09* 3,26+0,04 1§

PC, peso corporal; VD, ventriculo direito. Dados estdo expressos em média + DP. * p < 0,05 vs. Sham; 6 p < 0,05 vs.
Sham 28; 1 p < 0.05 vs. EA0 18; § p < 0,05 vs. ShamTR; t p < 0,05 vs. EAo 28. One-way ANOVA com Tukey post

hoc teste quando apropriado.
Analise morfolégica

A fibrose do miocardio é uma caracteristica da hipertrofia cardiaca patolégica, desta
forma nds analisamos nos grupos experimentais o contetdo de colageno no tecido muscular
cardiaco do ventriculo esquerdo. A analise histolégica demonstrou que houve aumento na
deposicao de coldgeno no grupo EAo0 28 quando comparado ao Sham 28 e aumento no grupo

EAOTR em relacdo ao grupo ShamTR (Figura 15).
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Figura 15. Imagens representativas do ventriculo esquerdo corado com picrosirius red e o percentual de fibrose nos
grupos Sham 18, EAo 18, Sham 28, ShamTR, EAo 28 e EA0TR. * p < 0,05 vs. Sham; 0 p < 0,05 vs. Sham 28; £ p <
0.05 vs. EAo0 18; § p < 0,05 vs. ShamTR; t p < 0,05 vs. EAo 28. Método ndo paramétrico de Kruskal-Wallis,

complementada com o Teste de Dunn a posteriori quando apropriado.

Avaliacdo quantitativa da expressdo génica por Reagdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real ap6s Transcri¢do Reversa (RT-gPCR)

Micro-RNAs relacionados a fibrose cardiaca

A fibrose cardiaca tém sido associada a varios fatores, entre os quais, a acdo conjunta
de miRNAs e seus alvos que sdo componentes da matriz extracelular ou enzimas de

modelacdo da matriz. O miR-21, que apresenta acdo pro-fibrotica e esta relacionado a
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hipertrofia cardiaca com a modulagdo da atividade da MMP-2, apresentou alta expressdo no
grupo EA0 18 em relagdo ao Sham 18 e nos grupos EA0 28 e EA0TR comparados aos grupos
Sham 28 e EA0 28, respectivamente (Figura 16).

O miR-29b, que apresenta acdo anti-fibrotica, possui relagdo com a supressdo de
varias proteinas da matriz extracelular, com o crescimento e apoptose dos cardiomidcitos,
teve sua expressdo aumentada no grupo EAo 18 comparado ao Sham 18 e no grupo EA0TR
comparado ao EAo 28. O nivel de expressdo desse miRNA mostrou-se diminuido no grupo
EAo0 28 comparado ao grupo Sham 28 (Figura 16).

Figura 16. Quantificacdo do miRNA de genes envolvidos com a fibrose do miocardio dos animais nos grupos Sham 18,
EAo0 18, Sham 28, EA0 28 e EAOTR. * p < 0,05 vs. Sham; 6 p < 0,05 vs. Sham 28; £ p < 0.05 vs. EA0 18; § p < 0,05 vs.
ShamTR; T p < 0,05 vs. EAo 28. One-way ANOVA com Tukey post hoc teste quando apropriado.

Genes marcadores de hipertrofia cardiaca patolégica

A hipertrofia cardiaca patologica tem sido associada com a reativacao e a regulacao
positiva de genes fetais nos cardiomidcitos incluindo o peptideo natriurético atrial (ANP),
peptideo natriurético cerebral (BNP) e a isoforma lenta de MyHC (B-MyHC ou MyH7). Por
outro lado, ocorre a regulagdo negativa de genes normalmente expressos em niveis mais
elevados em adultos em comparacdo ao estagio fetal, como a isoforma répida de MyHC (a-
MyHC ou MyH6)*!%" Os niveis de mRNA destes 4 genes foram avaliados no ventriculo
esquerdo por PCR em tempo real.

Os resultados mostraram que o treinamento fisico, nos animais com EAo ndo alterou

0s niveis de expressdo dos marcadores ANP e do BNP. No entanto, houve aumento
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significativo na expressao no grupo EAo 18, comparado ao Sham 18, no grupo EAo 28

comparado ao Sham 28 e no grupo EA0TR comparado ao Sham TR.
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Em relacdo ao gene BNP, houve aumento significativo no grupo EAo 18, comparado
ao Sham 18, no grupo EAo 28 comparado ao Sham 28 e EAo 18, no grupo EAOTR
comparado ao ShamTR. Os niveis de MyH6 (o-MyHC) foram menores nos animais dos
grupos EAo0 18, EA0 28 e EAOTR comparados com os respectivos grupos Sham 18, 28 e TR.
Para a MyH7 (B-MyHC), os niveis de expressdo foram maiores nos animais do grupo EAo 28
comparados com o grupo Sham 28. (Figura 17).

*

60 4 l i §

40-

Sham 18
EAo 18
Sham 28
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Figura 17. Quantificacdo do mRNA de genes envolvidos com a hipertrofia patoldgica do miocardio, nos animais dos
grupos Sham 18, EAo 18, Sham 28, ShamTR, EAo 28 e EA0TR. * p < 0,05 vs. Sham; 0 p < 0,05 vs. Sham 28; £ p <
0.05 vs. EA0 18; § p < 0,05 vs. ShamTR; t p < 0,05 vs. EAo 28. One-way ANOVA com Tukey post hoc teste quando

apropriado.
Genes relacionados a degradacao proteica e hipertrofia fisiologica

Para maior compreensdo dos mecanismos responsaveis pela atrofia e hipertrofia
fisiologica do coragdo durante a transicdo da disfuncdo para a IC, analisamos a expressao
génica de componentes de vias de degradacdo e sintese proteica do musculo cardiaco nos
grupos experimentais estudados. Apds a analise dos alvos envolvidos com o processo de
protedlise, observou-se um aumento na expressdo do gene TNF-a no grupo EAo 18 em
relacdo ao grupo Sham 18 e dos genes FoxO3, TNF-a, NF-kB no grupo EAo0 28 em relagdo
ao grupo Sham 28. Quando comparamos 0s grupos EAo 28 com o EA0OTR observamos uma
prevencdo no aumento da expresséo do gene TNF-a nos animais treinados e entre 0S grupos
Sham 18 e Sham 28 uma diminuicédo da expressédo do gene do NF-xB (Figura 18A).

Quanto ao gene envolvido com o processo de hipertrofia fisioldgica cardiaca,
observou-se diminui¢do na expresséo do gene IGF-1 no grupo EAo 28 quando comparado ao
grupo Sham 28. Comparando os grupos EAo 18 e EAo0 28, observou-se que ao longo do
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desenvolvimento da IC ha uma diminuicdo significativa (p < 0,05) na expressao do gene IGF-

1 (Figura 18B).

Figura 18. Quantificagdo do mRNA de genes envolvidos com a (A) degradagéo e (B) sintese proteica no miocardio dos
animais dos grupos Sham 18, EAo 18, Sham 28, ShamTR, EAo 28 e EA0TR. Valores em média + desvio padréo. * p <
0,05 vs. Sham; 0 p < 0,05 vs. Sham 28; f p < 0.05 vs. EAo 18; § p < 0,05 vs. ShamTR; T p < 0,05 vs. EAo 28. One-way

ANOVA com Tukey post hoc teste.
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Genes relacionados a fibrose cardiaca

A andlise dos genes relacionados a fibrose cardiaca, mostrou nos animais dos grupos
EAo 18, 28 e TR um aumento significativo no mRNA dos genes colageno | (alfa 1)
comparados aos grupos Sham 18, 28 e TR, respectivamente. Em rela¢do ao colageno | (alfa
I1), a expresséo foi maior no grupo EA0TR comparado ao grupo EAo0 28 e ShamTR, a elatina
mostrou diferenca estatistica no grupo EA0TR, sendo mais expressas quando comparadas ao
grupo EAo0 28 e a Fibrilina apresentou aumento da expressdo no grupo EAo 18 quando
comparado ao grupo Sham 18 (Figura 19A).

Quanto ao gene envolvido com a estimulagdo da fibrose, observou-se aumento da
expressdo do TGF-B nos grupos EAo0 18 e 28 quando comparado aos grupos Sham 18 e 28,
respectivamente e ao longo do desenvolvimento da IC, houve diminui¢cdo na expressdo no

grupo EAo0 28 quando comparado ao grupo EAo 18 (Figura 19B).

Figura 19. Quantificacdo do mRNA de genes envolvidos com a fibrose cardiaca dos animais dos grupos Sham 18, EAo
18, Sham 28, ShamTR, EAo0 28 e EA0TR. Valores em média + desvio padrdo. * p < 0,05 vs. Sham; 6 p < 0,05 vs. Sham
28; £ p < 0.05 vs. EAo0 18; § p < 0,05 vs. ShamTR; T p < 0,05 vs. EAo 28. One-way ANOVA com Tukey post hoc teste

qguando apropriado.
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DISCUSSAO

O treinamento fisico em pacientes com Insuficiéncia cardiaca (IC) é uma terapia nao
farmacoldgica eficaz para melhorar a qualidade de vida'®. No entanto, os mecanismos
moleculares pelos quais o treinamento fisico atenua os sintomas dessa doenc¢a durante o seu
desenvolvimento ainda permanecem incompreendidos. Em nosso estudo, utilizamos o modelo
de estenose aortica ascendente para promover o desenvolvimento gradual de hipertrofia
ventricular esquerda e posterior IC, em ratos'®. Neste modelo, os animais desenvolvem a
remodelacdo cardiaca que esté associada, no curto prazo, com disfungdo diastdlica e melhora
da funcéo sistolica, seguido da diminui¢do do desempenho sistolico e, por fim, desenvolvem
IC. Apds 18 semanas de estenose supra-adrtica, a remodelacdo cardiaca foi observada na
avaliacdo ecocardiogréfica, embora os animais ndo apresentaram os sinais de 1C. Apo6s 10
semanas de treinamento aerdbico, os animais do grupo EA0TR apresentaram uma melhora da
estrutura e funcdo sistolica e diastolica em comparagdo com o EAo 28. Nossos dados
confirmam descobertas anteriores de que o treinamento apresentou efeitos benéficos sobre a

funcdo do ventriculo esquerdo de individuos com 1C**1

, € indicam que o treinamento fisico
aerobico pode ser uma importante intervengdo clinica para melhorar a estrutura e funcéo
cardiaca durante a transigdo da hipertrofia para IC.

Algumas caracteristicas celulares e moleculares da hipertrofia cardiaca patoldgica e/ou
fisiologica estdo, pelo menos em parte, interligadas, o que torna essas definigdes bastante
controversas**?. Entretanto, a visdo predominante, com base na maioria das evidéncias
disponiveis, é que estimulos distintos e vias de sinalizacdo podem levar & hipertrofia
patoldgica ou fisioldgica®.

A hipertrofia cardiaca patologica tem sido associada, com a reativacao/super-
expressao do programa de genes fetais dos cardiomidcitos incluindo o ANP, BNP e MyH7; e
com a regulacdo negativa dos genes normalmente expressos em niveis mais elevados nos
ventriculos de adultos, como a MyH6**>. O ANP é um vasodilatador secretado no atrio em
resposta ao dano na parede, jA& o BNP é um vasodilatador sintetizado e secretado
predominantemente no ventriculo em resposta ao dano da parede.'*®* Em nosso estudo, a
estenose adrtica nos animais com 18 e 28 semanas promoveu a reprogramacdo fetal no
coragdo aumentando a expressdo do ANP e BNP, demonstrando que esses vasodilatadores sao
expressos ja na fase da remodelacdo cardiaca. Considerando que a expressdo do BNP foi
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maior nos animasi com IC, podemos inferir que a hipertrofia foi continuamente estimulada e
0 dano a parede do coragdo aumentou.

No coracdo de mamiferos, duas isoformas de miosina sdo expressas, a MyH6 e a
MyH?7, que apresentam diferencas nos aminoacidos que as compdem o que leva a diferencas
na atividade ATPé&sica e consequentemente, na velocidade de contracdo. Desta forma,
cardiomiocitos que expressam exclusivamente MyH6 geram forca cerca de trés vezes maior
que midcitos que expressam somente MyH7; um leve aumento na expressdao de MyH6 é

suficiente para aumentar o volume de ejecio™’

. A conversdao da MyH6 em MyH7 pode estar
relacionada, em parte, com a diminui¢cdo do volume de ejecéo encontrada nos animais do
grupo EAo0 28.

A mudanca da expressdo de genes fetais através da reativacdo do programa génico
fetal ndo ocorre geralmente em modelos de hipertrofia cardiaca fisioldgica, como por
exemplo, na hipertrofia cardiaca induzida pelo exercicio™. Nesse caso, ocorre a expressdo de
uma complexa rede de fatores de transcri¢do, incluindo GATA4 (do inglés, Transcription
factor GATA-4), GATAG (do inglés, Transcription factor GATA-6), Csx/Nkx2.5 (do inglés,
Homeobox protein Nkx-2.5), MEF2 (do inglés, myocyte enhancer factor-2), c-jun, c-fos, c-
myc, NFkB e NFAT (do inglés, Nuclear factor of activated T-cells ) que orquestram a
ativacdo dos genes cardiacos, em resposta ao estimulo cardiaco hipetréfico
fisiologico.***° O treinamento utilizado em modelos de hipertrofia patolégica, como
descrito por Emter and Baines''®, promove alteracdes na fungdo cardiaca, na deposicio do
coldgeno e nas proteinas relacionadas ao célcio, mas ndo altera as proteinas marcadoras de
hipertrofia patoldgica. No nosso experimento, o treinamento utilizado nos animais entre a
disfuncéo cardiaca e a IC, induzida pela estenose adrtica, ndo exerceu efeito sobre a expressao
dos marcadores de hipertrofia patolégica (ANP e BNP) e do fendtipo fetal das miosinas,
provavelmente pela presenca constante do agente agressor (estenose adrtica) que impediu a
acdo benefica do exercicio fisico. Além disso a intensidade moderada/leve recomendada e
considerada segura para os pacientes com IC pode ndo ser efetiva em conter todas as
alteracdes encontradas durante a remodelacdo cardiaca conforme demonstrado em recentes
estudos que variaram a frequéncia e intensidade do exercicio’>*%*%,

No nosso estudo, além da mudanca na expressdo dos genes fetais, que ocorreu durante
a remodelacdo cardiaca patoldgica e 1C (18 e 28 semanas), houve um aumento na expressao
de genes relacionados com a inflamag&o nos 2 momentos analisados e de genes envolvidos

com a degradacdo proteica nos cardiomiocitos na IC. A protedlise muscular na IC pode ser
41
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22 anvolvido com a

induzida através da acdo de citocinas inflamatérias como o TNF-o'
ativacdo de fatores transcricionais que controlam varios processos celulares como apoptose,
inflamacdo, e desenvolvimento/diferenciacdo'. Os efeitos de TNF-a sobre a IC sdo
mediados atraves da ativacdo dos fatores de transcricdo como o fator nuclear kappa B (NF-
kB), que regula a atividade do sistema proteossomal dependente de ubiquitina (PDU)***. A
ativacdo de NF-xkB leva a um aumento da expressio dos atrogenes MuRF1 e MAFbx*#4!%,
que resulta na protedlise de proteinas sarcoméricas, promovendo a degradacdo muscular. No
nosso estudo, a expressdo do TNF-a no coragdo apresentou-se elevada nos animais do grupo
EA0 18 e EA0 28

No grupo EAo 28, 0 aumento do TNF-o. ocorreu concomitante com o aumento do NF-
kB, fato ndo observado no grupo EAo0 18, onde somente 0 TNF-o. aumentou sua expresséo.
Esse fato demonstra que, a ativagdo da protedlise muscular ndo ocorre de forma acentuada
durante a RC, sendo ativada nas fases posteriores, durante a IC.

A degradacéo proteica € mediada principalmente pelas E3 ubiquitin ligases, MAFbx e

1.1%6 inibiram as

Murf-1, componentes da via de sinalizacdo da familia FoxO'?. Sandri et a
isoformas do FoxO tanto em culturas de células C2C12, quanto no musculo tibial anterior de
camundongos fémeas adultas e concluiram que 0 aumento na expressao das isoformas 1 e/ou
3 do FoxO foram suficientes para promover a atrofia muscular in vivo. No nosso trabalho, o
aumento da expressdo do mRNA de FoxO3 nos animais dos grupos EAo 28 demonstra que a
IC promoveu a degradacdo de proteinas dos cardiomidcitos, possivelmente através da acdo do
TNF-alfa, NF-kB e FoxO.

Embora o exercicio fisico ndo foi eficiente em atenuar o catabolismo proteico, foi
benéfico impedindo o aumento da expressdo do TNF-alfa nos animais com estenose adrtica,
fato que pode ter contribuido para a melhora da estrutura e funcdo do coragéo. Por outro lado,
como o agente causador da IC ( estenose adrtica) continua atuando, isso contribui para o
continuo aumento na degradacao dos cardiomiocitos.

Poucos trabalhos mostraram alteracdo na expressdo do NF-kB em animais normais.
Shiota et al., " demonstraram que em coracdo de ratos saudaveis, pode ocorrer uma
diminuicdo da expressdo desse fator transcricional durante o crescimento, fato que pode
explicar os resultados obtidos no nosso estudo onde a expressdo foi menor no grupo Sham 28
quando comparado ao Sham 18. Isso pode estar relacionado com o envolvimento, migragéo e
diferenciacdo dos mastocitos, células responsaveis pela expressdo de TNF-a que estimulam a
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expressao de NF-kB nas células musculares cardiacas, durante a angiogénese no crescimento
dos animais.

O treinamento fisico promove adapta¢des estruturais no cora¢do, como o aumento da
massa muscular do miocérdio, caracterizando a hipertrofia fisiolégica®, sendo a via do IGF-
1-phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/AKT diretamente associada com o aumento da massa
muscular cardiaca nesse processo'’. Serneri et al.”® observaram que, exercicios de
resisténcia promovem o aumento da expressdo do IGF-1 cardiaco e ativacdo da via do PI3K e
estdo implicados na hipertrofia de cardiomiécitos'®. No presente experimento, no misculo
cardiaco dos animais do grupo EAo0 28, houve uma diminuicdo na expressdo do IGF-1
comparado com o grupo Sham 28 e com o grupo EAo 18, demonstrando que na IC ocorre a
diminuicdo da sintese de proteinas, sendo essa diminui¢do maior quando comparada com com
a fase de remodelagdo cardiaca. Tendo em vista o equilibrio existente entre as vias do
catabolismo e anabolismo proteico intracelular*®®, podemos inferir que na IC induzida por
estenose adrtica, promoveu um aumento da degradacdo e diminuicdo na sintese de proteinas
nos cardiomidcitos, fato que nao foi evidenciado no coracdo na fase da disfuncéo cardiaca. O
treinamento ndo foi eficiente em atenuar o processo de degradacdo e a diminuicdo da sintese
de proteinas, indicando a continua destrui¢do dos cardiomidcitos.

Os danos provocados pela sobrecarga pressorica induzem alteragBes estruturais no
coragdo, ndo so através de hipertrofia dos cardiomidcitos, mas também pelas alteracfes de
proteinas da matriz extracelular, como o aumento do colégeno caracterizando a fibrose!***%;
esse fato pode ser responsavel pelo coracdo responder ao aumento da pressdo de trabalho por
remodelacio adaptativa benéfica ou prejudicial™®. Em nosso estudo, demonstramos que a
estenose adrtica aumentou a expressao dos genes relacionados a fibrose (Col1Al e fibrilina)
e dos microRNAs, miR-21 (pro-fibrotico) e miR-29b (anti-fibrético) no grupo EAo 18; no
grupo EAo 28, a expressdo do CollAl aumentou, a expressao do miRs-21 aumentou
enquanto a expressdo do miR-29b diminuiu. A expressdao do miR-21 esta relacionada com o
aumento da expressdo do TGF-B, fator envolvido com o aumento do colageno. Assim, o
aumento do TGF-B nos animais dos grupos EAo 18 e EA0 28 pode estar relacionado com o
aumento da expressdo génica do colageno no musculo cardiaco nesses grupos, embora a
morfologia ndo tenha mostrado diferenga na proteina do coldgeno no grupo EAo0 18 semanas.
O processo de fibrose no grupo EAo 28, demonstrado também pela morfologia,
possivelmente esti ocorrendo com a participacdo da via do TGF-p, estimulado pela acéo do
miR-21 (pro-fibrotico) e pela diminuicdo da expressdo do miR-29b (anti-fibrético), conforme
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indicado por varios autores que descrevem que o TGF-B esta relacionado com a estimulagdo
do miR-21 e com a supressdo do miR-29"**%, Ja, durante a disfuncio cardiaca (18 semanas
apo6s a cirurgia de indugdo da estenose aortica), embora a morfologia ndo demonstrou
alteracdo no colageno, o aumento na expressdo génica do coldgeno pode ter ocorrido via
TGF-B estimulado somente pela agdo do miR-21 (pré-fibrotico).

O treinamento fisico, durante a IC, promoveu aumento na expressdo génica de Col1A2
e da elastina no grupo EA0OTR que pode ser decorrente, entre outros fatores, da acdo do miR-
21 (pro-fibrotico), embora a proteina do coldgeno ndo foi alterada pela anélise morfoldgica.
Por outro lado, 0 aumento na expresséo do miR-29b neste grupo indica que o treinamento foi
efetivo em aumentar a acdo anti-fibrose, possivelmente na tentativa de atenuar a fibrose.
Assim, embora uma importante caracteristica da hipertrofia cardiaca patolégica e consequente
IC seja a fibrose, caracterizada pelo aumento do colageno e de outros componentes da matriz
extracelular’®, este componente pode funcionar como um “selante” unindo fibrilas de
colageno™ e tornando o tecido mais elastico e estavel as contracdes consecutivas no coragao
durante a IC. Desta forma, o aumento da expressdo de colageno Col1lA2 e de elastina no
grupo EAOTR pode favorecer a organizacdo e adaptagdo do coracdo para um 6rgdo mais
elastico, estavel e consequentemente mais adaptativo durante a IC.

CONCLUSAO

Nossos dados mostraram que durante a transicdo entre a disfungdo cardiaca e a IC
ocorre 0 aumento do catabolismo, diminui¢do do anabolismo celular, aumento da inflamagéo
e a fibrose. O treinamento aerdbico realizado durante a transicao entre a disfungéo cardiaca e
a IC teve efeitos benéficos sobre a estrutura e funcdo cardiaca, diminuiu a inflamagéo,
favoreceu a fibrose cardiaca sem atenuar a acdo de genes relacionados com o catabolismo e

anabolismo celular.
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Certificado
Certificamos que o Protocolo n° 495-CEUA, sobre
“Perfil global da expressdo génica e de microRNAs no
musculo esquelético durante a transicdo entre a disfuncédo
e a insuficiéncia cardiaca”, sob a responsabilidade de
Maeli Dal Pai, estd de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacio Animal adotado pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacio Animal (COBEA) e foi aprovado “Ad
referendum” da COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA), nesta data.
Botucatu, 14 de maio de 2013.
igo Scarano
Presidente d UA
Instituto de Biociéncias - Diretoria Técnica Académica
Distrito de Rubido Jinior s/n CEP 18618-970 Botucatu SP Brasil
Tel 14 3880 0851 fax 14 3815 3744 e-mail: secdta@ibb.unesp.br
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Comissao de Etica no Uso de Animais
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Criada através da Portaria DFM n® 611 de 13/12/2012

Certificado

CERTIFICAMOS que o (Protocolo CEUA 1035-2013) “Perfil global da expressdo génica e de microRNAs
no misculo esquelético durante a transigdo entre a disfungdo e a insuficiéncia cardiaca”, a ser conduzido por Warlen
Pereira Piedade, orientado pela Prof®. Dr. Maeli Dal Pai Silva, co-orientado por Robson Francisco Carvalho, com a colaboragdo
do Prof. Titular Antonio Carlos Cicogna, estd de acordo com o Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal -
CONCEA, com a ressalva de que os “ratos” sdo provenientes de Biotério convencional, sem condi¢des de atestar a Sanidade

dos mesmos.

Projeto de Pesquisa aprovado em reunido da CEUA em 29/08/2013

40;4:/1}7)42” /[,;

Prof® Adjunta Noeme Sousa Rocha Alberto Santos Capelluppi
Presidente no exercicio da CEUA | Secretdrio da CEUA

Distrito Rubiéio Junior, s/n° - Botucatu — S.P. CEP: 18.618-970 Fone: (14) 3880-1608/3880-1609 e-mail secretaria. capellup@fmb.unesp.br
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