UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE
MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA

Gustavo Augusto Ferreira Mota

Influéncia do treinamento fisico sobre a funcao cardiaca,

proliferacao de cardiomiocitos e niveis de angiotensina-

(1-7) e do receptor Mas miocardicos em ratos com

disfuncao ventricular

Dissertacdo apresentada a Faculdade
de Medicina, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Campus de Botucatu, para obtencéo
do titulo de Mestre em Fisiopatologia
em Clinica Médica

Orientador: Prof. Emérito Antonio Carlos Cicogna

Botucatu
2017



Gustavo Augusto Ferreira Mota

Influéncia do treinamento fisico sobre a funcao
cardiaca, proliferacao de cardiomiocitos e niveis de
angiotensina-(1-7) e do receptor Mas miocardicos

em ratos com disfuncao ventricular

Dissertacdo apresentada a Faculdade
de Medicina, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Campus de Botucatu, para obtencao
do titulo de Mestre em Fisiopatologia
em Clinica Médica

Orientador: Prof. Emérito Antonio Carlos Cicogna

Botucatu
2017



FICHL CRTALGSRAFTCL ELABORLDA PELRL SEQﬁO TEC. RQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAC TECNICL DE BIBLIOTECE E DCCUMENTAQ@O - ciAMPUS DE BOTUCLTU - UNESE

BIBLIOCTECARIL RESPONSAVEL: ROSANGELL APLREECIDA LOBO-CRE 8/7500

Mota, Gustavo Augusto Ferreira.

Influéncia do treinamento fisico sobre a fungdo cardiaca,
proliferacgdo de cardiomidcitos e niveis de
angiotensina-(1-7) e do receptor Mas miocardicos em ratos com
disfuncdo ventricular / Gustavo Rugusto Ferreira Mota. -
Botucatu, 2017

Dissartacdo (mestrado) - Universidadse Estadual Paulista
"Julio de Mesquita Filho", Faculdade de Msdicina de Botucatu

Orientador: Antonio Carlos Cicogna

Capes: 40101002

1. Coracgdo — Doencgas. 2. Disfuncgdo Ventricular. 3. C&lulas
- Proliferagdo. 4. Midcitos Cardiacos. 5. Exercicios fizicos.
6. Angiotensina. 7. Rato como animal de laboratdrio.

Palavras-chave: disfungdo cardiaca; proliferacdo ds
cardiomidcitos; ratos; receptor Mas ; treinamento fisico.




Dedicatoria




Dedico este trabalho ao meu pai Sebastido Augusto e minha mae Elza Paula,
que ainda hoje, ndo medem esforcos para que eu tenha a oportunidade de ter um
bom estudo, ensinando como seguir o melhor caminho para que eu possa ser feliz
neste plano. Sou e serei eternamente grato por tudo que vocés dedicaram a mim. Eu
tenho muito orgulho de ser filho de vocés e muita admiragdo pelos pais que tenho.

Obrigado por tudo. Amo muito vocés!



Agradecimentos




Este estudo, por fins académicos, € um trabalho individual, no entanto ele ndo
seria realizado sem a ajuda de pessoas que colaboraram, direta ou indiretamente,
para que este objetivo fosse concretizado. A colaboracdo, ndo apenas em termos
cientificos e praticos, mas também como um incentivo, um conselho, uma palavra de
motivacdo, uma conversa, compreensao, etc. Todas as pessoas listadas abaixo sao

especiais, espero nao ter esquecido ninguém.

Agradeco a Deus, pois nele encontro a forca que necessito para continuar a

minha jornada.

Ao Prof. Antonio Carlos Cicogna, por ter aceitado me orientar. Agradeco pelos
aconselhamentos no sentido de ser uma pessoa integra, ética, disciplinada e
competente naquilo que faz, sempre me incentivando a sair da zona de conforto e ir

em busca de outros desafios para meu crescimento intelectual e pessoal. Obrigado!

Aproveito para agradecer também ao Prof. Dr. Mario Sugizaki, o qual tive a
oportunidade de conviver no decorrer da minha iniciacdo cientifica e que me

incentivou a ingressar na Pds-Graduacao.

A minha irma Janaina Mota, que mesmo longe sempre me ajudou de forma
direta e indireta. Gostaria de Ihe agradecer por acreditar em mim. Espero que Deus

continue abengoando sua familia. Amo vocé!



A minha namorada Mariana Gatto, que colaborou para a realizacdo deste
estudo, além de seu incentivo, amizade, paciéncia, carinho e por me apoiar nas

horas mais dificeis e compartilhar os momentos de felicidade. Te amo!

Aos amigos e companheiros do EA0TF: Dijon Campos, Vitor Loureiro e Sérgio
Borges, que foram fundamentais para a realizacdo deste trabalho. Meus sinceros

agradecimentos.

As amigas do Lab. Cic., Paula Gripa, Loreta De Tomasi, Danielle Vileigas,

Danielle Bertani, obrigado pela ajuda e convivéncia.

Ao Prof. Dr. Carlos Roberto Padovani, pela pronta disponibilidade e

assisténcia estatistica dada a este trabalho.

A Profa. Dra. Silméia Bazan, por se disponibilizar em fazer as anélises

ecocardiograficas.

Ao Prof. Dr. Eneas Gomes, por me receber e abrir as portas do laboratério de
Biotecnologia Celular e Molecular na UFPB. Muito obrigado pela sua disponibilidade
e contribuicdo cientifica. As pds-graduandas Andrezza Min4, Bruna Dantas e Aline

Lara, pela contribuicdo académica e experimental deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Alexandre Sérgio, que disponibilizou o laboratério de Estudos do
Treinamento Fisico na UFPB para continuarmos o treinamento dos animais e ao

pos-graduando Gustavo que nos auxiliou no decorrer do treinamento.



A Profa. Dra. Edilamar Menezes e Dr. Tiago Fernandes, por me receberem
em seu laboratério de Fisiologia Celular e Molecular do Exercicio — USP, para a

extracao dos peptideos e pelas contribui¢cdes cientificas.

Aos professores, Dr. Marcos Minicucci e Dra. Maeli Dal Pai, pelas orientacbes

prestadas no exame geral de qualificagao.

Aos Professores, Dr. Tiago Fernandes e Dra. Marjorie Golim por terem

aceitado o convite para participar da banca de defesa desta dissertagéo.

Aos funcionarios da Unidade de Pesquisa Experimental da FMB (UNIPEX):
José Georgette, Diego Generoso, lgor Depra e Rodrigo Mattos por todos os auxilios

prestados.

Aos funcionarios da secretaria de PoOs-Graduacdo, Ana Maria Mengue e
Janete Herculano Nunes, pela presteza na resolu¢do dos problemas inerentes ao

Curso.

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)

pela concessao da bolsa de mestrado.

A todos, que de forma direta ou indireta, colaboraram para a realizagao deste

estudo, 0s meus sinceros agradecimentos



Epigrafe




“O conhecimento serve para encantar as pessoas. Nao para humilha-las”.

Mario Sergio Cortella



Resumo




RESUMO

Introducdo: Nos Ultimos anos, investigadores tém demonstrado que ha a
possibilidade de estimular a proliferacdo de cardiomidcitos adultos. Atualmente, a
comunidade cientifica esta voltada para trés principais estratégias para a
regeneracao cardiaca: uso de células tronco, inibicdo de genes que regulam o
sistema de controle do ciclo celular e o aperfeicoamento de mecanismos enddgenos.
Um exemplo de mecanismo endégeno é a estimulacao de vias de sinalizacdo que
permite a reentrada dos miécitos no ciclo celular e sua posterior divisdo. O
treinamento fisico (TF) é um fator estimulatério para a proliferacdo das células
cardiacas por meio da angiotensina-(1-7) (Ang-(1-7)) via receptor Mas. Além disso, o
TF promove cardioprotecdo e aumenta os niveis deste peptideo em animais com
sobrecarga pressorica. Existem evidéncias, recentes, que o TF promove proliferacéo
de midcitos em diferentes modelos experimentais e atua sobre os niveis de Ang-(1-
7) em coracgdes disfuncionantes. Entretanto, ndo foram encontrados estudos que
avaliaram, concomitantemente, os efeitos do TF sobre a fungéo, niveis de Ang-(1-7)
e receptor Mas miocéardicos e proliferacdo de cardiomiocitos em modelo de
sobrecarga pressorica e deterioracdo da funcdo cardiaca. Objetivo: Testar a
hiptese que o TF atenua a queda do desempenho cardiaco, acarreta proliferacéo
de cardiomidcitos e eleva os niveis de Ang-(1-7) e do receptor Mas miocéardicos em
ratos com estenose aolrtica supravalvar (EAo0) e disfuncdo ventricular esquerda.
Métodos: Ratos Wistar machos foram separados em dois grupos: controle operado
(Sham) e EAo. ApoOs 18 semanas do procedimento cirdrgico, os ratos EAo e Sham
foram redistribuidos em 4 grupos e randomizados quanto a presenca ou auséncia do
TF por 10 semanas; (Sham, n = 20), (EA0, n = 19), (ShamTF, n = 20) e (EA0OTF, n =

15). A remodelacéo cardiaca foi caracterizada pelas analises estrutural e funcional



por ecocardiograma na 182 e 282 semana e estudo macroscopico post mortem. A
andlise da capacidade funcional dos animais foi realizada pelo teste de esforco
progressivo. A avaliacdo da proliferacdo dos cardiomidcitos, pelo conteido de DNA,
foi feita por citometria de fluxo. O sistema renina angiotensina cardiaco foi analisado
pela expressao proteica dos receptores Mas e AT1 por Western blot. Resultados: O
TF promoveu melhoria na capacidade funcional dos animais Sham e EAo quanto a
velocidade de exaustdo, tempo total e distancia percorrida. Ao iniciar o TF na 18°
semana o0s animais EAo apresentavam disfuncdo diastélica, sistélica e hipertrofia
ventricular esquerda concéntrica. Na 282 semana, este grupo manteve 0 mesmo
padrdo de disfuncdo cardiaca. O TF ndo acarretou alteracdo na fungéo diastolica e
melhorou a estrutura e funcdo sistdlica dos animais EAo. Os animais ShamTF
mostraram aumento da funcdo sistélica comparados com o Sham. Nao foram
observadas diferencas entre os quatro grupos estudados em relacdo ao ciclo celular
dos cardiomidcitos e expressao do receptor Mas no miocardio. Houve diminuicdo da
expressao do receptor AT1 no grupo EAo0, e o TF ndo alterou este padrdo no EAoTF.
Conclusado: O treinamento fisico melhorou a capacidade funcional e a funcao
sistélica dos animais, sem repercussdes benéficas sobre a funcdo diastodlica,
proliferacéo de cardiomidcitos e expressao proteica do receptor Mas.

Palavras-chave: Disfuncdo cardiaca, treinamento fisico, ratos, proliferacdo de

cardiomiocitos, receptor Mas.
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ABSTRACT

Introduction: In the last years, researchers have showed that it is possible to induce
adult cardiomyocytes proliferation. Currently, the scientific community is focused on
three main strategies for cardiac regeneration: stem-cell use, inhibition of genes that
regulate cell-cycle control system and improvement of endogenous mechanisms. An
example of endogenous mechanism is the stimulation of signaling pathways that
allow the reentry of myocytes into the cell cycle and their posterior division. The
physical training (PT) is a stimulatory factor for the proliferation of cardiac cells
through angiotensin-(1-7) (Ang-(1-7)) via Mas-receptor. In addition, PT promotes
heart protection and increases this peptide levels in animals with pressure overload.
Recent evidences showed that PT promotes myocyte proliferation in distinct
experimental models and acts on Ang-(1-7) levels in dysfunctional hearts. However,
no studies were found that evaluated, concurrently, the effects of PT on cardiac
function, myocardial levels of Ang-(1-7) and Mas receptor and cardiomyocyte
proliferation in a model of pressure overload with deteriorated cardiac function.
Objective: To test the hypothesis that PT attenuates the impairment in cardiac
performance, leads to cardiomyocyte proliferation and increases myocardial Ang-(1-
7) and Mas-receptor levels in rats with supravalvar aortic stenosis (AS) and left
ventricular dysfunction. Methods: Male Wistar rats were separated into two groups:
operated control (Sham) and AS. After 18 weeks of the surgical procedure, AS and
Sham rats were redistributed into four groups and randomized for the presence or
absence of PT for 10 weeks; (Sham, n=20), (AS, n=19), (ShamPT, n=20) and (ASPT,
n=15). Cardiac remodeling was characterized by structural and functional analysis by
echocardiogram at the 18th and 28th week and by post-mortem macroscopic

evaluation. The functional capacity of the groups was analyzed by the progressive



treadmill running test. The cardiomyocyte proliferation was evaluated by DNA content
using flow cytometry. The cardiac renin-angiotensin system was analyzed by protein
expression of Mas and AT1 receptors by Western blot. Results: The PT improved
the functional capacity of Sham and AS animals regarding the exhaust speed, total
time and treadmill running distance. At the beginning of PT, at thel8th week, the AS
group presented diastolic and systolic dysfunction and concentric left ventricular
hypertrophy. At the 28th week, AS group maintained the same pattern of cardiac
dysfunction. The PT was not alter diastolic function and improved structure and
systolic function in AS group. The ShamPT rats showed increased systolic function in
relation to animals of Sham group. No differences were detected among the four
groups regarding the cardiomyocyte cell cycle and the myocardial Mas-receptor
expression. The expression of AT1 receptor was reduced in the AS group, and PT
did not modify this pattern in ASPT group. Conclusion: The PT improved the
functional capacity and systolic function of the rats, without beneficial repercussions
on diastolic function, cardiomyocyte proliferation and protein expression of Mas
receptor.

Keywords: Cardiac dysfunction, physical training, rats, cardiomyocytes proliferation,

Mas-receptor.
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1. INTRODUCAO

Apesar dos avancos e progressos na terapéutica das patologias
cardiovasculares, estas ainda representam grande problema de saude publica e séo
citadas como as principais responsaveis por morte no mundo (1-4). Este dado
mostra a importancia do entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na
génese dessas doencas cardiacas, o que pode resultar no desenvolvimento de
novas terapias.

Em resposta a determinado estresse, 0 coragcao passa por um processo de
remodelacdo cardiaca (RC) que consiste em alteracbes génicas, moleculares,
celulares ou intersticiais que podem manifestar-se clinicamente por alteragbes no
tamanho, geometria, massa e funcéo, na tentativa de manter o seu adequado
funcionamento (5-8). Dependendo da relacdo entre as caracteristicas do agente
agressor e do receptor, a RC pode a longo prazo acarretar distarbio funcional,
sistélico e diastdlico e posteriormente, insuficiéncia cardiaca (7,9-11).

Dentre os diversos estimulos patolégicos que acarretam a RC, podemos
destacar a sobrecarga pressérica, entre as quais se destaca experimentalmente o
modelo de estenose aortica supravalvar (EAo) em ratos, o qual ocasiona
desenvolvimento gradual da hipertrofia ventricular esquerda concéntrica (5,12-14);
com sobrecarga inicial leve, acentuando-se progressivamente a medida que o0s
animais vao ficando senescentes. Investigadores de nosso grupo mostraram que 0s
animais com EAo apresentaram hipertrofia ventricular esquerda ap6s 6 semanas,
disfuncéo diastélica e melhoria do desempenho sistélico (15). Além disso, Mendes et
al. (5) mostraram manutencdo da disfuncdo diastélica e deterioracdo da funcgéo

sistdlica a partir da 122 semana; acentuacdo da disfuncdo sistdlica apdés a 182
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semana e aparecimento de sinais clinicos de insuficiéncia cardiaca (IC) ao redor da
202 semana (12,16-18).

Mesmo com 0s avancos cientificos na area de cardiologia, 0s mecanismos
fisiopatolégicos responsaveis pela depressdo da funcdo cardiaca ndo estédo
totalmente elucidados; varios desses mecanismos poderiam contribuir para a
instalacdo da disfuncdo e/ou IC em ratos com EAo, como a perda do numero de
midcitos por necrose, apoptose e autofagia (6—8,19).

Nos Ultimos anos grupos de investigadores tém demonstrado que héa
possibilidade de estimular a proliferacdo de cardiomiécitos e consequentemente, a
regeneracao cardiaca (19-31). Este evento, contrapondo-se a morte celular que
pode ocorrer nas patologias cardiacas, poderia acarretar melhoria no desempenho
do coracao disfuncionante (32,33).

Uma nova perspectiva no campo da fisiopatologia cardiovascular surgiu com
a descoberta da janela proliferativa, periodo entre o 1° e 7° dia de vida de ratos, em
gue resseccado ventricular apical resulta em regeneracéo cardiaca completa, atraves
da proliferacdo de midcitos pré-existentes (34). A partir deste momento, a
comunidade cientifica dirigiu sua atencdo para trés principais estratégias utilizadas
para a regeneracdo do miocardio. A primeira; compreende o uso de células
estaminais pluripotentes induzidas (iPS), que possuem a capacidade de se
diferenciar em células progenitoras cardiacas (CPCs) (35); entretanto, estudos
recentes mostraram que essas células atuam como fonte de formacdo de novos
miocitos no coracdo em desenvolvimento e, em menor intensidade, no coragao
adulto (36). A segunda estratégia € a inibicdo de genes que regulam o sistema de

controle do ciclo celular (28) e a terceira, mais robusta, esta relacionada ao
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aperfeicoamento de mecanismos regenerativos enddgenos, como a estimulacdo de
vias de sinalizacao que alteram a maquinaria do ciclo celular (22,23,28,29,37-40).

As ativacOes dessas vias estdo envolvidas no processo de proliferagédo de
células cardiacas adultas. Kihn et al. (23) e Bersell et al. (22) demonstraram que a
proliferacdo de cardiomiocitos adultos in vivo ocorria via fosfatidilinositol 3 quinase
(PI3-K). Recentemente, Lin et al. (39) mostraram que a via PI3-K esta relacionada
com a regulacéo da proliferacdo e sobrevivéncia dos cardiomidcitos, corroborando
com os estudos supracitados. Gomes et al. (41) sugerem que a angiotensina-(1-7)
(Ang-(1-7)) estimula a proliferagdo de cardiomiocitos através da ativagdo da via
PI3K/Akt (proteina quinase B), trazendo uma possibilidade para a regeneracao
cardiaca.

A Ang-(1-7), um importante componente funcional do sistema renina
angiotensina (SRA), apresenta um amplo espectro de efeitos cardioprotetores (42),
tornando-a como potencial farmaco para a proliferacdo das células miocitarias. E um
heptapeptideo com auséncia da fenilalanina na posicao 08 do peptideo angiotensina
Il (Ang II). A Ang-(1-7) pode ser formada diretamente da angiotensina | (Ang I) pela
acdo da prolil-endopeptidase (PEP), pela endopeptidase neutra (NEP) (43) ou
através da Ang Il pela acdo da prolil-carboxipeptidase (PCP), PEP e da enzima
conversora da angiotensina 2 (ECA2). Além disso, pode também ser formada via
angiotensina 1-9 (Ang(1-9)) pela agédo da enzima conversora de angiotensina (ECA)

e da NEP (42,44-47) (Figura 1).
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Angiotensinogénio (1-14)

Renina

Tonina

Catepsina ECA

Cinase

Anglll (2-8

Metabdlitos Inativos

Figura 1. Vias de formacgéo dos peptideos angiotensinérgicos e dos receptores envolvidos nas acdes
da Ang Il e Ang-(1-7). Ang |, Angiotensina I; Ang Il, Angiotensina Il; Ang lll, Angiotensina Il (2-8);
AnglV, Angiotensina IV (3-8); Ang-(1-7), Angiotensina-(1-7); Ang-(1-9), Angiotensina-(1-9); CP,
carboxipeptidase; Amp, Aminopeptidase; Amp A, Aminopeptidase A; DAmp,Dipeptidil-
aminopeptidase; ECA, Enzima Conversora de Angiotensina;ECA2, Enzima Conversora de
Angiotensina 2; NEP, Endopeptidase Neutra; PCP,Prolil-carboxipeptidase; PEP, Prolil-endopeptidase;
AT1: Receptor da Ang Il tipo 1; AT2: Receptor da Ang Il tipo 2; Mas-AT1-7R: Receptor da Ang-(1-7).
Modificado de Katz, (2011) (48).

A Ang-(1-7) atua no miocardio via receptor Mas (49); este proto-oncogene,
vinculado a proteina G, possui sete dominios transmembrana, sendo expresso em
varios tecidos, incluindo o coracdo. Os efeitos protetores da Ang-(1-7)/Mas no
coracao podem ser bloqueados pelo antagonista seletivo do receptor Mas, o A-779,
0 que evidencia um papel importante deste sistema no aparelho cardiovascular
(42,50).

A via Ang-(1-7) atua de forma contra regulatéria as acdes da Ang II; um

octapeptideo que possui um importante papel na remodelagéo cardiaca patoldgica
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(51-54). O heptapeptideo Ang-(1-7) promove vasodilatacdo, diminuicdo da fibrose
tecidual e da hipertrofia dos midécitos, atenuando os efeitos deletérios da Ang Il (55)

(Figura 2).

( Angiotensina | ] l

\

ECA PEP ou NEP

L J

Angiotensina |l Angiotensina (1-7)
ECA2

} }

AT Mas
.

Vasoconstricao Vasodilatacao
Disfungao Endotelial 1 Fungao endotelial
Hipertrofia | Hipertrofia
Fibrose | Fibrose
Aterosclerose | Aterosclerose
Arritmogénese Antiarritmogénese
Trombose | Trombose

Figura 2. Vias contra regulatérias do sistema renina-angiotensina. ECA: enzima conversora de
angiotensina; ECA2: enzima conversora de angiotensina Il; NEP: endopeptidase neutra; PEP: prolil-
endopeptidase; AT1: receptor da angiotensina Il tipo 1; Mas: receptor da angiotensina-(1-7); 1:
aumento; |: diminui¢cdo. Adaptado de Santos, (2007) (43)

No ambito das terapias ndo farmacolégicas para as doencas
cardiovasculares, destaca-se 0 exercicio fisico frequente, também intitulado
treinamento fisico (TF), uma atividade sistematizada com um objetivo pré-
estabelecido, tal como o aprimoramento das valéncias fisicas (56). Sua importancia
nos dias atuais € relacionada a sua atribuicdo, a qual resulta na melhoria do
condicionamento fisico, na prevencdo de doencas, na diminuicdo de patologias

vinculadas com a senescéncia e por abrandar sintomas de doencas crénicas (57—

60). De acordo com estas evidéncias, o TF é de fundamental importancia para
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melhorar a qualidade de vida, a longevidade e diminuir as taxas de morbimortalidade
populacional (56).

A préatica do TF tem sido relacionada com a diminuicdo da ocorréncia de
eventos cardiacos fatais, além de ter se tornado parte essencial de um estilo de vida
saudavel (57,61-63). Desta forma, diretrizes internacionais e nacionais passaram a
recomendar o TF para pacientes estaveis com insuficiéncia cardiaca de classes | a
lll, de acordo com a American Heart Association (64,65).

Os mecanismos envolvidos no efeito protetor do TF no coragéo lesionado néo
estdo totalmente compreendidos. No entanto, entre os efeitos benéficos que sao
conhecidos, destaca-se a ativacdo da via PI3K/Akt/mTOR, a qual participa da
remodelacdo cardiaca fisiolégica (66,67). Nesse sentido, trabalhos de Brum et al.
mostraram que o TF contribui adicionalmente a terapia farmacoldgica para a
melhora da funcéo cardiaca em animais com insuficiéncia cardiaca (68) e que a via
PI3K é ativada seletivamente na remodelacédo fisiolégica, o que ndo ocorre na
patolégica (69). Outros autores demonstraram que o TF aumenta a concentracao da
Ang-(1-7) miocardica em ratos normotensos e hipertensos (70,71), que como
referenciada acima, contrapfe-se as acdes deletérias da Ang Il (42). Trabalhos
recentes mostraram o efeito benéfico do eixo Ang-(1-7); Shah et al. (72) mostraram
gue ratos com ligadura da artéria renal, submetidos ao TF de corrida em esteira
rolante e tratados com Ang-(1-7), preveniram a hipertensdo arterial e reduziram a
hipertrofia e fibrose cardiaca. Guimaraes et al. (73) verificaram que a natacdo com
intensidade moderada em camundongos knockout para o receptor Mas, promoveu
hipertrofia cardiaca e aumento dos colagenos | e Il; no entanto, nos animais com o

receptor Mas, o treinamento acarretou aumento da Ang-(1-7) e auséncia de fibrose.
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Diferentes autores analisaram o efeito do TF na remodela¢édo cardiaca em
animais com cardiopatia por sobrecarga pressoérica (74-78). Enquanto alguns
autores mostraram que o TF promove uma melhoria ou atenuacédo da disfuncao
cardiaca (74-76) outros investigadores ndo detectaram alteracdo no desempenho
deste 6rgao (77,79). Entretanto, estes trabalhos ndo avaliaram o0s mecanismos
envolvidos nos efeitos desta terapéutica sobre a performance do coragéao.

Embora existam evidéncias recentes que o treinamento fisico promove
proliferacdo de miécitos em diferentes modelos experimentais (80—82) e atua sobre
0s niveis de angiotensina-(1-7) em corag¢fes disfuncionantes (70,72,73), ndo foram
encontrados estudos que avaliaram, concomitantemente, os efeitos do TF sobre a
funcao, niveis de angiotensina-(1-7) e receptor Mas miocardicos e proliferacdo de

cardiomidcitos em ratos com estenose aortica e disfungao ventricular.

1.1 - OBJETIVOS
1.1.1 - Objetivo geral

Avaliar a funcao cardiaca, proliferacdo dos cardiomiécitos e os niveis de Ang-
(1-7) e do receptor Mas no miocéardio de ratos com estenose aortica e disfungéo

ventricular submetidos ao treinamento fisico.

1.1.2 - Objetivos especificos

1.1.2.1- Avaliar a estrutura e funcao cardiaca, in vivo, pelo ecocardiograma,;
1.1.2.2- Analisar a proliferagao dos cardiomiocitos, ex vivo, pela citometria de fluxo;
1.1.2.3- Mensurar a expressao proteica dos receptores Mas e AT1 no miocardio por

Western Blot;
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1.1.2.4 - Quantificar os niveis séricos e teciduais cardiacos da Ang I, Ang Il, e Ang-

(1-7) por espectrometria de massa.

1.2 - HIPOTESE
O treinamento fisico atenua a queda do desempenho cardiaco, acarreta
proliferacdo de cardiomiocitos e eleva os niveis de Ang-(1-7) e do receptor Mas

miocardicos em ratos com estenose adrtica e disfuncéo ventricular.

1.3 - IMPORTANCIA DO TRABALHO

Utilizar uma terapia de baixo custo e facil implementacao, que pode colaborar
na sobrevida de pacientes com cardiopatias graves, além disso, investigar possiveis
mecanismos relacionados aos beneficios do TF no processo evolutivo da

remodelacao cardiaca.
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2. MATERIAL E METODOS

Mota, G. A. F. |

2.1 - Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, com 21 dias de idade, provenientes do
Biotério Central do Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” - UNESP, S&o Paulo, Brasil. Os animais foram mantidos no Biotério
da Unidade de Pesquisa Experimental da Faculdade de Medicina de Botucatu -
UNESP, nas seguintes condi¢cdes: gaiolas coletivas de polipropileno, tampas de
arame cromado, forradas com xilana de sabugo de milho esterilizada (Suprimart,
Itaquaquecetuba, Sao Paulo, Brasil), temperatura ambiente (24 + 2°C), umidade
controlada (55 * 5%) e ciclos de iluminacdo de 12 horas invertido. A oferta de 4gua e
racao foi ad libitum e o peso corporal foi aferido semanalmente. Os procedimentos
experimentais foram realizados de acordo com o Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals published by the U.S. National Institutes of Health e aprovado
pela Comisséo de Etica no uso de animais da Faculdade de Medicina de Botucatu —

UNESP, sob o protocolo CEUA 1133-2015.

2.2 - Protocolo experimental

Inicialmente, foram formados dois grupos experimentais: controle operado
(Sham) e estenose aortica supravalvar (EA0). Apo6s 18 semanas do procedimento
cirurgico, momento em que 0s animais com EAo apresentam sinais de disfungéo
ventricular esquerda (74), os ratos EAo foram redistribuidos em dois grupos
semelhantes quanto a estrutura e funcdo cardiaca e randomizados quanto a
presenca ou auséncia do TF por um periodo de 10 semanas; 0 mesmo
procedimento foi realizado nos animais Sham. Dentro deste contexto, na segunda

etapa, o0 experimento foi composto por quatro grupos experimentais: controle
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operado (Sham, n=20); estenose adrtica supravalvar (EAo, n=19); controle operado
submetido ao treinamento fisico (ShamTF, n=20) e estenose adrtica supravalvar
submetido ao treinamento fisico (EAoTF, n=15) (Figura 3). O delineamento
experimental foi realizado de acordo com trabalhos anteriores que utilizaram o TF
em ratos com EAo0 e disfungéo ventricular (74—-76). Os animais de todos os grupos
foram avaliados e eutanasiados apds 10 semanas do inicio do treinamento fisico, ou

seja, 28 semanas apos o procedimento cirdrgico.

Sham
Sham-TF
Ratos wistar n=20
(21 dias)

EAo

IRl

i

EAo n=19

Eao-TF

:

n=15

Cirurgia 18 semanas 28 semanas

Figura 3. Delineamento experimental.

2.3 - Inducao de estenose adrtica supravalvar

A EAo foi induzida de acordo com o método previamente descrito em nosso
laboratorio (12,17,18,51,74,83). Os animais com trés a quatro semanas de vida,
pesando de 70 a 90 gramas, apds anestesia com cloridrato de ketamina (50 mg/kg/ip
Dopalen®, Sespo, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg/ip
Anasedan®, Sespo, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil) intraperitoneal, foram submetidos a

toracotomia mediana. A aorta ascendente foi dissecada e um clipe de prata com
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0,60 mm de diametro interno, foi colocado aproximadamente a 3 mm da sua raiz. A
parede toracica foi fechada utilizando-se fio mononylon 5.0 para suturar o esterno,
as camadas musculares e a pele. Durante a cirurgia, os animais foram ventilados
manualmente com presséo positiva com oxigénio a 100%. Concluido o ato cirurgico,
0s ratos receberam solucao isotbnica (2 mil/kg, Soro fisiologico®, ADV Farma, Nova
Odessa, Sédo Paulo, Brasil) aquecido via subcutanea, Enrofloxacino (5,0 mg/kg
Enrofloxacina 10%®, Mairinque, S&o Paulo, Brasil) via subcutanea e foram
colocados em superficie aquecida até retornarem da anestesia. Passados os efeitos
do anestésico, os animais foram medicados via oral com Metamizol Sdédico (30
mg/kg Dipirona®, Biovet, Vargem Grande Paulista, Sdo Paulo, Brasil). Os animais do
grupo Sham foram submetidos a mesma cirurgia, exceto pela colocacao do clipe. O
pdés-operatorio consistiu na troca da xilana de sabugo de milho das caixas
diariamente, aplicacdo de antibidtico, analgésico e assepsia com Digliconato de
Clorexidina 1% (10mg/ml, Riohex 1%®, Sdo José do Rio Preto, Sdo Paulo, Brasil) da

cicatriz cirirgica durante 5 dias.

2.4 - Protocolo de treinamento fisico

O treinamento fisico, adaptado de Pacagnelli et al. (74), foi iniciado 18
semanas apoOs a cirurgia e envolveu um programa de corrida em esteira rolante
especifica para ratos (Insight Instrumentos, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil), com
frequéncia de 5 vezes por semana, perfazendo 10 semanas consecutivas (74). Os
animais dos grupos ShamTF e EAOTF foram inicialmente submetidos a um periodo
de adaptagdo a esteira, o qual consistiu em caminhada de baixa intensidade,
velocidade de 5 m/min, com a finalidade de minimizar o estresse ao ambiente. O

protocolo do TF foi ajustado pelo teste de esfor¢co progressivo (Item 2.5), realizado
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antes do inicio do treinamento e apés 3 e 7 semanas desta terapia. Os animais
realizaram um programa de TF aerobio com carga equivalente a 50% da velocidade
méaxima atingida no teste de esforco progressivo; da 1° & 6° semana o tempo de
duracdo aumentou progressivamente em 2 minutos por semana (10, 12, 14, 16, 18 e
20 minutos), sendo que, a partir da 62 semana, o tempo foi fixado em 20 minutos

(Quadro 1).

2.5 - Avaliacdo da capacidade funcional pelo teste de esfor¢co progressivo

Para ajustar as velocidades do TF e avaliar o desempenho fisico nos
momentos pré e pods-treinamento, os grupos Sham, ShamTF, EAo e EAoTF foram
submetidos ao teste de esforgo progressivo, em esteira rolante, de acordo com o
protocolo adaptado de Rodrigues et al. (84). As variaveis analisadas foram:
velocidade de exaustdo, tempo total e distancia percorrida. A velocidade inicial do
teste foi de 6 m/min, sendo aumentada progressivamente 3 m/min a cada 3
minutos, até a exaustdo. O critério para a determinacdo da exaustdo do animal e
interrupcéo do teste, foi 0 momento em que o mesmo nao foi capaz de manter a

corrida apés o incremento da velocidade da esteira rolante (Figura 4).
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Quadro 1. Protocolo do treinamento fisico

Progressao do treinamento
Momentos -
Volume Intensidade (VMC)*
Adaptacéao
1° teste de esforgo
12 semana 10 minutos 50%
23 semana 12 minutos 50%
32 semana 14 minutos 50%
2° teste de esforco
42 semana 16 minutos 50%
52 semana 18 minutos 50%
62 semana 20 minutos 50%
73 semana 20 minutos 50%
3° teste de esforco
82 semana 20 minutos 50%
92 semana 20 minutos 50%
102 semana 20 minutos 50%
4° teste de esforcgo
*VMC: Velocidade méaxima de corrida obtida no teste de esforco.
Exaustido
21 ——
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Figura 4. Teste de esforgo progressivo; a velocidade inicial do teste
foi de 6 m/min, sendo progressivamente aumentada, 3 m/min a cada

3 minutos, até a exaustao.
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2.6 - Avaliacdo dos sinais de insuficiéncia cardiaca

O diagnéstico de insuficiéncia cardiaca (IC) dos animais EAo e EAOTF foi
baseado na presenca de alteracdo do padrdo respiratério, e confirmado pelos
achados patoldgicos post mortem, como derrame pleural, ascite, trombo no atrio

esquerdo e congestao hepética.

2.7 - Determinacdo do teor de agua nos tecidos cardiaco, pulmonar e hepético
Os animais submetidos a inducdo da EAo podem desenvolver retencao
hidrica presente na insuficiéncia cardiaca, portanto, a avaliacdo do teor de agua
tecidual foi realizada nas amostras do ventriculo esquerdo (VE), do direito (VD), dos
atrios (AT), do pulméo e do figado. Apds a remocédo do tecido a ser examinado, foi
aferido o peso in natura em balanca analitica (SPLabor, Presidente Prudente, S&o
Paulo, Brasil). Em seguida, as amostras foram submetidas a secagem em estufa
(Fanem, Guarulhos, SP, Brasil) sob temperatura de 55 + 5°C, por periodo de 48
horas. A determinacéo do teor de agua foi expressa em valores relativos e calculada
pela seguinte formula: [(PN-PS)/PN] x 100%, onde PN representa o peso in natura e

0 PS 0 peso seco.

2.8 - Caracterizacdo da remodelacao cardiaca
2.8.1 - Anélise macroscoépica do coragdo post mortem

A analise macroscoépica post mortem foi realizada somente 28 semanas apos
a inducdo da EAo e permite identificar a presenca de hipertrofia a nivel atrial e
ventricular. Os animais foram submetidos a anestesia com cloridrato de ketamina (50
mg/kg/ip) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg/ip), eutanasiados por decapitacéo e o

coracdo removido e dissecado. Para indicar o grau de hipertrofia cardiaca foram
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avaliados os pesos absolutos em balanca analitica dos ventriculos esquerdo (VE) e
direito (VD), dos étrios (AT) e do coracdo e suas relagdbes com o comprimento da

tibia, obtendo as seguintes rela¢gbes: VE/tibia, VD/tibia, AT/tibia e coracdol/tibia.

2.8.2 - Andlise estrutural e funcional por ecocardiograma

A andlise ecocardiografica foi realizada apés 18 e 28 semanas da inducao de
EAo. O estudo apdés 18 semanas teve como finalidade caracterizar estrutural e
funcionalmente, os ratos Sham e EAo0, a fim de formar grupos homogéneos com EAo
(EAo e EAOTF) e Sham (Sham e ShamTF). O ecocardiograma representa uma
alternativa para o estudo da funcdo ventricular e pode oferecer importantes
informacdes sobre desempenho cardiaco em roedores (85). Ele permite avaliar: 1) a
morfologia e a funcdo do coracdo (12,14,18); 2) a evolucao da disfuncdo cardiaca
causada por diferentes tipos de agressao(86) e 3) os efeitos de diferentes
intervencdes sobre o coracdo (17). E um método versatil, seguro, indolor, n&o
invasivo e importante para analises seriais (87). E um processo que causa menos
alteracdes fisioldgicas cardiacas do que técnicas invasivas, como a hemodinamica
(88). E amplamente aceito e utilizado para a determinacdo da massa do ventriculo
esquerdo, embora possa superestimar os valores determinados pés-sacrificio (88).

Para a realizacdo do exame, os ratos foram anestesiados com cloridrato de
ketamina (50 mg/kg/ip) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg/ip) e posicionados em
decubito lateral esquerdo. Foi utilizado o ecocardiégrafo modelo Vivid S6 (General
Eletric Medical Systems, Tirat Carmel, Israel), equipado com transdutor eletrénico de
12 MHz. Para medir as estruturas cardiacas, foram utilizadas imagens em modo-M
com o feixe de ultrassom, orientado pela imagem bidimensional com o transdutor na

posicdo paraesternal eixo menor. A imagem monodimensional do ventriculo
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esquerdo (VE) foi obtida posicionando o cursor do modo-M logo abaixo do plano da
valva mitral entre os musculos papilares (14). As imagens da aorta e do &trio
esquerdo também foram obtidas na posi¢cdo paraesternal eixo menor com o cursor
do modo-M posicionado ao nivel da valva adrtica. Posteriormente, as estruturas
cardiacas foram medidas manualmente com o auxilio de um paquimetro, em pelo
menos, cinco ciclos cardiacos consecutivos. O diametro diastélico do VE (DDVE) e a
espessura diastdlica da parede posterior do VE (EDPP) e do septo intraventricular
(EDSIV) foram medidos no momento correspondente ao didmetro maximo da
cavidade. O diametro sistélico do VE (DSVE) e a espessura sistélica da parede
posterior do VE (ESPP) e septo intraventricular (ESSIV) foram medidos no momento
correspondente ao didametro minimo da cavidade. Para avaliar a fungéo sistolica do
VE, foram calculadas a porcentagem de encurtamento mesocardico, AD meso
{[((DDVE + ¥ EDPP + % EDSIV) — (DSVE + % ESPP + % ESSIV)] / (DDVE + %
EDPP + EDSIV)}, a velocidade de encurtamento da parede posterior (VEPP),
tangente maxima do movimento sistélico da parede posterior e a fracdo de ejecéo
(FE = DDVE® - DSVE®DDVES?). No estudo da funcdo diastélica do VE foram
medidos os picos das velocidades do fluxo transvalvar mitral correspondentes a fase
de enchimento inicial (onda E) e a fase de enchimento tardio, consequente a
contracao atrial (onda A), bem como o calculo da relacdo onda E / onda A. Para a
obtencao dos fluxos relacionados a funcéo diastoélica, o transdutor foi posicionado na
regido correspondente a ponta do coracdo na imagem denominada quatro camaras;

a medida dos fluxos foi realizada no monitor do ecocardiégrafo (89).
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2.9 - Anédlise da proliferacdo dos cardiomiocitos
A analise da proliferagdo dos midcitos foi realizada utilizando a técnica de

citometria de fluxo.

2.9.1 - Isolamento dos cardiomiécitos

Para a obtencdo dos cardiomiocitos isolados, foi utilizado o procedimento
padrdo para a dissociacdo enzimatica do tecido, como descrito por Guatimosim et al.
(90). Em resumo, ao final do experimento os animais foram anestesiados com
cloridrato de ketamina (50 mg/kg/ip) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg/ip). O coracéo
foi rapidamente removido, a artéria aorta foi canulada em sistema Langendorff e o
orgéo foi perfundido com solugdo de isolamento contendo CaClz (1 M), em fluxo
constante. No momento em que 0 coragdo passou a contrair regularmente, a
solucéo de perfuséao foi trocada por solugdo de Tyrode, livre de Ca*?, contendo 140
mM de cloreto de sddio (NaCl), 5 mM de cloreto de potassio (KCl), 5 mM de HEPES
(acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinoetanossulfonico), 1 mM de fosfato monossodico
(NaH2PO4), 1 mM de cloreto de magnésio (MgCl2), 2 mM de cloreto de calcio
(CaCl2) e 10 mM glicose (pH 7.4) durante 4 a 6 minutos para deplecdo do Ca*?
cardiaco e lise dos discos intercalares. Em seguida, o coracdo foi perfundido com
solugdo enzimatica contendo 50 mM de CaClz, 1.4 mg/ml de colagenase tipo Il
(Worthington, Lakewood, New Jersey, USA) e 0.04 mg/ml de protease tipo XIV
(Sigma, St. Louis, MO, USA) durante 25 a 30 minutos para a lise da matriz
extracelular. O coracdo foi removido do aparelho de perfusédo, triturado
aproximadamente em pedacgos de 1 mm, e os midcitos foram dispersos por meio de
agitacdo moderada em banho Maria (Modelo 100, Fanem®, Guarulhos, Sdo Paulo,

Brasil), temperatura de 37°C. Apds 5 minutos de agitacdo em solucdo Tyrode
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contendo 50 mM de CaClz, 0.7 mg/ml de colagenase, as células foram separadas
por filtracdo para remover pedacos de tecidos e posteriormente, centrifugadas
(Centrifuge 5804 R, Eppendorf®, Sdo Paulo, SP, Brasil) por 40 segundos, com o
intuito de separar pequenas células que ndo sao cardiomiocitos tais como células
endoteliais e fibroblastos (91). As experiéncias foram realizadas a temperatura

ambiente (22-24°C).

2.9.2 - Anélise do contetdo de DNA por citometria de fluxo

A andlise da proliferacdo dos cardiomiocitos foi realizada por meio da
identificacdo de alterac6es no ciclo celular. A citometria € amplamente utilizada em
estudos que analisam a progressdo do ciclo celular, possibilitando o registro dos
pardmetros cinéticos destas células. Esta técnica revela a quantidade de &cido
desoxirribonucleico (DNA) pelo uso de corantes fluorescentes e a porcentagem de
células nas fases SubGl, G1, S e G2/M e indica parametros uni ou multivariados,
progndsticos e rumos terapéuticos (92).

O ciclo celular € uma sequéncia organizada de eventos, controlados por sinais
internos e externos que resultam em duplicacdo e divisdo celular, ou seja,
proliferacdo celular (93). E formado por diferentes fases: fase G1, em que ocorre 0
crescimento celular, sintese de acido ribonucleico (RNA) e estdo presentes enzimas
necessarias para a replicacdo do DNA; fase S, onde ocorre replicagdo do DNA; fase
G2, formada por um segundo periodo de crescimento celular e sintese de proteinas
e, fase M, onde ocorre a mitose e a citocinese. Além dessas quatro etapas
principais, existe ainda um estagio chamado GO, onde a célula entra num estado de
repouso. Cada etapa do ciclo celular possui uma quantidade especifica de DNA, o

gue caracteriza a fase do ciclo em que a célula se encontra (94). A andlise do



Mota, G. A. F.

49

contetdo de DNA de uma célula é realizada através da capacidade do iodeto de
propidio de se ligar ao DNA, desta forma, a membrana plasmética deve ser
primeiramente permeabilizada permitindo a entrada do corante até o nucleo. Assim,
o DNA celular é marcado estequiométricamente, ou seja, a quantidade de corante &
diretamente proporcional & quantidade de DNA no interior da célula, permitindo a
identificacdo da quantidade de células em cada fase do ciclo (95).

ApGs o isolamento das células, as mesmas foram colocadas em tubos tipo
“eppendorfs” e centrifugadas a uma velocidade de 400 g, por 5 min, em temperatura
ambiente. O sobrenadante foi entdo descartado e ajustou-se a concentracdo dos
cardiomidcitos para 1 x 10%/ml através da contagem na camara de Neubauer. As
células foram ressuspensas em uma solucdo de lise hipotbnica contendo 0.1% de
citrato de sodio, 0.1% de triton X-100 e 50 mg/L de iodeto de propidio (Sigma-
Aldrich) e incubadas por 30 minutos. A seguir, as amostras foram analisadas no
citbmetro de fluxo FACSCanto Il (BD Biosciences, Trenton, New Jersey, USA). Para
a aquisicdo das amostras foi utilizado o programa Cell Quest, e dez mil eventos
foram adquiridos de cada amostra, cada um correspondendo a uma célula. Os

parametros analisados foram FL2-W versus FL2-A (94).

2.10 - Expresséo proteica pela técnica de Western Blot
As proteinas analisadas no tecido cardiaco foram os receptores Mas e o AT1

pela técnica de Western Blot.

2.10.1 - Técnica de Western Blot
Este método é frequentemente utilizado em pesquisas para detectar

proteinas em um homogenato de tecido bioldgico (96), sendo constituido das



Mota, G. A. F.

50

seguintes etapas: extracdo de proteinas, eletroforese em gel, transferéncia das
proteinas do gel para uma membrana de nitrocelulose, identificacdo das proteinas
por anticorpos especificos e quantificacdo dos blots de polipetideos (97). A
metodologia esta pormenorizadamente descrita abaixo.
2.10.1.1 - Extracao das proteinas

Fragmentos do VE foram rapidamente congelados em nitrogénio liquido e
armazenados em freezer a -80°C. A amostra congelada foi homogeneizada em
aparelho Polytron (Ika Ultra TurraxTM T25 Basic, Wilmington, USA) com tampéao de
lise hipotdnico (fosfato de potassio 50 mM pH 7.0, sucrose 0.3 M, DTT 0.5 mM EDTA
1 mM pH 8.0, PMSF 0.3 mM, NaF 10 mM e inibidor de fosfatase). O produto da
homogeneizacgéao foi centrifugado (Eppendorf 5804R, Hamburg, Germany) a 12000
rom por 20 minutos a 4°C, e o sobrenadante transferido para tubos eppendorfs e
armazenado em freezer -80°C. A concentracdo de proteina foi analisada pelo
método 15 de Bradford(98), utilizando as curvas de BSA Protein Standard (Bio-Rad,

Hercules, CA, USA) como padréo.

2.10.1.2 - Eletroforese em gel

Apos a quantificacdo da concentracdo proteica, as amostras das proteinas
foram diluidas em tampéo Laemmli (Tris-HCL 240 mM, SDS 0.8%, glicerol 40%, azul
de bromofenol 0.02% e B-mercaptoetanol 200 mM) e separadas por eletroforese
utilizando sistema Mini-Protean 3 Electrophoresis Cell (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
A corrida eletroforética foi realizada em gel bifasico, de empilhamento (Tris-HCL, 240
mM, pH 6.8, poliacrilamida 30%, APS e Temed) e de resolugao (Tris-HCL, 240 mM,
pH 8.8, poliacrilamida 30%, APS e Temed), na concentragcdo de 6 a 10%,

dependente do peso molecular da proteina analisada. No primeiro poco do gel foi
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aplicado um padrdo de peso molecular, Kaleidoscope Prestained Standards (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA) para identificagdo do tamanho das bandas. A corrida
eletroforética foi efetuada a 120V (Power Pac HC 3.0A, Bio-Rad, Hercules, CA,
USA), aproximadamente 3 horas, com tampé&o de corrida (Tris 0.25 M, glicina 192

mM e SDS 1%).

2.10.1.3 - Transferéncia e identificacdo das proteinas

Em seguida, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose em sistema Mini-Trans Blot (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) utilizando-se
tampdao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e SDS 0.1%).
As membranas foram lavadas duas vezes com tampéao TBS (Tris-HCI, 20 mM, pH
7.6 e NaCl 137 mM). Os sitios inespecificos de ligagdo do anticorpo primario a
membrana foram bloqueados mediante incubacdo com solucéo a 0,5% de leite em
poé desnatado, dissolvido em tampédo TBS-T, pH 7,4 (Tris-HCI, 20 mM, NaCl 137mM
e detergente Tween 20 0.1%) por 120 minutos a temperatura ambiente sob
constante agitacdo. Em seguida, a membrana foi lavada trés vezes em solucéo
basal (Tris 1M, pH 2.8; NaCl 5 M e Tween 20) e incubada com o anticorpo primario
diluido na solucao bloqueadora, sob agitacdo constante por 12 horas a 4°C. Apés a
incubacdo com o anticorpo primario, a membrana foi lavada trés vezes em solucdo
basal e incubada com o anticorpo secundario em solucdo blogueadora por 2 horas,
sob agitacdo constante. Para remover o excesso de anticorpo secundario, a
membrana foi lavada trés vezes em solucdo basal. A imuno deteccao foi realizada
por meio do método de quimioluminescéncia de acordo com as instrugbes do

fabricante (Enhancer Chemi-Luminescence, Amersham Biosciences, NJ-USA).
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Finalmente, as membranas de nitrocelulose foram analisadas em foto documentador
Gel Logic 6000 Pro (Carestream Health, Rochester, NY, USA).
Anticorpos primérios que foram utilizados
e Anti-Angiotensin Il Receptor Type-1 (Novus Biologicals, Littleton, CO, USA).
Concentracao recomendada pelo fabricante, 1:1000.
e Anti-Angiotensin (1-7) Mas Receptor (Alomone Labs, Jerusalém, Israel).
Concentracdo recomendada pelo fabricante, 1:5000.
Anticorpo de normalizacéo
e [-Actin, rabbit IgG (4967 - Cell Signaling, Danvers, MA, USA) Concentracao
recomendada pelo fabricante, 1:200).
Anticorpos secundéarios
Os anticorpos secundarios, conjugados a peroxidase, Anti-Rabbit IgG-HRP
(Abcam, Cambridge, MA, USA) e Anti-Mouse IgG-HRP (Abcam, Cambridge, MA,
USA). Os anti-anticorpos priméarios, foram utilizados na titulacdo de 1:10000. Os
anticorpos primarios e secundarios foram testados em diferentes titulacdes, assim

como a solucao bloqueadora e demais etapas metodoldgicas.

2.10.1.4 - Quantificacdo das proteinas
As analises quantitativas das bandas protéicas (blots) foram realizadas pelo
programa Scion Image (Scion Corporation, Frederick, Maryland, EUA), software livre,

disponivel no endereco http://www.scioncorp.com/.

2.11 - Quantificacao sérica e tecidual por espectrometria de massa
A quantificagdo das concentracdes plasmaticas e teciduais no miocardio de

Ang-(1-7) e Ang Il foi realizada pela técnica de espectrometria de massa.



Mota, G. A. F.

53

A extracdo das angiotensinas plasmaticas foi realizada através de colunas
Oasis C18 (Waters, MA, USA), previamente ativadas com metanol (5 mL),
tetraiodofurano (5 mL), hexano (5 mL), metanol (5 mL) e agua (10 mL). Apds
ativacdo, as amostras foram aplicadas nas colunas, lavadas com agua e eluidas em
etanol / acido acético / agua na proporcao 90% / 4% / 6%. As fracdes eluidas foram
liofilizadas e redissolvidas em 500 pL de veiculo em fase A (5% acetonitrila em 0.1%
acido ortofosférico) e filtradas em membranas de 0.22 mm para andlise em
espectrometro (AB Sciex 5500 QTRAP LC/MS/MS, Estugarda, Baden-Wirttemberg,
Alemanha). As angiotensinas de cada amostra foram separadas em coluna de fase
reversa ODS Agquapor 300 (250x4,6mm), 7 pl (Colunas Browlee, PerkinElmer),

usando um gradiente de 5 a 35% de fase mével B (95% de acetonitrila em 0.1% de

acido fosforico) sob um fluxo de 1,5 mL.min~L por 40 min. As angiotensinas foram

identificadas por comparagcdo com o tempo de retencdo amostras padrédo de

angiotensinas, e os resultados expressos em pmol.mL'1 de plasma.

O tecido miocérdico foi pesado e homogeneizado em 100 mM de tampéo de
fosfato de sédio pH 7,2, 340 mM de sucrose e 300 mM de cloreto de sédio,
contendo o mesmo inibidor de proteases descrito na coleta de sangue. As amostras
foram centrifugadas a 10000 g a 4°C por 20 min, e entdo passadas pela coluna

de extragdo, seguindo a mesma sequéncia descrita para o plasma, e os resultados

expressos em pmol.g'1 de tecido.

2.12 — Andlise estatistica
Os dados foram expressos por meio de medidas descritivas de posicéo e

variabilidade. A comparacdo entre os grupos Sham e EAo na 182 semana poés-
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inducdo da estenose aortica foi realizada pelo teste “t” de Student ou Mann-Whitney
para amostras independentes. As comparacdoes entre 0s grupos no final do
experimento, apds as 10 semanas de treinamento fisico, foram realizadas pela
técnica de andlise de variancia (ANOVA) para esquema de dois fatores no
experimento completamente casualizado (quando ndo paramétrica, Kruskal-Wallis)
complementada com teste de compara¢gbes multiplas de Bonferroni (quando néo-
paramétrico, Dunn) (99). Para a comparac¢do da frequéncias dos sinais de
insuficiéncia cardiaca entre os grupos, foi utilizado o teste de associacdo de
Goodman para contrastes entre e dentro de populagdes multinominais (100,101). As

conclusdes estatisticas foram discutidas ao nivel de significancia de 5%.



Resultados
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3 - RESULTADOS

3.1 - Analise da capacidade funcional dos animais durante o treinamento fisico

No decorrer do protocolo de treinamento fisico, o teste de esforco foi realizado
para avaliar a capacidade funcional dos animais pelas variaveis velocidade de
exaustao (Vex), tempo total (TT) e distancia percorrida (DP). Os resultados estéo
apresentados na Tabela 1 e na Figura 5. No momento T1, ndo houve diferenca
entre os grupos Sham (Sham vs ShamTF) e os grupos EAo (EAo vs EAOTF), nas
trés variaveis analisadas; entretanto as variaveis foram estatisticamente menores
nos grupos EAo em relacdo aos Sham. Nos momentos T2, T3 e T4 o grupo ShamTF
e 0 EAoTF apresentaram valores significativamente maiores nas trés variaveis
analisadas em relacédo aos respectivos controles. A comparacao entre os diferentes
momentos mostrou que no grupo ShamTF, a Vex, o TT e a DP foram semelhantes
entre si, em T2, T3 e T4 e diferentes do T1. Em relacdo ao grupo EAo, a Vex foi
semelhante em T1 e T2 e diferente de T4. E o T1, foi igual ao T3. No EAOTF a Vex e
a DP foram iguais entre T1 e T2 e entre T2, T3 e T4. O TT e DP do EAo foi igual
entre T1 T2 e diferente de T3 e T4, que foram semelhantes entre si. No grupo

EAOTF, T1 foi diferente de T2, T3 e T4, que foram semelhantes entre si.



Tabela 1. Teste de esforco progressivo

S7

Momentos do teste de esforco

Variavel TF T1 T2 T3 T4 Valor p
Ausente 25,9 + 3,55 25,9 + 3,558 235+ 4058  250+6,10% p>0,05

Velocidade Presente 23,7 % 4,668 31,6 + 4,400B8 34,0 + 6,25b88 34,6+ 8,0088  p<0,01
de(;x/f‘n”if]t)ao Ausente 17,3 + 3,643ARY 18,3+ 3,148 151+ 4,53%A® 14,0+ 3,614 p<0,01
Presente 19,4 + 4,938Ad 22,4+ 4668  246+510M8  236+479%% p<0,01

Ausente 23,3 & 3,29% 22,7 + 3,59 21,1+3,918  224+6,348 p>0,05

Tempo total Presente 21,2 + 4,358 28,0+4,11%8  311+575%88 318483388 p<0,01
(min) Ausente 14,8 + 3,868 15,2 + 2,878 12,2+ 41734 113+ 3,215 p<0,01
Presente 16,5 + 4,53?40 19,444,308 21,814,008 20,0 +4,75M8  p<0,01

Distancia Ausente 381 + 90,53 366 + 95,038 323101 366+ 174%®  p>0,05

: Presente 322 + 11924 553 + 14988 638 + 2248 683 + 348bBB  p<0,01
pe”zr?]r)”da Ausente 183 % 79,28AB 183 + 55, 78AB 137+ 72,28A6 120+ 52,134 p<0,01
Presente 221 + 11134 285 + 113PAB 348 + 13478 324 + 123" p<0,01

TF: Treinamento fisico; Sham TF ausente (n=20):
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animais submetidos a cirurgia simulada; Sham TF presente (n=20): animais submetidos a cirurgia
simulada e ao treinamento fisico; EAo TF ausente (n=19): animais submetidos a cirurgia de estenose adrtica; EAo TF presente (n=15): animais
submetidos a cirurgia de estenose adrtica e ao treinamento fisico. T1: teste realizado ap6s a semana de adaptagdo; T2: teste realizado ap6s 3 semanas
de TF; T3: teste realizado apés 7 semanas de TF; T4: teste realizado apdés encerramento do protocolo de treinamento fisico. Letras minusculas:
comparacao entre ausente vs presente fixado a cirurgia; Letras mailsculas: comparagéo entre Sham e EAo fixado o treinamento. Considerando cada
momento de analise isolado; Letras gregas: em 2 momentos ndo foram colocados; mais de 2 momentos: comparacdo dos tempos fixado cirurgia e
treinamento. Técnica de andlise de variancia para o modelo de medidas repetidas no esquema de dois fatores independentes complementada com o
teste de comparacgdes multiplas de Bonferroni, p<0,05.
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Figura 5. Velocidade de exaustdo (A), tempo total (B) e distancia percorrida (C) nos testes de esforco
(TE) dos animais Sham (n=20), ShamTF (n=20), EAo (n=19) e EAo (n=15) durante o protocolo de
treinamento fisico (TF). T1: TE realizado apés a semana de adaptacdo; T2: TE realizado apés 3
semanas de TF; T3: TE realizado apds 7 semanas de TF; T4: TE realizado apdés encerramento do
protocolo de treinamento fisico. Simbolos: * = EAo vs EAOTF; & = Sham vs EAo; 8§ = ShamTF vs
EAOTF; # = Sham vs ShamTF. Letras minUsculas: a = p<0,05 vs T1; b = p<0,05 vs T2; ¢ = p<0,05 vs
T1 e T2. Dados expressos em média + desvio padrdo. Técnica de andlise de variancia para o modelo
de medidas repetidas no esquema de dois fatores independentes complementada com o teste de

comparacdes multiplas de Bonferroni, p<0,05.
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Os sinais clinicos e patologicos de insuficiéncia céardica dos grupos EAo e

Tabela 2. Sinais de insuficiéncia cardiaca nos grupos EAo e EA0TF

pleural, trombo no atrio esquerdo e congestao hepética, em relagdo ao grupo EAo.

Ascite (%)

Grupos Total
Ausente + ++ +++
EAo 10 (52,6)28 8 (42,1)PB 1(5,3) 0 (0,0)* 19
EAOTF 14 (93,3)08 1(6,7)* 0 (0,0)*A 0 (0,0)* 15
Taquipneia (%)
Ausente + ++ +++
EA0 1(5,3) 10 (52,6)28  7(36,8)"8 1(5,3)24 19
EAOTF 7 (46,7)°8 7 (46,7)28 1 (6,6)* 0 (0,0)* 15
Derrame (%)
Ausente + ++ +++
EAo 0 (0,0) 5(26,3)2 10 (52,6)28 4 (2,11)"8 19
EAOTF 6 (40,0)°8 5(33,3)22 4 (26,7)*8 0 (0,00)** 15
Trombo (%)
Ausente + ++ +++
EA0 7 (36,8) 5 (26,3) 4 (21,14 3(15,8) 19
EAOTF 12 (80,0)*2 3 (20,02 0 (0,0)* 0 (0,0)* 15
Figado (%)
Ausente + ++ +++
EAo 10 (52,6)22 6 (31,6)*8 2 (10,5 1(5,3)%4 19
EAOTF 13 (86,6)3" 1(6,7)* 1(6,7) 0 (0,0)2A 15

EAo (n=19): animais submetidos a cirurgia de estenose adrtica; EAOTF (n=15): animais
submetidos a cirurgia de estenose aodrtica e ao treinamento fisico. Dados expressos em
frequéncia relativa (%). Intensidade do sintoma: Ausente = auséncia do sintoma; + = leve; ++
= moderado; +++ = grave. Letras minlsculas: representam a comparagao entre 0s grupos
fixado a frequéncia de sinais. Letras mailsculas: representam a comparagdo entre a
frequéncia de sinais fixado o grupo. Teste de associacdo de Goodman para contrastes entre

e dentro de popula¢cdes multinominais.

EAOTF estdo apresentadas na Tabela 2 e na Figura 6. Apés 28 semanas de cirurgia,

0 grupo EAOTF apresentou diminuicdo da ocorréncia de ascite, taquipnéia, derrame
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Figura 6. Sinais clinico-patoldgicos de IC. EAo (n=19): animais submetidos a cirurgia
de estenose adrtica; EAoTF (n=15): animais submetidos a cirurgia de estenose aértica
e ao treinamento fisico. Dados expressos em frequéncia relativa (%). Teste de
associacdo de Goodman para contrastes entre e dentro de populagdes multinominais.

60



Mota, G. A. F.

3.3- Teor de agua nos tecidos cardiaco, pulmonar e hepatico

A avaliacao do teor de agua nos tecidos cardiaco, pulmonar e hepético dos

grupos Sham, ShamTF, EAo e EAOTF estéo apresentados na Tabela 3. Os animais

EAo apresentaram teor de agua do VE e figado significativamente maior que os

animais Sham.

Tabela 3. Porcentagem (%) de umidade nos tecidos

Treinamento Fisico

Variavel Cirurgia AUSente Presente Valor p
VE Sham 76,7 (75,0;76,9) 76,3 (75,6;77,4) p>0,05
EAo 78,2 (77,6;79,0) 76,8 (74,6;77,5) p>0,05

Valor p p<0,05 p>0,05
VD Sham 76,5 (75,6;76,8) 76,1 (75,9;76,9) p>0,05
EAo 77,6 (76,6;78,9) 76,8 (76,5;77,4) p>0,05

Valor p p>0,05 p>0,05
AT Sham 77,6 (77,0;78,3) 79,0(76,9;80,1) p>0,05
EAo 78,9 (78,2;79,8)  78,5(77,4;,79,0) p>0,05

Valor p p>0,05 p>0,05
Figad Sham 67,2 (66,9;67,4) 67,2 (66,0;67,7) p>0,05
9aco EAo 70,0 (67,8;70,1) 67,7 (67,1,68,8) p>0,05

Valor p p<0,05 p>0,05
puImA Sham 78,4 (77,9;79,0) 77,5 (75,5;78,3) p>0,05
Himao EAo 78,7 (77,1;80,1)  79,0(77,8;79,6) p>0,05

Valor p p>0,05 p>0,05

Sham TF ausente (n=10): animais submetidos a cirurgia simulada; Sham TF presente (n=10):
animais submetidos & cirurgia simulada e ao treinamento fisico; EAo TF ausente (n=10):
animais submetidos a cirurgia de estenose adrtica; EAo TF presente (n=10): animais
submetidos a cirurgia de estenose adrtica e ao treinamento fisico; VE: ventriculo esquerdo; VD:
ventriculo direito; AT: atrios. Dados expressos em mediana e valores minimo e maximo.
Kruskal-Wallis complementado com Dunn, p<0,05.
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3.4 — Caracterizacdo da remodelacao cardiaca

3.4.1- Anélise macroscépica do coragdo post mortem

Os dados de estrutura macroscopica cardiaca post mortem dos quatro grupos
estudados estdo apresentados na Tabela 4. A estenose aortica supravalvar
provocou alteracbes em todas as variaveis cardiacas analisadas independente do
treinamento. O treinamento fisico ndo acarretou mudancgas nas varidveis cardiacas

nos grupos Sham e EAo0.



Tabela 4. Dados anatdomicos e analise macroscopica cardiaca post mortem
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Treinamento Fisico

Variavel Cirurgia AUsente Dresento Valor p
PCF(g) Sham 543 £ 57,4 521 £55,3 p>0,05
EAO0 480 + 43,4 451 + 58,2 p>0,05

Valor p <0,01 <0,01
VE (g) Sham 1,05+0,19 0,86 + 0,32 p>0,05
EA0 1,46 £ 0,24 1,42 £ 0,43 p>0,05

Valor p 0,006 <0,001
VD (q) Sham 0,26 + 0,04 0,25+ 0,04 p>0,05
EA0 0,43+0,11 0,40+0,14 p>0,05

Valor p <0,001 <0,001
AT (9) Sham 0,13 (0,11;0,24) 0,11(0,10;0,14) p>0,05
EA0 0,45 (0,25;0,49) 0,41 (0,29;0,45) p>0,05

Valor p <0,001 <0,001
Tibia (cm) Sham 450+0,11 443 +0,14 p>0,05
EAO0 4,54 + 0,26 4,35+ 0,13 p<0,05

Valor p p>0,05 p>0,05
VE/tibia (g/cm) Sham 1,75(1,69;184) 1,68(1,54;1,83) p>0,05
EAO0 3,01 (2,64;3,45) 3,23(2,64;3,47) p>0,05

Valor p <0,001 <0,001
VDltibia (g/cm) Sham 0,057 + 0,009 0,056 + 0,010 p>0,05
EA0 0,095 + 0,024 0,100 + 0,033 p>0,05

Valor p <0,001 <0,001
AT/tibia (g/cm) Sham 0,03 (0,02;0,03) 0,02 (0,02;0,03) p>0,05
EA0 0,09 (0,05;0,11) 0,09 (0,06;0,10) p>0,05

Valor p

<0,001

<0,001

Sham TF ausente (n=10): animais submetidos a cirurgia simulada; Sham TF presente (n=10):
animais submetidos & cirurgia simulada e ao treinamento fisico; EAo TF ausente (n=10):
animais submetidos a cirurgia de estenose adrtica; EAo TF presente (n=10): animais
submetidos a cirurgia de estenose adrtica e ao treinamento fisico. PCF: peso corporal final; VE:
peso do ventriculo esquerdo; VD: peso do ventriculo direito; AT: peso do atrio; VE/tibia: relacéo
do peso do VE pela tibia; VD/tibia: relagdo do peso do VD pela tibia; AT/tibia: relagdo do peso
do AT pela tibia. Dados expressos em média + desvio padrdo. ANOVA complementada com
Bonferroni, p<0,05.

3.4.2 - Ecocardiograma dos grupos Sham e EAo na 182 semana
Os dados ecocardiograficos dos grupos obtidos na 18° semana apds a

cirurgia estado apresentados na Tabela 5. Os animais dos grupos EAo apresentaram
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aumento da Esp. rel. VE, AE, AE/AO, E mitral e E/A, e diminuicdo da fracdo de

ejecao, % Enc. Meso, e VEPP em relagao ao grupo Sham.

Tabela 5. Dados ecocardiograficos dos grupos Sham e EAo na 182 semana

Variaveis Grupos
Sham EAO0 Valor p
FC (bpm)# 323 +50,3 304 +42,1 p>0,05
DDVE (mm) 7,41 (6,90-7,66) 7,77 (6,90-8,18) p>0,05
Esp.rel.VE 0,45 (0,41-0,46) 0,79 (0,70-0,87) p<0,01
AE (mm) 4,85 (4,71-5,11) 8,18 (7,66-8,69) p<0,01
AE/AO 1,24 (1,21-1,30) 1,99 (1,82-2,18) p<0,01
FE 0,92 (0,90-0,94) 0,90 (0,87-0,92) p<0,05
% Enc. meso* 28,0+ 4,25 24,9 + 4,47 p<0,05
VEPP (mm/s) 58,5 (54,0-62,0) 39,0 (35,0-47,0) p<0,01
E mitral (cm/s) 84,8 (78,4-89,6) 130 £ (108-141) p<0,01
E/A 1,42 (1,37-1,52) 4,69 (1,79-6,18) p<0,01

Sham (n=40): animais submetidos a cirurgia simulada; EAo (n=34): animais submetidos a
cirurgia de estenose adrtica. FC: frequéncia cardiaca; DDVE: didmetro diastélico do ventriculo
esquerdo (VE); Esp. rel. VE: espessura relativa da parede do VE; AE: didmetro do atrio
esquerdo (AE); AE/AO: relagéo entre AE e didmetro da aorta; FE: fracdo de ejecdo; % Enc.
Meso: porcentagem de encurtamento mesocardico; VEPP: velocidade de encurtamento da
parede posterior do VE; E mitral: onda E do fluxo transmitral: E/A: razdo entre ondas E e A.
Dados expressos em mediana e valores minimo e maximo, teste de Mann-Whitney. # Dados
expressos em média = desvio padrao, Teste “t” de Student.

3.4.3 — Estrutura e funcdo do coracdo por ecocardiograma na 182 e 282
semanas

Na Tabela 6 estdo apresentados os dados ecocardiograficos dos grupos
analisados na 182 semana, antes do inicio do treinamento fisico, e na 282 semana,
apos o periodo de TF. A coluna da 182 semana indica que os grupos Sham e EAo0,
na presenca ou auséncia do TF, sdo homogéneos; além disso, esta coluna mostra
diferenca em todas as variaveis cardiolégicas, com excecdo da FC e DDVE, entre 0s

grupos Sham e EAo. Com relacdo ao efeito do treinamento fisico, no grupo Sham
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observa-se que o TF acarretou um aumento significativo nos valores da FE e VEPP;
além disso, houve uma diminuicdo significativa na % Enc. meso nos animais
sedentarios, 0 que ndo ocorreu no grupo ShamTF. Em relagdo ao grupo EAo, pode
se verificar que, em relagdo ao DDVE, a Esp.rel.VE e AE, o TF apresentou efeito
benéfico; assim, enquanto o grupo EAo apresentou um aumento significativo do
DDVE, na 282 semana em relacdo a 182 semana, no grupo EAOTF os animais

tiverem uma reducdo na Esp. Rel. VE e no AE, e um aumento na FE e % de Enc.

Meso.

Tabela 6. Dados ecocardiograficos dos grupos na 182 e 282 semanas

., . . Momento

Variavel Cirurgia TF 18 semanas 8 SemManas Valor p
Ausente 324 £ 62 303 £42 p>0,05
Sham b o sente 321 + 37 327 + 44 p>0,05
FC (bpm) Ausente 310 + 48 308 + 41 p>0,05
BAO  presente 297 + 33 305 + 28 p>0,05

Valor p p>0,05 p>0,05
Ausente 7,29 % 0,52 7,68 + 0,66 p>0,05
DDVE Sham  presente  7.42+047 7,61+ 0,36 p>0,05
(mm) Ausente 7,51+ 0,08 8,03 + 0,88 p<0,01
EAO  presente 7,50 +0,99 789+087  p>0,05

Valor p p>0,05 p>0,05
Ausente 0,45 + 0,044 0,43 £ 0,044 p>0,05
Esp. Rel. Sham b ocente  045+004%  043+003%  p>0,05
VE Ausente 0,82 +0,1288 0,76 +0,1208  p<0,01
EAO  presente  0,77+014%®  0,71+012%®  p>0,05

Valor p p<0,05 p<0,05
Ausente 4,88 +0,25%  495+0,27%  p>0,05
Sham b esente  4.94+025%4 4924023  p>0,05
AE (mm) Ausente  7.91+1,1288 8,49+ 0,94%  p<0,01
EAO  presente 814+100%®  7.64+156®  p>0,05

Valor p p<0,05 p<0,05
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Tabela 6. Dados ecocardiograficos dos grupos na 182 e 282 semanas “continua”

Ausente 1,26 +0,08%4 1,27 +0,11% _ p>0,05
Sham  presente  1.26+008%  124+008%  p>0,05
AEIAO Ausente 2,00 + 0,302 1,92 + 0,462 p>0,05
EAO  presente  2,00+0,23%®  1,86+0,35%  p>0,05

Valor p p<0,05 p<0,05
Ausente 0,93 + 00,0238 0,91 + 0,0328 p>0,05
Sham b ocente  092+0028  093+001%®  p<0,05
FE Ausente 0,88 0,068 0,88 +0,04%  p>0,05
EAO  presente  0,89+004%  0,01+004%  p>0,05

Valor p p<0,05 p<0,05
Ausente 27,6 + 3,238  250+234%  p<0,05

Sham aA bB

% Enc. Presente 28,5+5,13 29,2+295 p>0,05
meso Ausente 23,9 + 4,80 24,8 + 2,873 p>0,05
BAO  presente  26,1+3,8284  267+3,24%  p>0,05

Valor p p<0,05 p<0,05
Ausente 59,7 + 6,598  505+576%  p>0,05
VEPP Sham b ocente  58.2+541%8  657+6.11%  p<0,001
(mm/s) Ausente 39,9 + 8,544 40,0 £ 11,73 p>0,05
EAO  presente  404+759%  448+114%  p>0,05

Valor p p<0,05 p<0,05
Ausente 82,8 £ 6,703 84,3 £ 10,23 p>0,05

_ Sham aA aA

E mitral Presente 87,3+12,6 87,8+ 15,0 p>0,05
(cm/s) Ausente 129 + 27,228 137 £ 29,928 p>0,05
BAO  Dpresente 124 +31,3% 130 £ 26,98  p>0,05

Valor p p<0,05 p<0,05
Ausente 1,45 +0,14%A  1,44+0,18%  p>0,05
Sham b ocente  1.45+013%  147+013%*  p>0,05
EIA Ausente 4,39+ 2,288  501+167%8  p>0,05
BAO  presente  4,42+243%®  422+226%®  p>0,05

Valor p p<0,05 p<0,05

Sham TF ausente (n=20): animais submetidos a cirurgia simulada; Sham TF presente (n=20):
animais submetidos a cirurgia simulada e ao treinamento fisico; EAo TF ausente (n=19): animais
submetidos a cirurgia de estenose aértica; EAo TF presente (n=15): animais submetidos a cirurgia
de estenose adrtica e ao treinamento fisico. FC: frequéncia cardiaca; DDVE: diametro diastélico do
ventriculo esquerdo (VE); Esp.rel.VE: espessura relativa da parede do VE; AE: didmetro do &trio
esquerdo (AE); AE/AO: relacdo entre AE e didmetro da aorta; FE: fracdo de ejecdo; % Enc. Meso:
porcentagem de encurtamento mesocérdico; VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior
do VE; E mitral: onda E do fluxo transmitral; E/A: razdo entre ondas E e A. Dados expressos em
média + desvio padrdo. Letras minUsculas: comparagéo entre ausente vs presente fixado a cirurgia;
Letras mailsculas: comparacdo entre Sham e EAo fixado o treinamento. Técnica de andlise de
varidncia para o modelo de medidas repetidas no esquema de dois fatores independentes
complementada com o teste de comparac¢des multiplas de Bonferroni, p<0,05.
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3.5- Anélise da proliferacdo dos cardiomiocitos

Para avaliar se o TF acarreta proliferacdo de cardiomiécitos, foi analisado o
conteudo de DNA nas seguintes fases do ciclo celular: SubGl, G1, S e G2/M nos
quatro grupos analisados. A anélise dos dados, visualizadas na Tabela 7 e na Figura
7 mostram que ndo houve diferenca estatistica entre os grupos nas quatro fases que
constituem o ciclo celular. Entretanto, foi observado no grupo ShamTF diferenca
significativa das fases SubG1l e G1 em relacdo a fase S; no entanto, as fases Sub
G1, G1 e G2/M néao foram diferentes estatisticamente. No grupo EAo verificou-se

que as fases Sub Gl e G1, foram diferentes da fase S e G2/M.
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Tabela 7. Analise do contetido de DNA e distribuicdo nas fases do ciclo celular

Fases do ciclo celular

Cirurgia TF Valor p
SubG1 Gl S G2/M
Sham Ausente 28,3 (11,2; 34,3) 49,5 (24,6;64,1) 7,63 (3,80;14,9) 17,9 (1,35; 44,2) p>0,05
Presente 30,3 (7,26; 48,1)F  51,1(26,3;62,1)F 6,10 (2,56; 14,5 13,3 (1,15;52,6)%® p<0,05
EAo Ausente 29,1 (23,9; 47,6)F 46,9 (38,5;63,7)%  7,11(3,70; 16,9)8 2,94 (1,20; 19,6)*  p<0,05
Presente 40,3 (10,9; 52,5) 40,6 (30,4;57,8) 11,0 (2,62; 25,4) 9,06 (0,55; 34,5) p>0,05
Valor p p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05

TF: Treinamento fisico; Sham TF ausente (n=8): animais submetidos a cirurgia simulada; Sham TF presente (n=6): animais submetidos a
cirurgia simulada e ao treinamento fisico; EAo TF ausente (n=9): animais submetidos a cirurgia de estenose adrtica; EAo TF presente (n=6):
animais submetidos a cirurgia de estenose adrtica; Sub G1: apoptose; G1: crescimento celular; Fase S: sintese de DNA; G2/M: mitose. Letras
gregas distintas mostram diferenca estatistica entre as fases. Dados expressos em mediana e valores minimo e méximo. Técnica da analise de
varidncia ndo paramétrica para o modelo de medidas repetidas no esquema de dois fatores independentes complementada com teste de

comparacdes multiplas de Dunn, p<0,05.
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Figura 7. Andlise do conteddo de DNA e distribuicdo nas fases do ciclo celular. TF: Treinamento fisico; Sham (n=8): animais
submetidos a cirurgia simulada, Sham TF (n=6): animais submetidos a cirurgia simulada e ao treinamento fisico, EAo (n=9): animais
submetidos a cirurgia de estenose adrtica, EAo TF (n=6): animais submetidos a cirurgia de estenose adrtica e submetidos ao
treinamento fisico; Fase Sub G1: apoptose; Fase G1: crescimento celular; Fase S: sintese de DNA; Fase G2/M: mitose. Letras distintas
mostram diferenga estatistica entre as fases. Dados expressos em mediana. Técnica de analise de variancia ndo paramétrica para o
modelo de medidas repetidas no esquema de dois fatores independentes complementada com o teste de comparagfes mdltiplas de

Dunn, p<0,05.
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3.6 — Expressao proteica pela técnica de Western Blot

A expressao proteica dos receptores AT1 e Mas esta apresentada na Figura
8. A expresséo do receptor AT1 foi menor no grupo EAo e EAOTF em relagcdo ao
Sham e ShamTF (Figura 8A). N&o houve diferenca estatistica entre os quatro grupos

na expressao do receptor Mas (Figura 8B).
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Figura 8. Expressdo proteica do receptor AT1 e do receptor Mas. Sham: animais submetidos a
cirurgia simulada (n=7); ShamTF: animais submetidos & cirurgia simulada e ao treinamento fisico
(n=7); EA0: animais submetidos a cirurgia de inducdo a estenose aértica supravalvar (n=7); EAOTF:
submetidos a cirurgia de inducdo a estenose adrtica supravalvar e ao treinamento fisico (n=7). Dados

expressos em média + desvio padrdo. ANOVA complementada com Bonferroni, p<0,05.
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4. DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi verificar se o treinamento fisico atenua a queda
do desempenho cardiaco, acarreta proliferacdo de cardiomiécitos e eleva os niveis
de Ang-(1-7) e do receptor Mas miocardicos em ratos com sobrecarga pressorica e
disfuncédo ventricular. Os principais achados obtidos foram, melhora estrutural e
funcional sistélica no coracdo de animais com EAo treinados, diminuicdo da
expressao dos receptores AT1 em animais EAo sedentéarios e treinados e auséncia

de proliferacao de cardiomidécitos.

4.1 - Andlise da capacidade funcional dos animais durante o treinamento fisico

A pratica do treinamento fisico tem sido grande alvo de estudos.
Pesquisadores tém investigado as respostas adaptativas benéficas, estruturais e
funcionais, proporcionadas pela pratica do TF, em varios sistemas organicos, entre
eles, o cardiovascular (102,103). O maior beneficio da pratica do TF é se tratar de
uma terapia nao-farmacoldgica que previne prejuizos proporcionados ao coracao por
diversos tipos de agressdo, entre elas; estenose aodrtica, obesidade, infarto do
miocardio (74,104-106).

Neste trabalho foi utilizado um protocolo de TF de baixa intensidade e
adaptado de um modelo empregado anteriormente em ratos com sobrecarga
pressoérica (74). Mesmo com baixa intensidade, este protocolo foi benéfico pois
apresentou melhoria na capacidade funcional dos animais ShamTF e EAOTF,
conforme demonstrado na Tabela 1. A velocidade de exaustdo, o tempo total de

permanéncia na esteira e a distancia percorrida foram significativamente maiores
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nos animais treinados em relacdo aos sedentarios. Estes achados estdo de acordo

com estudos que avaliaram a capacidade funcional de animais com EAo (75-77).

4.2 - Dados anatdmicos post mortem e sinais clinicos de insuficiéncia cardiaca

A analise macroscopica cardiaca post mortem realizada na 282 semana
(Tabela 7), permitiu avaliar com eficiéncia as alteracdes estruturais. O resultado
dessa avaliacdo mostrou hipertrofia ventricular esquerda e atrial nos animais com
EAo, 0 que esta de acordo com outro trabalho (74). No entanto, o treinamento
fisico ndo acarretou mudancas significativas nas variaveis cardiacas nos grupos
Sham e EAo. O modelo de EAo expde o VE a sobrecarga de pressao prolongada
levando-o a hipertrofia concéntrica, mecanismo compensatorio para preservar a
funcdo sistdlica. Inicialmente, a remodelacdo consegue contrabalancear o aumento
da tensdo sistolica da parede do VE, entretanto, se esse processo persistir, a RC
acarreta deterioracao da funcéo do coracdo. O estimulo para a RC pode ocorrer por
fatores mecéanicos e bioquimicos que agem nos receptores, canais ibnicos e
integrinas presentes na membrana sarcolemal, por sinalizadores bioquimicos
citosdlicos que acarretam alteracdes na expressdo génica e desencadeiam maior
sintese de proteica miocardica (7,15).

Apds 28 semanas de experimento, a maioria dos animais EAo apresentaram
sinais de IC (Tabela 2). O diagnéstico da IC foi baseado na presenca de taquipnéia e
confirmado por achados post mortem como, trombo no atrio esquerdo, derrame
pleural, ascite e congestao hepéatica; os roedores que praticaram o TF evidenciaram
menor intensidade e frequéncia destes achados, demonstrando claramente que a
terapéutica influenciou no desenvolvimento de IC nestes animais. Outros autores

verificaram reducdo de sinais de IC em animais EAo treinados(74-76), no entanto,
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estes resultados divergem de Gomes et al. (77) que nao observaram diferenca entre
0S grupos sedentario e treinado.

A insuficiéncia ventricular esquerda se manifesta principalmente por congestéao
pulmonar e, posteriormente, hepatica. Neste estudo n&o foi observado incremento
do teor de a&gua pulmonar; entretanto, foi observado aumento do teor de agua no
ventriculo esquerdo e no figado, o que ndo ocorreu nos animais treinados. Nao
encontramos explicagcdes para o0s resultados deste trabalho ndo terem sido
semelhantes ao que, comumente, encontra-se na faléncia cardiaca esquerda em

que a congestdo pulmonar é frequente.

4.3 - Estrutura e funcao por ecocardiograma na 182 semana

Como o objetivo foi avaliar a funcdo e estrutura cardiaca de ratos com
disfuncdo ventricular prévia submetidos ao TF, foi realizada a analise
ecocardiografica in vivo destes animais na 18° semana, com a finalidade de
comprovar que a estenose aortica supravalvar foi efetiva em promover a
remodelacéo do coracao. Os dados do ecocardiograma (Tabela 5) evidenciaram que
a EAo ocasionou hipertrofia ventricular do tipo concéntrica, caracterizada pelo
aumento da Esp. Rel. VE; disfuncdo sistdlica, definida pela diminuicdo da FE e
disfuncdo diastélica, determinada pelo aumento da onda E/A. As variaveis
estruturais e as medidas relacionadas a fungéo diastdlica, estdo de acordo com o
resultado de diversos outros autores (74—77). Os dados relacionados com a funcao
sistélica foram semelhantes aos resultados de Gomes et al. (77) e diferiram de
outros autores (74-76), em que a funcdo sistolica ndo mostrou alteracdo nos
animais EAo na 182 semana. Antes do inicio do TF em animais com EAo, foram

formados dois grupos homogéneos (Tabela 5) para garantir que as possiveis
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diferencas nos resultados ao final do experimento na 282 semana nao tenham sido

consequéncia de grupos diferentes.

4.4 - Estrutura e funcao por ecocardiograma na 282 semana

Apo6s 10 semanas de treinamento fisico, foi observado u ma melhora da
funcédo sistdlica, avaliada pela FE, % ENC.MESO e VEPP, no grupo ShamTF além
de nao ter ocorrido diminuicdo na % de encurtamento mesocardico, como foi visto
nos animais sedentarios. Os possiveis mecanismos relacionados com a melhoria da
funcéo sistolica ndo estdo totalmente elucidados; poderiam estar relacionados com a
reducdo da pés-carga pela diminuicdo da pressdo arterial e incremento da
contratilidade miocéardica pelo aumento do estiramento do cardiomiécito e uma
melhor performance do transito de calcio (107). Em relacdo ao grupo EAOTF, houve
uma melhora estrutural e funcional sistélica do coracdo, caracterizada pela
diminuicdo da Esp.rel.VE e valor absoluto do AE e um aumento na FE e % de Enc.
Meso. Embora o grupo EAo apresentou um aumento significativo do DDVE no
intervalo entre 18 e 28 semanas, o TF acarretou o desaparecimento desta diferenca;
esta mudanca de comportamento evidencia o efeito benéfico do TF sobre esta
variavel. Estas alteracfes estruturais utilizando o mesmo modelo experimental foram
semelhantes com estes autores (74—76), e destoante com este trabalho (77).

Neste estudo o treinamento fisico ndo acarretou alteracdo na disfuncéo
diastélica e melhorou a funcdo sistdlica observada em nossos roedores com
estenose adrtica; este resultado € divergente de outros trabalhos que nao
evidenciaram a melhora da funcdo sistélica e diastdlica (77,79). Entretanto os

nossos dados sao parcialmente semelhantes com outros autores que mostraram

melhora da funcéo sistolica e diastdlica (74-76). Este resultado parcialmente



Mota, G. A. F.

76

divergente pode ser consequente de trés fatores: o protocolo de treinamento fisico,
modelo experimental e resposta biolégica dos animais. Em relagdo ao fator TF,
acreditamos que a realizacdo de diferentes métodos para ajustes de carga pode ter
interferido no resultado; neste trabalho utilizou-se a velocidade maxima de exaustao
e 0s outros autores empregaram o limiar de lactato. Com relagdo ao modelo
experimental, nesse trabalho a remodelacdo cardiaca patologica apresentou
caracteristicas que permite afirmar que a lesdo do miocéardio foi mais grave nos
NOSSOS animais em comparagcdo com 0S outros estudos (74-76); enquanto oS
nossos roedores apresentaram disfuncdo sistdlica na 18 semana, 0 mesmo nao
ocorreu nos trabalhos que tiveram melhora da funcdo cardiaca pelo treinamento
fisico. O terceiro fator a ser considerado é a individualidade biolégica dos animais
estudados, em numero restrito, que apesar de pertencer a mesma cepa respondem
de forma diferente a um mesmo estimulo.

O aumento da capacidade funcional do grupo EAoTF foi resultante de uma
melhora da funcdo cardiaca e da musculatura esquelética; consequente a uma
redistribuicdo mais adequada do fluxo sanguineo (108,109) e mudanca parcial dos
tipos de fibras musculares, Il para |, acarretando em uma melhor capacidade

oxidativa muscular (110,111).

4.5 - Proliferacdo de cardiomidcitos

A visdo tradicional de que a capacidade reparadora do coracéo é limitada pela
incapacidade dos cardiomidcitos sofrerem divisédo celular apds as primeiras semanas
de vida, tem sido desafiada por estudos recentes que sugerem que O coracao é

capaz de se auto regenerar de forma limitada(112).
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A cardiologia molecular avancou de forma robusta nos ultimos 90 anos. Em
meados dos anos 1920, foram estabelecidos os fundamentos da nocdo de que o
coracao é um 0Orgao estatico incapaz de regeneracdo. Uma publicagcdo relevante em
1925 alegou que a mitose ndo era detectavel em cardiomiocitos humanos, e que por
isso tinha de ser considerado como células irreversivelmente retiradas do ciclo
celular (113). Ap6s 50 anos, com o avan¢co das abordagens metodolégicas de
citogenética, alguns investigadores mostraram que havia sim, a possibilidade de
regeneracdo do tecido cardiaco (114). Atualmente a comunidade cientifica esta
voltada para trés principais estratégias para a regeneracdo do coracdo: uso de
células tronco (35), inibicdo de genes que regulam o sistema de controle do ciclo
celular (28) e o aperfeicoamento de mecanismos enddgenos (23). A estimulacéo de
vias de sinalizacdo é um exemplo da terceira estratégia citada e que permite os
cardiomiécitos adultos reentrarem no ciclo celular e se dividirem (22). A proposta
deste trabalho foi utilizar o treinamento fisico como fator estimulatério para a
proliferacdo de células miocitarias, pois como demonstrado por Guatimosim et al.
(41) a Ang-(1-7) estimula a proliferagdo de cardiomidcitos via receptor Mas. Além
disso, a literatura nos mostra que o TF promove uma cardioprotecdo e aumenta 0s
niveis deste peptideo em animais com sobrecarga de pressao (42,70). De acordo
com nossos resultados, o treinamento fisico ndo estimulou a reentrada dos
cardiomidécitos no ciclo celular, contrariando a hipotese aventada. Nao encontramos
trabalhos na literatura com delineamento experimental semelhante a deste estudo
para fins de comparacdo. Nos artigos que utilizaram a citometria de fluxo em
cardiomidécitos, um analisou o ciclo celular pela marcacdo do nucleo (115) e o outro

nao avaliou o ciclo celular (116). Varios investigadores que avaliaram o efeito do TF
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em pacientes com insuficiéncia cardiaca, utilizando citometria de fluxo, analisaram

outro tipo de populacao de células, ndo as cardiacas (117-121).

4.6 - Sistema renina angiotensina

O sistema renina-angiotensina (SRA) é um dos principais determinantes da
funcdo cardiovascular e renal; neste sentido, a literatura mostra que apds uma leséo
cardiaca, como a estenose adrtica supravalvar, ha uma diminuicdo do débito
cardiaco; contra regulando esta queda, h4 um aumento na atividade simpatica a qual
incrementa a frequéncia cardiaca, o volume sistélico e o débito cardiaco (122). No
entanto, com a elevacao do sistema simpatico, ocorre uma vasoconstricao periférica
gue acarreta uma diminuicdo do fluxo renal (123), ocasionando liberacdo de renina
pelas células renais e ativando o SRA. O resultado deste ajuste hemodinamico e
neuro-humoral, promove remodelagcédo cardiaca patoldgica (122). De acordo com a
literatura, niveis de Ang Il miocardicos estdo elevados na condicdo de insuficiéncia
cardiaca (112); a maioria das acbes deletérias deste peptideo tem sido atribuida a
interacdo com o receptor AT1, que € o receptor predominante em tecidos adultos,
como o coracgdo. Varios pesquisadores vém demonstrando que os efeitos deletérios
da Ang Il podem ser contra regulados pelas acdes da Ang-(1-7); os seus efeitos
benéficos sdo intermediados pelo receptor Mas. Os estudos relacionados com o
receptor Mas sdo recentes, portanto os efeitos do TF neste receptor sGo menos
conhecidos. Os resultados observados no grupo controle ndo mostraram alteracéo
da expressdo deste receptor com o treinamento fisico. Dias Peixoto et al. (124)
sugeriram que a variacdo na expressao do receptor Mas em ratos saudaveis é
dependente do tipo e intensidade do TF. Nao foram observadas diferencas na

expresséo do receptor Mas nos grupos EAo e EAOTF. Diferente destes resultados,
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Filho et al. (70) mostraram aumento da expressdo deste receptor em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) treinados, enquanto que animais normotensos
nao apresentaram alteracbes na expressdo com o TF. Outro estudo, utilizando
modelo de hipertenséo renal, também mostrou aumento do receptor Mas em animais
treinados; ainda na mesma investigacdo, em outro grupo experimental, foi infundida
Ang-(1-7) e submetido ao TF, o que resultou em maior expressao do receptor Mas
(72). Desse modo, observa-se um sinergismo entre este peptideo e o treinamento.
Estes resultados divergem dos encontrados em nosso estudo, e evidenciam que a
expressao do receptor Mas no coracgao é regulada, provavelmente, de acordo com o
estimulo que o animal é submetido como, estenose adrtica, hipertensdo arterial,
infarto do miocardio e treinamento fisico, e estado funcional do aparelho
cardiovascular (124).

Nesta investigacdo, no grupo com EAo foi observada diminuicdo da
expressao proteica dos receptores AT1. H& informacéo limitada e conflituosa sobre o
comportamento do receptor AT1 miocéardico; em situacdo de insuficiéncia cardiaca
cronica em seres humanos, enquanto alguns autores constataram diminuicdo
(125,126), outros nao verificaram alteracdo da densidade desses receptores (127).
N&o encontramos investigagcbes que avaliaram o numero de receptores AT1
cardiaco em sobrecarga pressorica. Os autores que encontraram reducdo da
densidade, sugerem que o aumento das concentracbes de angiotensina Il € o
responsavel por este comportamento (126). Neste experimento, o TF ndo alterou a
expressdo dos receptores AT1 no miocardico hipertrofiado e no grupo Sham.
Estudos utilizando infarto do miocardio em ratos (128) e em ratas ovarioctomizadas

(129) observaram diminuicdo dos receptores AT1 apos o TF. Diferentes autores
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mostraram que animais saudaveis submetidos ao treinamento resistido (130) e

natacao (71) apresentaram aumento deste receptor, divergindo desta investigacao.

4.7 - LimitagOes do estudo

Embora conste na metodologia a quantificacdo das angiotensinas sérica e
miocardica, que deveriam ser executadas em tempo habil por investigadores de
outras instituicbes, ndo foi possivel a realizacdo das dosagens destes peptideos.
Essa intercorréncia dificulta a analise da fisiopatologia do sistema renina

angiotensina no trabalho em questéo.
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5. CONCLUSAO

O treinamento fisico melhorou a capacidade funcional e a funcéo sistolica dos
animais, sem repercussdes benéficas sobre a funcdo diastolica, proliferacdo de

cardiomidcitos e expressao proteica do receptor Mas.

Mota, G. A. F.
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