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RESUMO



Introdugdo: A sobrecarga de pressdo causada pela hipertensdo arterial sistémica
(HAS) pode gerar mudanca na arquitetura do coldgeno, favorecer a fibrose, bem
como o desbalanco entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e a
capacidade antioxidante. Aumento das ERO pode gerar ativacdo de vias
sinalizadoras como a do fator nuclear kappa B (NF-kB) e das proteinas quinases
ativadas por mitégenos (MAPK). Alteracdes dessas vias contribuem para o processo
de remodelamento cardiaco causado pela HAS. O exercicio fisico desempenha
importante papel na atenuacdo dos fatores de risco cardiovascular como a HAS.
Dessa forma, o objetivo desse estudo foi avaliar a influéncia do treinamento fisico
sobre o remodelamento cardiaco de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) na
fase que antecede o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca. Métodos: Foram
constituidos quatro grupos experimentais de ratos: normotensos Wistar (W)
sedentarios (W-SED, n=27); W exercitados (W-EX, n=31); SHR sedentarios (SHR-
SED, n=27); e SHR exercitados (SHR-EX, n=32). A partir de 13 meses de idade, os
animais dos grupos exercitados foram submetidos a protocolo de exercicio em
esteira, cinco dias por semana, durante quatro meses. A avaliacdo estrutural e
funcional in vivo do coracéo foi realizada por ecocardiograma. A funcao miocdrdica
in vitro foi avaliada em preparacdes de musculo papilar isolado do ventriculo
esquerdo (VE). Amostras de tecido do VE foram obtidas para andlises bioquimicas,
histolégicas e moleculares. A avaliacdo do colageno miocdrdico total foi realizada
pela histologia e por quantificacdo de hidroxiprolina. O tamanho dos miécitos foi
medido em cortes histolégicos do VE. A atividade das enzimas antioxidantes foi
quantificada por espectrofotometria. A atividade da NADPH oxidase foi avaliada
pela reducdo da lucigenina. A quantificacdo proteica dos coldgenos I e III, lisil
oxidase, vias MAPK e NF-kB, e inibidores teciduais 1 e 2 das metaloproteinases foi
realizada por Western blot. A atividade das metaloproteinases foi realizada por
zimografia. As comparacdes entre os grupos foram realizadas por andlise de
variancia (ANOVA) complementada pelo teste de Bonferroni (distribuicdo normal),
ou o teste de Kruskal-Wallis complementado pelo teste de Dunn (distribuicdo nao
normal). Resultados: A pressdo arterial sistdlica foi maior nos grupos SHR. Os
grupos exercitados apresentaram maior capacidade fisica. Os sinais de insuficiéncia

cardiaca foram maiores nos grupos hipertensos em relacao aos controles, e o grupo
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SHR-EX apresentou menor prevaléncia de derrame pleural e taquipneia em
comparacdo ao SHR-SED. O ecocardiograma mostrou reducdes da espessura da
parede do VE, espessura relativa do VE, didmetro do 4trio esquerdo e melhora do
relaxamento no grupo SHR-EX vs. SHR-SED. O estudo da fun¢do miocardica in vitro
mostrou melhor performance no grupo SHR-EX (derivada positiva da tensdo
desenvolvida) vs. SHR-SED. O grupo SHR-EX mostrou maior atividade das enzimas
antioxidantes em comparagdo SHR-SED. A producédo de hidroperdxido de lipideo,
diametros dos midcitos, expressdes proteicas da JNK fosforilada e da IkB total
foram maiores nos grupos hipertensos. A quantificacdo de hidroxiprolina,
malondialdeido, atividade da NADPH oxidase, expressdes proteicas do colageno III,
lisil oxidase, TIMP-1, JNK total, p38 fosforilada, p65 fosforilada e total e IkB
fosforilada ndo apresentaram diferenca entre os grupos. A fracdo colagena
intersticial, a atividade da MMP-2 e a expressdo proteica da p38 total, ERK total e
fosforilada foram maiores no SHR-SED em comparacdo com controle. O exercicio
causou reducéo da atividade da MMP-2 e da expressao da ERK fosforilada nos ratos
hipertensos. Conclusdo: O exercicio fisico em ratos espontaneamente hipertensos
atenua o remodelamento cardiaco que esta associado a melhora da tolerancia ao
esforco fisico e reducao da frequéncia de sinais de insuficiéncia cardiaca. Além disso,
associa-se ao aumento da atividade das enzimas antioxidantes, diminuicdo da
fosforilacdo da ERK e da atividade da MMP-2, e atenuacdo da expresséao proteica da

ERK total.

Palavras-chave: Exercicio fisico, hipertensao arterial, remodelamento cardiaco,
ratos espontaneamente hipertensos, estresse oxidativo, matriz

extracelular, MAPK, NF-kB.

RESUMO 3



ABSTRACT



Introduction: The pressure overload caused by systemic arterial hypertension (SAH)
may change the collagen architecture, induce fibrosis, as well as imbalance between
the reactive oxygen species (ROS) production and antioxidant capacity. Increased
ROS leads to activation of signaling pathways such as nuclear factor kappa B (NF-
kB) and mitogen-activated protein kinases (MAPK). Alterations in these pathways
contribute to cardiac remodeling process induced by SAH. Physical exercise plays
an important role in mitigating cardiovascular risk factors such as hypertension.
Therefore, the aim of this study was to evaluate the influence of physical training,
started before clinical evidence of heart failure, on cardiac remodeling in
spontaneously hypertensive rats (SHR). Methods: Four experimental groups were
used: sedentary (W-SED n=27) and trained (W-EX, n=31) normotensive Wistar rats,
and sedentary (SHR-SED, n=27) and exercised (SHR-EX, n=32) hypertensive rats.
Rats of the exercise groups underwent a protocol of treadmill exercise five days a
week, for four months; exercise started at 13 months of age. Echocardiogram was
performed to evaluate in vivo cardiac structures and function. In vitro myocardial
function was analyzed in left ventricular (LV) papillary muscle preparations. LV
tissue samples were obtained for biochemical, histological, and molecular analysis.
Total myocardial collagen was assessed by histology and hydroxyproline
quantification. Cardiomyocyte size was measured in LV histological sections.
Antioxidant enzymes activity was quantified by spectrophotometry. NADPH oxidase
activity was analyzed by reduction of lucigenin. Protein expression of collagen I and
IT1, lysyl oxidase, MAPK and NF-kB, and metalloproteinases tissue inhibitors 1 and
2 was quantified by Western blot. The activity of metalloproteinases was evaluated
by zymography. Comparisons between groups were performed by two factors
analysis of variance (ANOVA), complemented with the Bonferroni test (normal
distribution), or Kruskal-Wallis complemented with Dunn test (non-normal
distribution). Results: Systolic blood pressure was higher in the SHR groups. The
exercised groups showed greater physical capacity. Prevalence of heart failure signs
was higher in the hypertensive groups compared to controls, and the SHR-EX group
showed lower prevalence of pleural effusion and tachypnea compared to SHR-SED.
Echocardiogram showed lower LV wall thickness, LV relative wall thickness, left

atrium diameter, and relaxation time in the SHR-EX group vs. SHR-SED. Myocardial
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functional study showed better performance in the SHR-EX group (positive
derivative of the developed tension) vs. SHR-SED. The SHR-EX group showed higher
antioxidant enzymes activity compared to SHR-SED. Lipid hydroperoxide
production, myocyte diameters, and phosphorylated JNK and total IkB protein
expression were higher in the hypertensive groups. Quantification of
hydroxyproline, malondialdehyde, NADPH oxidase activity, and protein expression
of collagen III, lysyl oxidase, TIMP-1, total JNK, phosphorylated p38,
phosphorylated and total p65, and phosphorylated IkB did not differ between
groups. The interstitial collagen fraction, MMP-2 activity, protein expression of
total p38, and total and phosphorylated ERK were higher in the SHR-SED group
compared to normotensive control. Physical exercise reduced the MMP-2 activity
and the phosphorylated ERK expression in hypertensive rats. Conclusion: Physical
exercise in spontaneously hypertensive rats attenuates cardiac remodeling
associated with improved physical capacity and reduced prevalence of heart failure
signs. In addition, it is associated with increased antioxidant enzymes activity,
decreased ERK phosphorylation and MMP-2 activity, and attenuation of total ERK

protein expression.

Keywords: Physical exercise, arterial hypertension, cardiac remodeling,
spontaneously hypertensive rats, oxidative stress, extracellular matrix,

MAPK, NF-kB.
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INTRODUCAO



A insuficiéncia cardiaca (IC) ¢ uma condicéo clinica que se associa com
piora da qualidade de vida e da capacidade funcional e com elevada morbidade e
mortalidade.

Dados da American Heart Association estimaram a prevaléncia de 5,1
milhées de individuos com IC nos Estados Unidos no periodo de 2007-2012 (Go et
al, 2014). No Brasil, a IC encontra-se entre as principais causas de internacao
hospitalar, considerando-se todas as internacdes do Sistema Unico de Saude
(Albuquerque et al., 2014).

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) é uma das principais causas de
IC. No Brasil, afeta 32,5% dos adultos e 60% dos idosos (Sociedades Brasileiras de
Cardiologia, Hipertensao e Nefrologia, 2017). A HAS é altamente prevalente, com
baixa taxa de controle sendo considerada um dos principais fatores de risco
modificdveis e um dos mais importantes problemas de saude puiblica (Sociedades
Brasileiras de Cardiologia, Hipertensdo e Nefrologia, 2017).

Pode se dizer que a HAS é uma condicdo clinica multifatorial,
caracterizada por niveis elevados e sustentados de pressdo arterial, e que envolve
interacdes complexas entre fatores genéticos e ambientais. Associa-se
frequentemente as alteracdes funcionais e estruturais dos o6rgédos-alvo, como
coracdo, encéfalo, rins e vasos sanguineos e as alteracdes metabdlicas, com
consequente aumento do risco de eventos cardiovasculares (Sociedade Brasileiras
de Cardiologia, Hipertensdo e Nefrologia, 2017).

A HAS ndo controlada pode induzir alteracbes cardiacas como
hipertrofia do ventriculo esquerdo (VE), disfuncdo ventricular diastélica e/ou
sistélica e manifestacdes clinicas como arritmia e IC. Niveis elevados de presséo
arterial induzem hipertrofia miocardica, que é um mecanismo compensatério do
coracdo com a finalidade de manter o débito cardiaco em valores normais. A
progressao da hipertrofia cardiaca leva a IC, inicialmente decorrente de disfuncao
diastdlica isolada do VE. Com a persisténcia da pressdo arterial elevada e a
incapacidade do miocdrdio de continuar se hipertrofiando, estabelece-se o
comprometimento adicional e predominante da funcdo sistélica, com piora

acentuada do quadro clinico da IC e do prognéstico do paciente (Cicogna et al.,
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2000). A hipertrofia ventricular esquerda é fator de risco independente para o
desenvolvimento de IC e morte (Dunn, 1999).

Sobrecargas hemodinamicas cronicas, como a HAS, induzem alteracdes
génicas, moleculares, celulares e intersticiais que se manifestam clinicamente como
modifica¢des no tamanho, forma e funcao do coracdo, cujo processo é denominado
remodelamento cardiaco (Cohn et al., 2000).

As caracteristicas da hipertrofia do VE dependem do tipo de
sobrecarga, se pressorica, como na HAS e estenose adrtica, ou volumétrica como
no infarto do miocardio. Essas sobrecargas apresentam caracteristicas fenotipicas
e funcionais distintas, mas tém em comum o fator patogenético que é o aumento
da carga hemodinamica imposta ao corac¢do (Franchini, 2001). Na sobrecarga de
pressdo, ha aumento do estresse sistolico no VE que estimula vias sinalizadoras
intra e extracelulares, resultando na replicacdo dos sarcomeros em paralelo,
denominada hipertrofia concéntrica. Por outro lado, se a sobrecarga for
volumétrica, ocorre aumento do estresse diastdlico do VE com replicacdo dos
sarcomeros em série, resultando na hipertrofia do tipo excéntrica (Mann, 2012).
Ha relatos de que a hipertrofia da HAS pode ser mais complexa, podendo inclusive
ser do tipo excéntrica dependendo de fatores genéticos, neuro-hormonais e doencas
associadas como diabetes e obesidade (Drazner, 2011; Garg & Drazner, 2016).

Além da hipertrofia dos midcitos, outro elemento envolvido no
processo de remodelamento cardiaco é o aumento do tecido conjuntivo intersticial
(Cohn et al,, 2000; Spinale, 2002). No intersticio do cora¢do sdo encontrados,
predominantemente, fibras de coldgeno tipo I e III, as quais correspondem a
aproximadamente 92% de todo o coldgeno cardiaco (Mill & Vassalo, 2001). As
fibras desses coldgenos sdo justapostas e formam uma complexa rede circundando
e interligando os midcitos, vasos, fibroblastos e células endoteliais. A funcdo dessa
rede é regular a apoptose, resistir as deformacdes patoldgicas, manter o
alinhamento das estruturas e regular a transmissio de forca durante o
encurtamento da fibra cardiaca (Zannad et al., 2010). Dessa forma, o coldgeno
desempenha importante funcdo na manutencdo da arquitetura e no desempenho
cardiaco. A sobrecarga de pressdo causada pela HAS pode gerar mudanca na

arquitetura do coldgeno e favorecer o aumento de fibrose (Villari et al., 1993).
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Portanto, o aumento na deposicdo de coldgeno pode trazer diversas consequéncias
para o funcionamento do miocardio, entre elas o aumento da rigidez da camara
ventricular, o que dificulta o enchimento e pode resultar em disfuncéo ventricular
diastolica e insuficiéncia cardiaca (Mill & Vassalo 2001).

O aumento do estresse oxidativo tem sido considerado importante
fator no desenvolvimento de alteracées que interferem no processo de
remodelamento cardiaco. O estresse oxidativo ocorre quando ha desbalanco entre
a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e a capacidade antioxidante. Esse
desequilibrio pode causar hipertrofia e morte de cardiomidcitos e fibrose
miocardica (Tsutsui et al., 2011). O estresse oxidativo tem efeitos diretos sobre a
estrutura e funcdo celular, e pode ativar moléculas sinalizadoras integrais do
remodelamento cardiaco (Figura 1).

As mudancas nas condi¢cdes hemodinadmicas geradas pela HAS podem
causar alteracdes funcionais na sintese e liberaciao de fatores vasoativos no sistema
vascular. As ERO podem ser produzidas por células vasculares, 6xido nitrico (NO),
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase (via enzimatica),
xantina oxidase, lipoxigenase e cicloxigenase (associada a membrana). A atuacdo
das ERO sobre o sistema cardiovascular envolve a regulacédo e diferenciacéo celular,
modulacdo da matriz extracelular, transformacao do NO em perdxido de nitrito e
estimulacdo de vérias quinases (Touyz et al., 2004). A geracdo de ERO em maiores
quantidades causa diminuicdo do NO biodisponivel, o que induz prejuizo na funcéo
endotelial e cardiaca (Panza et al., 1990).

As células aerdbias possuem mecanismos para combater os efeitos
agressivos das ERO, que incluem as enzimas superoéxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (GSH-Px) e o sistema ndo enzimatico (Bertaglia et
al., 2011).

A NADPH oxidase e suas subunidades gp9lphox e p22phox sdo
importantes fontes de ERO no coracdo (Xu et al., 2010). A NADPH pode ser ativada
por fatores hemodinamicos (shear stress), humorais e genéticos, e essa ativacdo
pode gerar grande quantidade de radicais superoxido (Vasconcelos et al., 2011) O

aumento da atividade e expressao da NADPH oxidase estd associado a hipertrofia
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ventricular esquerda em modelos experimentais de sobrecarga de pressdo (Li,
2002).

Muitas vezes o aumento do estresse oxidativo causa ativacido de vias
sinalizadoras como a do fator nuclear kappa B (NF-kB) e das proteinas quinases
ativadas por mitégenos (MAPK) que podem estar envolvidas na resposta do
musculo cardiaco ao estresse oxidativo (Tsutsui et al., 2011). As MAPK respondem
a estimulos extracelulares, como o estresse oxidativo, e tem participacdao em vdrias
atividades celulares tais como expressdo génica, mitose, apoptose e diferenciacdo
celular. A via do NF-xB desempenha papel fundamental na regulacdo da resposta
imunitdria a infeccdo e como fator de transcricdo. Essas vias sdo importantes na
transducdo de sinais e sdo sensiveis ao estresse oxidativo. No musculo esquelético
de ratos infartados foi observado aumento do estresse oxidativo, que foi associado
a alteracdes na expressdo proteica das vias de sinalizacdo das MAPK e do NF-kB
(Martinez et al., 2016). A atividade dessas vias no miocardio ainda ndo esta
esclarecida.

As metaloproteinases (MMPs) desempenham papel importante nos
processos de remodelamento tecidual, tais como migracdo celular, invasao,
proliferacdo e apoptose (Creemers et al., 2001). O aumento da expressao das MMPs
esta associado a degradacdo dos coldgenos I e III em individuos com IC, mostrando
a importancia delas na configuracao, ativacdo e deposicdo do coldgeno no processo
de fibrose miocardica (Polyakova et al., 2011). Em modelos animais de IC, foi
observado aumento da atividade das MMPs de acordo com a progressdao da IC,
contribuindo para disfuncéo e dilatacdo do VE (Spinale et al., 1998).

As fontes de geracdo de ERO, assim como as vias de sinalizacdo pelas
quais o estresse oxidativo causa alteracdes no musculo cardiaco, ainda nao estéo

devidamente esclarecidas.
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Figura 1: A geracdo de ERO influencia as moléculas de sinalizacdo envolvidas no
crescimento dos midcitos, fibrose, disfuncao contratil e inflamacao. Estes
processos contribuem para o dano no musculo cardiaco com consequente
remodelamento cardiaco. MAPKs: proteinas quinases ativadas por
mitégenos; NF-kB: fator nuclear kappa B; JNK: quinase Jun N-terminal;
PARP-1: poli (ADP) ribose polimerase-1; MMPs: metaloproteinases da
matriz extracelular; AP-1: ativador da proteina 1. Adaptado de Tsutsui et
al, 2011.

O exercicio fisico desempenha importante papel na atenuacdo dos
fatores de risco cardiovascular como HAS, dislipidemia, resisténcia a insulina e
obesidade (Rossoni et al., 2011; Sposito et al., 2007; Schenk & Horowitz, 2007).
Entre outros efeitos benéficos, destaca-se a acdo antioxidante, uma vez que o
exercicio fisico promove aumento na expressdo de enzimas antioxidantes e reducéo
na expressdo de enzimas pré-oxidantes. O estudo de Xu et al. (2010), em modelo

experimental de ratos infartados submetidos a treinamento fisico aerdbio,
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constatou aumento do RNAm das proteinas SOD e CAT, diminuicdo da fracéo
coldgena miocdrdica e preservacdo da fracdo de encurtamento do VE.

Entretanto, o efeito do exercicio fisico sobre o remodelamento
cardiaco, particularmente associado a HAS ndo controlada, ainda nao estd
esclarecido. Smart et al. (2017) observaram, em pacientes com disfuncéo sistdlica
e diastdlica, efeitos benéficos do treinamento fisico na qualidade de vida e na
capacidade fisica, porém sem mudanca na funcao cardiaca. Recentemente, Locatelli
et al. (2017) avaliaram os efeitos de um protocolo de baixa intensidade nas
estruturas cardiacas em ratos espontaneamente hipertensos (SHR), e constataram
atenuacdo do remodelamento adverso do VE, melhora da eficiéncia da contracio e
diminuicdo da pressdo arterial (PA). Da mesma forma, Huang et al. (2012)
observaram em SHR que o treinamento fisico reduz a PA, previne a apoptose e
melhora a arquitetura do miocdrdio e as vias sinalizadoras cardiacas relacionadas
com a pré-sobrevida. Portanto, o treinamento fisico pode ser importante estratégia
ndo farmacoldgica para a atenuacdo do remodelamento cardiaco adverso da HAS
ndo controlada.

No entanto, efeitos adversos do exercicio fisico em SHR também ja
foram descritos. Costa Rebelo et al. (2012) demonstraram que o exercicio fisico
aerébio de alta intensidade em SHR idosos, com PA ndo controlada, produz
aumento de fendtipos pré-fibréticos com desregulacdo das proteinas do transito
de célcio, contribuindo para o remodelamento cardiaco adverso. As diferentes
respostas metabolicas decorrentes da realizacdo de exercicio fisico podem ser
influenciadas por género, idade e estado nutricional, como também pelas variaveis
do exercicio fisico (intensidade, duracéo e tipo de exercicio fisico).

Portanto, os resultados divulgados na literatura sao divergentes e hd
escassez de estudos envolvendo o exercicio fisico, estresse oxidativo, as vias de
sinalizacdo das MAPK e NF-kB e alteracdes da matriz extracelular que estdo
envolvidos no processo de remodelamento cardiaco induzido por HAS nédo
controlada, na fase que antecede o desenvolvimento de IC. No presente estudo, foi
testada a hipétese que o treinamento fisico pode atenuar o remodelamento
cardiaco, o estresse oxidativo e as alteracdes das vias MAPK e NF-kB em ratos

espontaneamente hipertensos na fase que antecede o desenvolvimento de IC.
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OBJETIVOS



Geral

Avaliar a influéncia do treinamento fisico sobre o remodelamento
cardiaco de ratos espontaneamente hipertensos na fase que antecede o

desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca.

Especificos

Avaliar a influéncia do exercicio fisico sobre:
® Estruturas e fungdes cardiacas in vivo por ecocardiograma;

Funcdo miocardica em musculo papilar isolado do ventriculo esquerdo;

L[

»

Diametro dos midcitos e fragdo coldgena miocdrdica;
Atividade de enzimas antioxidantes, marcadores do estresse oxidativo e

NADPH oxidase;

([

(]

Concentracdo miocardica de hidroxiprolina;

Proteinas da matriz extracelular e das vias das MAPK e do NF-kB.
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Grupos experimentais

Foram utilizados ratos normotensos Wistar (W) provenientes do
Biotério do Laboratdrio Experimental do Departamento de Clinica Médica da
Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP e ratos SHR machos provenientes do
Biotério Central do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo.
Os animais foram alimentados com racdo comercial Purina® e dgua ad libitum e
mantidos em gaiolas coletivas, com trés ratos por caixa, em ambiente com
temperatura controlada (24+2° C) e ciclos invertidos de luminosidade de 12 h. O
protocolo de estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP (N° 1058/2013).

Foram constituidos quatro grupos experimentais:

1) grupo controle (W-SED, n=27), formado por ratos Wistar sedentarios;

2) grupo controle exercitado (W-EX, n=31), formado por ratos Wistar
submetidos a protocolo de exercicio;

3) grupo SHR sedentdrio (SHR-SED, n=27);

4) grupo SHR submetido a protocolo de exercicio (SHR-EX, n=32).

O protocolo de treinamento fisico foi aplicado a partir de 13 meses de
idade por periodo de 16 semanas. Antes e ap6s o periodo de exercicio, foram
realizadas medidas da pressao arterial caudal e avaliagdes estruturais e funcionais
cardiacas por ecocardiograma. Como a mortalidade dos SHR comeca a ocorrer por
volta dos 18 meses de idade por IC (Bing et al., 1995; Cezar et al., 2013), optamos

por iniciar o experimento com 13 meses de idade.

Tolerancia ao esforgo

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

ambiente de teste durante uma semana antes das avaliagées, por 10 min/dia.
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Protocolo de exercicio fisico

O exercicio fisico foi realizado em esteira, cinco vezes por semana.
Inicialmente, houve periodo de adaptacdo, com aumento gradativo da velocidade e
tempo de exercicio, conforme tabela abaixo (Quadro 1). A partir da sexta semana
de treinamento, os ratos foram exercitados a velocidade de 17 m/min e duracéo
de 45 min até o final do periodo experimental de 16 semanas. O protocolo utilizado

é considerado de baixa intensidade e foi adaptado de Emter et al. (2005).

Quadro 1. Protocolo de exercicio fisico em esteira rolante por 16 semanas

Semanas Velocidade (m/min) Duracgao (min)
1@ 5 10
22 7,5 16
3@ 10 22
42 13 26
52 15 36
62 em diante 17 45

m: metros; min: minutos

Medida da pressao arterial

A pressdo arterial sistélica foi aferida indiretamente na cauda do
animal. Os ratos foram previamente aquecidos a temperatura de 40° C por 5
minutos e as medidas determinadas por plestimografia, utilizando-se o aparelho
electro-sphygmomanometer, Narco Bio-System:, modelo 709-0610 (International

Biomedical, Inc, USA) (Pfeffer et al., 1971).

Avaliacao das estruturas cardiacas e funcao ventricular /in vivo

As estruturas cardiacas e a funcdo do VE foram avaliadas antes e apds
o protocolo de exercicio fisico por ecocardiograma transtoracico. O exame antes
do exercicio fisico teve como objetivo certificar a homogeneidade dos grupos. Os

animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina (50 mg/kg) e cloridrato de
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xilidino (1 mg/kg), por via intraperitoneal. Apds tricotomia da regido anterior do
torax, os animais foram posicionados em decubito lateral esquerdo. Foi utilizado
equipamento da General Electric Medical Systems, modelo Vivid S6 (Tirat Carmel,
Israel), dotado de transdutor multifrequencial de 5 a 11,5 MHz. A avaliacdo dos
fluxos transvalvar mitral e adrtico foi realizada com o mesmo transdutor operando
em 5,0 MHz. As varidveis morfolégicas e funcionais do coracao foram obtidas de
acordo com a metodologia previamente descrita em nosso laboratério (Okoshi et
al., 2002; Fioretto et al., 2002; Moreira et al., 2009). Posteriormente, as estruturas
cardiacas foram medidas manualmente com o auxilio de um paquimetro, de acordo
com as recomendacdes da American Society of Echocardiography (Sahn et al,
1978). As estruturas cardiacas foram medidas em, pelo menos, cinco ciclos
cardiacos consecutivos. As seguintes estruturas foram avaliadas: didmetros
diastélico (DDVE) e sistélico (DSVE) do VE; espessuras diastolica (EDPP) e sistdlica
(ESPP) da parede posterior do VE; espessuras diastélica (EDSIV) e sistélica (ESSIV)
do septo interventricular e diametro da aorta (AO) e do atrio esquerdo (AE). A
funcdo sistdlica do VE foi avaliada pelos seguintes indices: 1) porcentagem de
encurtamento endocdrdico (%A endo): [((DDVE - DSVE)/DDVE]; 2) porcentagem de
encurtamento mesocardico (%A meso): [(DDVE + % EDPP + % EDSIV) - (DSVE + %
ESPP + 4 ESSIV)((DDVE + *: EDPP + % EDSIV)]; 3) velocidade de encurtamento da
parede posterior (VEPP), que é a tangente mdxima do movimento sistélico da
parede posterior; e 4) velocidade de deslocamento do anel mitral (onda S) obtida
por Doppler tissular. A funcdo diastélica do VE foi analisada pelos seguintes indices:
1) razdo entre os picos de velocidade de fluxo de enchimento inicial (onda E) e da
contracdo atrial (onda A) do fluxo transmitral; 2) tempo de desaceleracdo da onda
E (TDE); 3) tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV); 4) velocidade de
deslocamento diastdlico inicial do anel mitral (onda E’) obtida por Doppler tissular;
e 5) razdo entre as ondas E e E' (E/E). Adicionalmente foi calculado o indice de

performance miocardica do VE (Tei et al., 1997).
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Estudo do musculo isolado

A funcdo miocdrdica foi analisada por meio de preparacdes com
musculos papilares isolados do VE. O desempenho mecanico do musculo papilar foi
avaliado no dia seguinte a realizacdo do ultimo ecocardiograma, de acordo com a
técnica utilizada rotineiramente em nosso laboratério (Cicogna et al, 1997;
Cicogna et al, 2000; Gut et al, 2003; Okoshi et al, 2006). Em resumo, apos
anestesia com tiopental (50 mg/kg, i.p.), os animais foram submetidos a
toracotomia mediana. O coracao foi rapidamente removido e colocado em solucdo
de Krebs-Henseleit com a seguinte composicdo em mM: 118,5 NaCl; 4,69 KCl; 1,25
CaCl;; 1,16 MgSO,; 1,18 KH.PO,; 5,50 glicose; e 24,88 NaCO.. A solucdo foi mantida
a temperatura de 28° C e oxigenada com 95% de oxigénio e 5% de didxido de
carbono. A seguir, um musculo papilar do VE foi dissecado e preso a dois anéis de
aco inoxidavel pelas extremidades, e transferido para camara contendo solucdo de
Krebs Henseleit com pH entre 7,38 a 7,42 e pressdo parcial de oxigénio entre 550
e 600 mmHg. A extremidade inferior do musculo foi acoplada a transdutor de forca
(Kyowa 120T 20B) e a superior a sistema de alavanca isotonica que permite ajuste
do comprimento de repouso do musculo e da pds-carga.

O musculo papilar foi estimulado 12 vezes por min por meio de
eletrodos de platina (E8 - Grass) com voltagem de estimulo de 12 a 15 volts,
correspondente a valor 10% acima do minimo necessario para provocar resposta
mecanica maxima do musculo.

Apos periodo de 60 min, no qual o musculo contraiu sem desenvolver
forca (contracgdo isotonica), este foi colocado em contracgdo isométrica pela adicdo
de pés-carga de 50 g. A seguir, o musculo foi progressivamente estirado, até a forca
desenvolvida atingir seu valor maximo. O comprimento de repouso da fibra
muscular associado com a forca ou tensdo maxima desenvolvida, em contracdo
isométrica, denomina-se Lmax. O registro das varidveis foi iniciado apods verificar-
se que o musculo permaneceu estdvel em contracdo isométrica durante 15 min. Os
seguintes parametros foram analisados: tensdo desenvolvida (TD, g/mm:-), tensdo
de repouso (TR, g/mm:), velocidade de variacdo da tensdo desenvolvida (+dT/dt,

g/mm:[s) e velocidade de variacdo de decréscimo da tensdo desenvolvida (-dT/dt,
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glmm:[s). As contragdes isométricas foram registradas por meio de sistema de
aquisicdo de dados computadorizado (Acqknowledge® MP100, Biopac Systems Inc.,
Santa Barbara, CA, USA). Os valores de tensdo foram normalizados pelas areas
seccionais dos musculos.

A reserva contratil foi avaliada por meio dos seguintes estimulos
inotrépicos: 1) contracdes apds pausas de 10, 30 e 60 segundos; 2) aumento da
concentracdo extracelular de célcio de 0,625 para 1,25 e 2,5 mM; e 3) adicdo de
isoproterenol (10, 107 e 10¢ M) a solucdo nutriente.

O comprimento do musculo (Lmax) foi medido com auxilio de
catetdmetro Gartner (Gartner Scientific Corporation, Chicago, USA). Ao final do
experimento, a porcdo muscular entre os anéis de aco foi cortada, submetida a
secagem com papel filtro e pesada. A drea seccional do musculo foi calculada

dividindo-se o peso pelo comprimento.

Analise histoldgica do ventriculo esquerdo

Para o preparo das laminas histolégicas, as amostras do VE foram
transferidas para cdmara do micrétomo criostato (-20° C), onde permaneceram
por 20 a 30 min para estabelecimento do equilibrio térmico. Os blocos de tecido
foram, entao, fixados em suportes metdlicos do criostato (JUNG CM 1800 - Leica)
por pequenas quantidades de adesivo (Tissue-Tek OCT Compound) e orientados de
modo que os cortes fossem feitos transversalmente a direcdo das fibras musculares
com espessura de 8 pm. A seguir, os cortes foram corados por hematoxilina e
eosina. Em seccdes do VE foram medidos os menores diametros transversos de, no
minimo, 50 fibras cardiacas em que os ntcleos estivessem claramente identificaveis
(Ahmet et al., 2005). Outras laminas foram coradas por picro-sirius red e utilizadas
para quantificacdo da fracdo de coldgeno intersticial, mensurada em pelo menos
20 campos histolégicos. A fracdo de colageno intersticial foi correspondente a
porcentagem de tecido coldgeno em relacdo a area total do musculo. Na avaliacéo,
ndo foram incluidas regides perivasculares. As andlises morfométricas foram

realizadas em sistema de analise de imagem computadorizado com o auxilio de

MATERIAL E METODOS 21



microscépio LEICA DM LS acoplado a camera de video (Image Pro-plus, Media
Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA).

O grau de hipertrofia ventricular foi avaliado pelos pesos dos
ventriculos direito e esquerdo normalizados pelo peso corporal e tibia dos animais.
Apos a retirada do coracdo do térax, foram colhidos fragmentos do pulmao, atrios

e do figado para a determinacédo da relacdo peso seco/peso umido desses 6rgaos.

Analise de atividade das enzimas antioxidantes

Amostras do miocdrdio do VE (cerca de 200 mg) foram descongeladas
e homogeneizadas em Potter Elvehjem, com pistilo de teflon, com 5 mL de tampéo
fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,0. Os homogenatos foram centrifugados a 9.000 g por
15 min, em centrifuga refrigerada a 4° C. O sobrenadante foi utilizado para
determinacdo de proteinas totais e andlise de atividade das enzimas antioxidantes
superodxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GSH-Px) e catalase (Cat)
(Lowry et al, 1951). As leituras espectrofotométricas foram realizadas no
espectrofotometro Pharmacia Biotech (com software Swift II, England) e em leitor
de microplaca (nQuant-MQX 200 com KC Junior software, Bio-TeK Instruments,
USA) (Rosa et al, 2016). Todos os reagentes foram de procedéncia da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Quantificacao de hidroperodxido de lipidio

Parte do sobrenadante obtido para andlise de atividade das enzimas
antioxidantes foi utilizado para quantificacdo de hidroperodxido de lipidio. Através
da oxidagdo do sulfato ferroso amoniacal (Fe2+) na presenca de alaranjado de
xilenol, 4cido sulfurico e butilato hidroxitolueno (BHT) em metanol a temperatura
ambiente. O Fe3+ reage com o alaranjado de xilenol e forma cromégeno, cuja

intensidade de coloracdo foi medida espectrofotometricamente (Jiang et al,, 1991).
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Concentragao miocardica de malondialdeido

Amostras de tecidos congelados do VE foram pesados e colocados em
tubos Eppendorf. Um tampao foi adicionado mantendo a proporcdo de 100 pL de
tampdo para 10 mg de tecido (tampdo: KPi 50 mM + EDTA 1 mM, pH 7,4). Apds
homogeneizacdo e sonicacdo, as amostras descansaram durante 30 min. A seguir,
as amostras foram centrifugadas a 500 g por 5 min a 4° C e o sobrenadante
removido. Foram utilizados 40 puL da amostra para determinar o malondialdeido
(MDA) e proteinas. A quantidade de 25 pL foi adicionada a 500 pL de tampao de
acetato de sédio anidro 2 M, pH 3,5, com 0,2% de 4cido tiobarbittrico (TBA), e foi
incubada por 60 min a 95° C. Durante a reacdo de ensaio, uma molécula de MDA
reage com duas moléculas de TBA e produz um cromogénio rosa com absorcédo
maéxima de 532-535 nm. Foi adicionado 500 uL do tampao KH,PO. 50 mM, pH 6,8,
em cada amostra e, em seguida, agitada e centrifugada a 13.000 g por 5 min a 4°
C. Ap6ds, 200 pL do sobrenadante foi removido e 200 pL do tampao de KH,PO, 50
mM, pH 3,5, foi adicionado e agitado. A seguir, foi retirado 200 pL e colocado hum
frasco para ser analisado por cromatografia liquida de alta performance (HPLC)
(Buege & Aust, 1978). Essa técnica foi realizada no Departamento de Fisiologia de
la Facultad de Medicina y Odontologia de la Universidad de Valencia, sob

orientacdo do Prof. José Vina.

Concentracgao sérica de malondialdeido

A peroxidacao lipidica sistémica foi avaliada pela medicdo de MDA por
HPLC, conforme relatado anteriormente (Nilsen et al., 1997). Em resumo, 100 pL
de soro foram tratados com 700 pL de acido ortofosforico a 1% e misturados com
vortex durante 10 s para precipitacdo da proteina. Em seguida, foi adicionado 200
uL de TBA. A mistura foi aquecida a 100° C por 60 min e arrefecida a -20° C por
10 min. A seguir, adicionou-se 200 pL desta mistura a uma solucdo contendo 200
uL de NaOH: metanol (1:12). Os tubos foram centrifugados por 3 min a 13.000 g,
e 200 pL do sobrenadante foram retirados para anélise no equipamento de HPLC.

A fase modvel consistiu numa mistura de 60:40 (v/v) de 10 mM de
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dihidrogenofosfato de potdssio (pH 6,8): metanol. O MDA foi quantificado por uma

curva de calibracdo construida diariamente para essa analise.

Avaliacao da atividade da NADPH oxidase

A atividade da NADPH oxidase foi avaliada em fragdes enriquecidas de
membrana celular pela reducdo de lucigenina detectada por luminémetro. A
lucigenina, uma vez reduzida para seu cation-radical (LucH+) por uma redutase
(principalmente flavoenzimas, que utilizam o NADH como substrato), sofre a
segunda reducdo ao reagir (especificamente) com anion radical superéxido e gera
o composto instavel dioxetano, que por sua vez, decai espontaneamente para
acridona liberando luz, que pode ser quantificada.

O musculo cardiaco foi cuidadosamente lavado em PBS para remocéao
de sangue e trombos. Fragmentos do musculo de aproximadamente 200 mg foram
homogeneizados com auxilio de Polytron, em gelo, com 1,0 mL de tampao de lise
contendo Tris 50 mM (pH 7,4), DTPA 100 mM, B-mercaptoetanol 0,1% e inibidores
de protease. A seguir, as amostras foram submetidas a sonicac¢do (3 ciclos de 10
segundos a 8 Watts) e centrifugacdo a 1.000 g, por 3 min, a 4° C. O sobrenadante
foi transferido para novo tubo e centrifugado a 18.000 g, por 10 min, a 4° C.
Novamente, o sobrenadante foi transferido para tubo de ultracentrifuga e
submetido a centrifugacdo a 100.000 g, por 45 min a 4° C. A seguir, o sobrenadante
foi desprezado e o precipitado ressuspenso em 100 pL de tampao de lise, obtendo-
se, assim, a fracdo enriquecida da membrana. A quantificacdo de proteinas totais
foi realizada, entdo, pelo método de Bradford.

Posteriormente, foram incubados 30 pg de fracdo enriquecida da
membrana em PBS (pH 7,4 contendo EDTA 10 uM) e 150 pL de NADPH 2,0 mM em
tubos de plastico colocados no equipamento lumindémetro Sirius Berthold, que
realiza injecdo automatica de 20 pL de lucigenina 0,25 mM em cada tubo. Os dados
de luminescéncia foram obtidos a cada 2 s durante 5 min por meio do programa
FB12/Sirius. A atividade da NADPH oxidase, avaliada pela reducéo de lucigenina, é
apresentada pela drea sob a curva dos dados de luminescéncia obtidos durante a

reacao.
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Avaliacao do contetido de hidroxiprolina miocardica

Para avaliacdo da hidroxiprolina do tecido cardiaco foi utilizado ensaio
colorimétrico pelo kit comercial Quickzyme Hydroxyproline Assay (Quickzyme
Biosciences®). A andlise de hidroxiprolina foi realizada por hidroélise dcida mediante
adicdo de HCl 6 N em cada um dos tubos da amostra e, posteriormente, foi
adicionado a solucdo cloramina T/P-dimetilamina-benzaldeido para obtencdo de
cor, e a leitura foi realizada por espectrofotometria a 570 nm conforme bula do

kit.

Quantificacdo da expressdao de proteinas colageno I, colageno III e lisil
oxidase (LOX)

A expressdo proteica dos coldgenos tipo I (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA) e III (ABCAM, Cambridge, MA, USA) e da LOX (ABCAM,
Cambridge, MA, USA) foi avaliada por Western blot. As amostras das proteinas
foram diluidas em tampao Laemmli (Tris-HCl 240 mM, SDS, 0,8%, glicerol 40%,
azul de bromofenol 0,02% e pB-mercaptoetanol 200 mM) e separadas por
eletroforese utilizando sistema Mini-Protean 3 Electrophoresis Cell (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). A corrida eletroforética foi realizada em gel bifasico, de
empilhamento (Tris-HCl 240 Mm, pH 6,8, poliacrilamida 30%, APS e Temed) e de
resolucdo (Tris-HCl 240 mM, pH 8,8, poliacrilamida 30%, APS e Temed), na
concentracdo de 6 a 12%, dependendo do peso molecular da proteina analisada. A
corrida eletroforética foi efetuada a 120 V (Power Pac HC 3.0A, Bio-Rad, Hercules,
CA, USA), aprokimadamente 3 h, com tampao de corrida (Tris 0,25 M, glicina 192
mM e SDS 1%). Em seguida, as proteinas foram transferidas para uma membrana
de nitrocelulose em sistema Mini-Trans Blot (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) utilizando-
se tampao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e SDS
0,1%). Os sitios inespecificos de ligacdo do anticorpo primario a membrana foram
bloqueados mediante incubacdao com solucdo a 0,5% de leite em pd desnatado,
dissolvido em tampao TBS-T, pH 7,4 (Tris-HCl 20 mM, NaCl 137 mM e detergente

Tween 20 0,1%) por 120 min a temperatura ambiente sob constante agitacdo. Em
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seguida, a membrana foi lavada trés vezes em solucédo basal (Tris 1,0 M, pH 2,8,
NaCl 5,0 M e Tween 20) e incubada com o anticorpo primario diluido na solucao
bloqueadora, sob agitacdo constante por 12 h. Apéds a incubacdo com o anticorpo
primario, a membrana foi incubada com o anticorpo secunddrio em solucdo
bloqueadora por 2 h. A seguir, a membrana foi lavada com TBST e os sinais foram
visualizados com auxilio de kit para quimioluminescéncia (ECL Western Blotting
Substrate, Pierce Protein Research Products, Rockford, USA) e analisador de
imagens Image Quant LAS 4000 (GE Healthcare Life Sciences). As bandas obtidas
nas imagens foram quantificadas por densitometria utilizando-se o programa Gel
Pro 3.1. Os resultados obtidos para as proteinas alvo foram normalizados pelos
resultados da proteina constitutiva GAPDH (6C5 sc-32233, Santa Cruz
Biotechnology).

Quantificacao da expressao de proteinas das vias das MAPK e do NF-kB

A expressdo proteica das formas total e fosforilada das proteinas da
via das MAPK (JNK, ERK e p38-MAPK) e do NF-kB (IkB e subunidade p65 do NF-xB)
foi avaliada também pela técnica de Western blot, conforme descrito acima.

Anticorpos primdrios (Santa Cuz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA,
USA): p-JNK (sc-6254), JNK total (sc-137019), p-ERK (sc-16982), ERK total (sc-93),
p-p38-MAPK (sc-17852), p38-MAPK total (sc-7972), Ser 276 p-p65 NF-kB (sc-
101749), Ser 536 p-p65 NF-xB (sc-33020), p65 NF-«B total (sc-7151) e GAPDH (sc-
32233).

Anticorpos secunddrios (Santa Cuz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA,

USA): anti-mouse (sc-2005) e anti-rabbit (sc-2004).

Quantificacdo da expressio de proteinas do inibidor tecidual da

metaloproteinase (TIMP)

A expressdo proteica dos TIMP-1 e TIMP-2 foi avaliada também pela
técnica de Western blot. Anticorpos primdrios: TIMP-1 (R&D Sistems, Mouse 1gG1
Clone 150906); TIMP-2 (Novus Biologicals, rabbit - NB100-92000). Anticorpos
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secundarios (Santa Cuz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA): anti-mouse (sc-

2005) e anti-rabbit (sc-2004).

Zimografia da metaloproteinase

A atividade da metaloproteinase foi avaliada pelo método de
zimografia, utilizando-se o método adaptado de Tyagi et al (1993).
Aproximadamente 30 mg de tecido congelado foram utilizados para extracdo de
proteina em tampao de extracdo contendo: 50 mM Tris, pH 7,4; 0,2 M NacCl; 0,1%
Triton X; 10 mM CacCl,. Para cada 30 mg de tecido foram adicionados 200 pL deste
tampdo. As amostras foram trituradas a 21.000 rpm e centrifugadas a 13.000 g,
por 20 minutos, a 4° C. O sobrenadante foi coletado e a proteina quantificada pelo
método de Bradford (1976) e a concentracdo final ajustada para 4 pg/uL. As
amostras (20 ug de proteina) foram diluidas em tampao da amostra contendo: 0,5
M Tris, pH 6,8; glicerol; e 0,05% de azul de bromofenol. O gel de separacao utilizado
foi de poliacrilamida a 8% e 1% de gelatina, e a corrida foi realizada com aparato
Bio-Rad mini-protean, a 100 V por 1,5 h, contendo tampéo Tris-Glicina-SDS pH 8,3.
Apos a corrida, o gel foi lavado 2 vezes por 30 min cada vez, em 2,5% Triton X-100
e, apos, em tampao Tris-HCI 50 mM pH 8,4. Em seguida, o gel foi incubado por 18
h em tampao Tris-HCl 50 mM pH 8,4 com 500 mM de CaCl,, em agitacdo continua
e a temperatura de 37° C. Apds a incubacdo, o gel foi corado com Comassie blue
2,5% por 1 h e descorado com solucdo de metanol 30% e acido acético 10%. Um
controle positivo foi utilizado para confirmar o peso molecular das bandas (R & D
Systems). Os géis foram fotografados no analisador de imagens Image Quant LAS
4000 (GE Healthcare Life Sciences) e o programa utilizado para avaliar a densidade
foi o Gelpro, que mede a drea de digestdo da gelatina em unidade de imagem

denominada pixel.
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Analise estatistica

Os resultados sdo apresentados em médias e desvios padrdo ou
medianas e percentis 25 e 75, de acordo com a distribuicdo normal ou nao normal,
respectivamente. As comparacoes entre os grupos foram realizadas pela técnica de
andlise de variancia (ANOVA) para esquema de dois fatores, complementada com o
teste de comparacbes multiplas de Bonferroni, quando os resultados das variaveis
apresentaram distribuicdo normal. Para as varidveis com distribuicdo ndao normal,
foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis complementado com o teste de comparacgdes
multiplas de Dunn. Os valores de frequéncia dos sinais de IC sdo apresentados em
porcentagem e as comparacdes foram realizadas pelo teste de Goodman. As

conclusdes estatisticas sdo discutidas no nivel de significancia de 5%.
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Caracterizacao dos grupos experimentais e sinais de insuficiéncia cardiaca

Para a constituicdo dos grupos nesse estudo foram utilizados 58 ratos
normotensos Wistar, divididos em sedentarios (n=27) e exercitados (n=31), e 59
ratos SHR, divididos em sedentarios (n=27) e exercitados (n=32). No final do
experimento, os grupos normotensos apresentaram mortalidade de seis animais
sendo trés em cada grupo, e os grupos hipertensos apresentaram mortalidade de
dez animais (seis sedentdrios e quatro exercitados).

A frequéncia de sinais de IC apresentada pelos grupos estdo na Figura
2. O grupo SHR-SED apresentou maior porcentagem de ratos com derrame pleural
e taquipneia em comparacdo com os grupos W-SED e SHR-EX. O grupo SHR-EX
apresentou maior porcentagem de derrame pleural e congestido hepdtica em
comparacao ao grupo W-EX. Os ratos normotensos ndo apresentaram nenhum sinal

de IC.
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9 60 - Taquipneia
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"gf m Congest3o hepatica
Y40 4§
#
20 - §
0 L} ]
W-SED W-EX SHR-SED SHR-EX
(n=24) (n=28) (n=21) (n=28)

Figura 2. Frequéncia de sinais de insuficiéncia cardiaca. W-SED: grupo de ratos
Wistar sedentdrios; W-EX: grupo de ratos Wistar exercitados; SHR-SED:
grupo de ratos espontaneamente hipertensos sedentarios; SHR-EX: grupo
de ratos espontaneamente hipertensos exercitados. *: p<0,05 vs. W-SED;

#: p<0,05 vs. W-EX; §: p<0,05 vs. SHR-SED (teste de Goodman).

RESULTADOS 30



Teste de esforco

Na Figura 3 sdo apresentados os dados de distancia percorrida e
tempo do teste de esforco, antes e apds o protocolo de exercicio fisico. No teste
final, os grupos SHR apresentaram melhor desempenho em relacdo aos respectivos
controles normotensos. Os grupos exercitados tiveram melhor desempenho em

relacdo aos grupos sedentdrios apés o protocolo de exercicio.
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(n=16) (n=16) (n=22) (n= 28) (n=16) (n=16) (n=22) (n= 28)

Figura 3: Distancia e tempo no teste de esforco. W-SED: grupo de ratos Wistar
sedentdrios; W-EX: grupo de ratos Wistar exercitados; SHR-SED: grupo de
ratos espontaneamente hipertensos sedentarios; SHR-EX: grupo de ratos
espontaneamente hipertensos e exercitados. Os simbolos indicam
diferenca estatistica no momento final (*: p<0,05 vs. W-SED final; #:
p<0,05 vs. W-EX final; §: p<0,05 vs. SHR-SED final; ANOVA).

Pressao arterial sistolica (PAS)
A Tabela 1 apresenta os valores de PAS inicial e final dos quatro

grupos. O grupo SHR-SED e o SHR-EX apresentaram valores de PAS maiores quando

comparado com os respectivos controles, no inicio e final do experimento.
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Tabela 1. Pressdo arterial sistélica (PAS) no inicio e final do experimento

W-SED W-EX SHR-SED SHR-EX
(n=23) (n= 28) (n=21) (n= 28)

PAS inicial (mmHg) 109 + 15,6 108 £ 12,6 185+ 17,2* 175+ 17,2*

PAS final (mmHg) 119 11,0 114 + 8,57 194 £ 21,6* 188 + 12,2*

Valores expressos em média e desvio padrdo. W-SED: grupo de ratos Wistar sedentarios; W-EX:
grupo de ratos Wistar exercitados; SHR-SED: grupo de ratos espontaneamente hipertensos
sedentarios; SHR-EX: grupo de ratos espontaneamente hipertensos exercitados; *: p<0,05 vs. W-
SED; #: p<0,05 vs. W-EX; (ANOVA).

Avaliagao ecocardiografica

O ecocardiograma foi utilizado para avaliar as varidveis estruturais e
funcionais do coracdo. O exame foi realizado antes do inicio do protocolo de
treinamento para assegurar distribuicio homogénea dos ratos entre os grupos
(dados nao apresentados). Na Tabela 2 sdo apresentadas as varidveis estruturais
do coracdo avaliadas ao final do experimento. Os grupos hipertensos apresentaram
menor peso corporal e maior DDVE/PC, AE/PC, IMVE, EDPP e espessura relativa do
VE em comparacdo aos respectivos controles. O DSVE foi menor no grupo SHR-SED
em comparacdo ao controle. O AE foi maior no grupo SHR-EX em comparagdo com
0 W-EX e menor em comparacdao com o SHR-SED. A razéo AE/AO foi menor no
controle W-EX em comparacdo com o controle sedentario e maior no grupo SHR-
EX em comparacdo com o W-EX. A EDPP e a espessura relativa do VE foram menores
no grupo SHR-EX em comparacdo com o SHR-SED. A espessura relativa foi maior
no grupo W-EX em comparagao com o W-SED. A FC, AO e MVE nao apresentaram
diferenca entre os grupos.

A Tabela 3 apresenta os dados da funcéo sistélica do VE. Os grupos
hipertensos apresentaram menor VEPP e S’ média e maior valor do indice de Tei
em comparacdo aos respectivos grupos controles. O indice de Tei avalia
conjuntamente o desempenho miocardico sistélico e diastdlico, e quanto menor o
indice melhor o desempenho. Os resultados da avaliagio indicam
comprometimento da funcao sistdlica e do desempenho miocdrdico nos grupos

hipertensos, e o exercicio ndo melhorou esses indices.
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A Tabela 4 mostra os dados obtidos da avaliacdo da funcéo diastdlica
do VE por ecocardiograma. Os grupos hipertensos apresentaram maior valor no
TRIV em comparacdo aos respectivos controles, e o grupo SHR-EX apresentou
menor valor dessa varidvel em comparacdo com o SHR-SED. O E’ septal foi menor
nos grupos hipertensos em comparacdo com os respectivos controles. O grupo SHR-
SED apresentou E’ lateral menor em comparacdo com o controle normotenso. O
grupo SHR-EX apresentou A’ lateral menor em comparacdo com o controle
normotenso. Em relacdo a A’ média e A’ septal ndo houve diferenca entre os grupos.
Esses dados indicam comprometimento diastélico do VE nos grupos hipertensos, e

o exercicio foi benéfico por reduzir a tempo de relaxamento isovolumétrico do VE.

Tabela 2. Analise ecocardiografica dos parametros estruturais do coracdo

W-SED W-EX SHR-SED SHR-EX

(n=19) (n=18) (n=18) (n=22)
PC (g) 612 £ 76 576 + 56* 377 + 43 373 + 34%
FC (bpm) 268 £ 29 285 £ 29 263 £ 52 279 £ 50
DDVE (mm) 8,67 £ 0,36 8,41 £ 0,36 7,56 + 0,60* 7,78 £ 0,54*
DSVE (mm) 4,50 0,43 4,16 + 0,48 3,83 + 0,53 4,01+ 0,56
EDPP (mm) 1,37 (1,32 - 1,42) 1,41 (1,36-1,44) 1,63 (1,57-1,70)* 1,53 (1,49 - 1,59)*
AO (mm) 4,38 (4,20-4,56) 4,38 (4,16 - 4,57) 4,38 (4,38 - 4,56) 4,38 (4,20 - 4,38)
AE (mm) 6,28 + 0,40 5,76 + 0,54* 6,57 + 0,54 6,18 + 0,50
AE/AO 1,43 £ 0,07 1,33+ 0,13* 1,49 + 0,11 1,42 +0,13*
DDVE/PC (mm/kg) 14,4+ 1,73 14,8 + 1,63 20,2 + 2,05* 21,0 £ 2,30%
AE/PC (mm/kg) 10,4 + 1,29 10,1 + 1,21 17,7 + 3,14* 16,7 + 1,95"
MVE (g) 0,88 0,10 0,85 + 0,08 0,87 0,12 0,80 0,19
IMVE (g/kg) 1,45+ 0,19 1,50 £ 0,18 2,32 +0,29* 2,26 +0,31*
Esp. Rel. VE 0,32(0,31-0,33) 0,34 (0,32-0,35)* 0,43 (0,39-0,48)* 0,39 (0,43 - 0,48)*

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25 e 75. W-SED: grupo de ratos Wistar sedentarios;
W-EX: grupo de ratos Wistar exercitados; SHR-SED: grupo de ratos espontaneamente hipertensos sedentarios; SHR-EX:
grupo de ratos espontaneamente hipertensos exercitados; PC: peso corporal; FC: frequéncia cardiaca; DDVE: didmetro
diastdlico do ventriculo esquerdo (VE); DSVE: didametro sistélico do VE; EDPP: espessura diastdlica da parede posterior do
VE; AO: diametro da aorta; AE: diametro do atrio esquerdo; MVE: massa do VE; IMVE: MVE/PC; Esp. Rel. VE: espessura
relativa do VE; * p<0,05 vs. W-SED; # p<0,05 vs. W-EX; §: p<0,05 vs. SHR-SED (ANOVA ou Kruskal-Wallis).
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Tabela 3. Avaliacdo da funcao sistélica e do desempenho miocardico do ventriculo

esquerdo por ecocardiograma

W-SED W-EX SHR-SED SHR-EX
(n=19) (n=18) (n=18) (n=22)
% Enc. Endo 46,9 (44,4 -51,2) 50,4 (48,1-53,2) 46,8(44,9-556) 48,3 (44,5-51,0)
VEPP (mm/s) 425+ 1,75 42,7 + 4,22 35,0+ 6,53* 35,8 £ 4,78
indice de Tei 0,45 + 0,07 0,44 + 0,08 0,62 + 0,06* 0,59 £ 0,08#
S’ média (cm/s) 3,91+ 0,56 3,64 +0,34 2,83 +0,48* 2,90 £ 0,29%

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25 e 75. W-SED: grupo de ratos Wistar
sedentarios; W-EX: grupo de ratos Wistar exercitados; SHR-SED: grupo de ratos espontaneamente hipertensos
sedentarios; SHR-EX: grupo de ratos espontaneamente hipertensos exercitados; % Enc. Endo: % de
encurtamento endocardico; VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior; indice de Tei (indice de
performance miocardica); S’ média: média das velocidades sistdlicas maximas de deslocamento das paredes
lateral e septal do anel mitral avaliada por Doppler tissular; *: p<0,05 vs. W-SED; #: p<0,05 vs. W-EX (ANOVA
ou Kruskal-Wallis).

Tabela 4. Avaliacdo da funcéo diastdlica do ventriculo esquerdo por ecocardiograma

W-SED
(n=17)

W-EX
(n=15)

SHR-SED
(n=13)

SHR-EX
(n=16)

E mitral (cm/s)
A mitral (cm/s)
E/A

TRIV (ms)

E’ média (cm/s)
E’ lateral (cm/s)
E’ septal (cm/s)
E/E’ media

A’ média (cm/s)
A’ lateral (cm/s)
A’ septal (cm/s)

E’ média/ A’ media

77,0 (69,0 - 90,0)
56,0 (53,0 - 62,0)
1,38 (1,23 - 1,57)
26,0 (24,0 - 30,0)
4,55 (4,35 - 4,80)
4,60 + 0,58
4,50 (4,40 - 4,80)
17,4 +2,32
3,66 0,73
3,71+ 0,71
3,30 (2,90 - 4,10)
1,28 (1,15 - 1,51)

73,5 (69,0 - 83,0)
52,0 (46,8 - 62,5)
1,42 (1,24 - 1,60)
26,0 (22,0 - 26,0)
4,25 (4,07 - 4,77)
4,21+0,70
4,70 (4,10 - 4,76)
16,9 + 3,36
4,07+ 0,85
4,22 + 0,96
3,75 (3,48 - 4,48)
1,09 (0,90 - 1,36)

87,5 (60,8 - 98,0)
53,5 (47,8 - 74,0)
1,68 (0,83 - 1,98)
36,0 (33,0 - 37,0)*
4,00 (2,48 - 4,36)*
3,58 £ 1,17*
3,80 (2,50 - 4,20)*
22,2 44,60
3,44 £ 0,55
3,31+0,72
3,55 (2,98 - 4,33)
1,15 (0,77 - 1,42)

80,0 (75,5 - 90,5)
53,0 (42,0 - 81,5)
1,67 (1,08 - 1,94)
33,0 (30,0 - 34,5)*
4,20 (3,16 - 4,56)
4,13+ 1,04
3,95 (3,08 - 4,45)*
21,4 £ 6,37
3,67 £0,79
3,57 +0,86"
3,90 (2,98 - 4,33)
1,16 (0,84 - 1,38)

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25 e 75. W-SED: grupo de ratos Wistar sedentarios;
W-EX: grupo de ratos Wistar exercitados; SHR-SED: grupo de ratos espontaneamente hipertensos sedentarios; SHR-EX:
grupo de ratos espontaneamente hipertensos exercitados; E: pico de velocidade do fluxo de enchimento inicial; A: pico de
velocidade do fluxo de enchimento tardio; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico; E’: pico de velocidade de
deslocamento diastdlico inicial do anel mitral; A’: pico de velocidade de deslocamento diastdlico tardio do anel mitral; *: p<0,05
vs. W-SED; #: p<0,05 vs. W-EX; §: p<0,05 vs. SHR-SED (ANOVA ou Kruskal-Wallis).

Variaveis anatomicas

A Tabela 5 mostra as varidveis corporais e cardiacas dos quatro
grupos. As varidveis peso corporal (PC), comprimento da tibia (tibia), peso do
ventriculo direito (VD) e peso dos atrios estavam diminuidas nos grupos SHR em
relacdo aos respectivos controles. No entanto, as relacdes VE/PC, e a relagdo peso

umido/seco do pulmio foram maiores nos grupos SHR em comparacdo com os
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respectivos controles. O peso dos atrios e a relacdo atrio/tibia foram menores no
grupo SHR-EX em relacdo ao SHR-SED. O grupo SHR-SED apresentou maiores
valores na relacdo VD/PC, 4trios/PC e dos pesos umido/seco do VE e VD em relacdo
ao grupo W-SED. O grupo W-EX apresentou maior valor da relacdo VD/PC em
comparacdo ao W-SED. O peso do VE, as relacdes VE(tibia e dos pesos umido/seco

dos atrios e do figado ndo apresentaram diferencas entre os grupos.

Tabela 5. Parametros corporais e cardiacos dos animais

W-SED W-EX SHR-SED SHR-EX
(n=24) (n=28) (n=21) (n=28)
PC (g) 612+ 76 576 + 56* 377 £ 43* 373 + 34#
Tibia (cm) 4,70 (4,60 - 4,80) 4,70 (4,60 - 4,80) 4,20 (4,10 - 4,30)* 4,30 (4,25 - 4,30)*
VE (g) 1,04 (0,94 - 1,21) 1,07 (0,98 - 1,13) 0,99 (0,90 - 1,05) 1,05 (0,97 - 1,10)

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

VD/PC (g/kg)
VD/Tibia (g/cm)
Atrios (g)
Atrios/PC (g/kg)
Atrios/Tibia (g/cm)
VE Uumido/seco
VD umido/seco

Atrios imido/seco

Pulm&o umido/seco

Figado umido/seco

1,64 (1,54 - 1,96)
0,23 + 0,04
0,27 (0,24 - 0,30)
0,41 (0,38 - 0,49)
55,2 (48,4 — 63,9)
0,12 (0,11 - 0,13)
0,20 (0,17 - 0,22)
5,96 (5,43 — 6,34)
4,01 (3,68 - 4,19)
4,18 (4,01 - 4,28)
4,49 (4,10 - 4,82)
4,67 (4,47 - 4,97)
3,05 (2,99 - 3,13)

1,87 (1,79 - 2,00)
0,23 + 0,02
0,29 (0,24 - 0,32)
0,52 (0,44 - 0,64)*
61,5 (53,7 — 66,7)
0,13 (0,12 - 0,14)
0,23 (0,19 - 0,24)
6,04 (5,24 — 6,80)
3,99 (3,73 - 4,26)
4,14 (3,96 - 4,24)
4,60 (4,27 - 4,75)
4,58 (4,47 - 4,68)
3,07 (2,99 - 3,15)

2,67 (2,55 - 2,89)*
0,23 + 0,03
0,21 (0,19 - 0,22)*
0,54 (0,49 - 0,61)*
48,8 (47,1 — 52,0)*
0,09 (0,08 - 0,10)*
0,23 (0,21 - 0,30)*
4,61 (4,40 — 5,41)*
4,34 (4,15 - 4,49)*
4,33 (4,18 - 4,44
4,67 (4,37 - 4,84)
4,92 (4,59 - 5,25)*
3,11 (2,93 - 3,35)

2,78 (2,64 - 2,96)*
0,24 + 0,02
0,22 (0,20 - 0,23)*
0,56 (0,52 - 0,62)
50,5 (46,7 — 53,1)"
0,08 (0,07 - 0,09)%
0,21 (0,20 - 0,25)
4,00 (3,65 — 4,75)*
4,21 (3,93 - 4,54)
4,24 (4,06 - 4,38)
4,60 (4,38 - 4,81)
4,92 (4,74 - 5,25)*
2,96 (2,59 - 3,20)

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25 e 75. W-SED: grupo de ratos Wistar sedentarios;
W-EX: grupo de ratos Wistar exercitados; SHR-SED: grupo de ratos espontaneamente hipertensos sedentarios; SHR-EX:
grupo de ratos espontaneamente hipertensos exercitados; PC: peso corporal; Tibia: comprimento da tibia; VE: ventriculo
esquerdo; VD: ventriculo direito. *: p<0,05 vs. W-SED; #: p<0,05 vs. W-EX; §: p<0,05 vs. SHR-SED (ANOVA ou Kruskal-

Wallis).

Estudo do musculo isolado

Os resultados da funcdo miocardica avaliada pela técnica do musculo
papilar isolado, na condicdo basal, estdo apresentados na Tabela 6. O grupo SHR-
EX apresentou melhor desempenho em todas as varidveis em comparacdo com o
controle normotenso, e maior +dT/dt em comparacdo ao grupo SHR-SED.ATR e a

-dT/dt foi maior nos grupos SHR em relacdo aos respectivos controles. Embora a
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TD e a -dT/dt tenha sido maior no grupo SHR-EX em relacdo ao SHR-SED, essas
diferencas nao atingiram significancia estatistica.

Na Tabela 7 estdo apresentadas as varidveis de fun¢do miocdrdica apos
pausas de 10, 30 e 60 segundos. O grupo SHR-EX apresentou valores mais elevados
da TD, TR e da -dT/dt em comparacdo ao W-EX apds as trés pausas. Ja o grupo SHR-
SED mostrou maior TR em relacdo ao respectivo controle (W-SED) apés as pausas
de 30 e 60 segundos. Nao houve diferenca entre os grupos SHR.

A elevacdo da concentracdo extracelular de célcio resultou nos dados
apresentados na Tabela 8. O grupo SHR-EX apresentou maiores valores da TD, TR
e -dT/dt nas trés concentracdes de calcio em relacdo ao grupo W-EX, e na
concentracdo 0,625 mM apresentou maior valor em comparacdo ao SHR-SED nas
vardveis TD e +dT/dt. O grupo SHR-SED apresentou maiores valores em relacdo ao
controle nas variaveis TD, TR e -dT/dt nas concentracdes de calcio de 0,625 e 1,25
mM. Na concentracdo de cdlcio de 2,5 mM, apenas o valor da TR foi maior no grupo
SHR-SED em comparagdo com o controle.

A Tabela 9 apresenta as variaveis funcionais apds adicdo de diferentes
concentracgdes de isoproterenol. Na condicédo basal, o grupo SHR-EX mostrou maior
valor de todas as varidveis em relacdo ao grupo W-EX, e maior TD e TR no grupo
SHR-EX apos adicdo de isoproterenol 10° M em relacdo ao controle W-EX. Os
grupos SHR-EX e SHR-SED apresentaram maior TR em todas as concentracdes de
isoproterenol em comparacdo aos respectivos controles. Somente a +dT/dt, na
condicdo basal, foi maior no grupo SHR-EX em relacdo ao SHR-SED. Interessante
notar que nas trés concentragbes de isoproterenol utilizadas, os valores das
varidveis de funcdo contratil e de relaxamento foram sempre maiores no grupo

SHR-EX em relacdo ao SHR-SED, embora sem atingir significancia estatistica.
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Tabela 6. Varidveis funcionais do musculo papilar obtidas na condicao basal

W-SED W-EXE SHR-SED SHR-EXE
(n=14) (n=13) (n=18) (n=17)
TD (g/mm2) 5,02 + 1,41 4,84 1,10 5,77 £ 1,32 6,35 + 0,82
TR (g/mm2) 0,57 0,17 0,52 + 0,09 0,78 + 0,15* 0,79 + 0,19*
+dT/dt (g/mm?/s) 53,3+ 16,8 50,4 + 11,5 52,2+ 12,8 63,4 + 9,787
-dT/dt (g/mm2s) 20,2 + 4,74 19,6 + 3,49 232 +4,41* 24,7 + 3,30%

Valores expressos em média e desvio padrdo. W-SED: grupo de ratos Wistar sedentarios; W-EX: grupo de
ratos Wistar exercitados; SHR-SED: grupo de ratos espontaneamente hipertensos sedentarios; SHR-EX: grupo
de ratos espontaneamente hipertensos exercitados; TD: tensdo desenvolvida; TR: tensido de repouso; +dT/dt:
velocidade maxima de elevagao da tensdo desenvolvida; -dT/dt: velocidade maxima de decréscimo da tensao
desenvolvida. *: p<0,05 vs. W-SED; #: p<0,05 vs. W-EX; §: p<0,05 vs. SHR-SED (ANOVA ou Kruskal-Wallis).

Tabela 7. Varidveis funcionais do musculo papilar obtidas apés pausas de 10, 30 e

60 segundos

Grupos PP10s PP 30s PP 60s

W-SED 594 + 1,53 6,60 + 1,49 6,81 + 1,52
W-EX 582+1,12 6,47 + 1,21 6,65+ 1,25

TD (g/mm?)
SHR-SED 6,49 + 1,38 7,05 £ 1,45 7.26 + 1,48
SHR-EX 7.30 + 1,53* 7.80 + 1,53* 7,98 + 1,60*
W-SED 0,56 + 0,17 0,56 + 0,16 0,55+ 0,16
W-EX 0,52 + 0,08 0,52 +0,11 0,51 0,12

TR (g/mm?)
SHR-SED 0,82 0,19 0,80 + 0,19* 0,77 £ 0,19*
SHR-EX 0,84 + 0,24* 0,85 + 0,25 0,82 + 0,23"
W-SED 63,0+ 18,7 69,7 + 17,5 7224175
+dT/dt W-EX 61,6+ 12,6 69,5+ 14.4 71,3+ 147
(9/mm?/s) SHR-SED 58,7 + 14,4 65,0 + 15,6 67,1+ 15,5
SHR-EX 716+ 14,5 77,2+ 16,5 78,6 + 18,0
W-SED 215+ 4,36 232+ 447 23.6+4,25
dT/dt W-EX 218+ 328 228 + 3,37 23,3 + 3,08
(9/mm?/s) SHR-SED 23.8 + 4,01 24,7 + 3,96 257 +4.28
SHR-EX 25.5 + 3,60" 26,0 + 3,91* 26,9 + 4,40*

Valores expressos em média e desvio padrdo. W-SED: grupo de ratos Wistar sedentéarios; W-EX:
grupo de ratos Wistar exercitados; SHR-SED: grupo de ratos espontaneamente hipertensos
sedentarios; SHR-EX: grupo de ratos espontaneamente hipertensos exercitados; TD: tensao
desenvolvida; +dT/dt: velocidade maxima de elevagao da tensao desenvolvida; -dT/dt: velocidade
maxima de decréscimo da tensao desenvolvida; TR: tensdo de repouso. *: p<0,05 vs. W-SED; #:
p<0,05 vs. W-EX (ANOVA).
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Tabela 8. Varidveis funcionais do musculo papilar obtidas apds elevacdo da

concentracao de calcio

Grupos 0,625 mM 1,25 mM 2,5mM

W-SED 3,36 + 0,82 5,27 + 0,98 6,13 + 1,38
W-EX 3,34 £ 0,77 5,14 + 0,83 5,88 + 1,10

TD (g/mm?)
SHR-SED 440 +1,27* 6,15 + 1,55* 6,58 + 1,33
SHR-EX 516 + 0,97% 6,62 + 1,26" 6,87 + 1,33
W-SED 0,49 + 0,14 0,49 + 0,14 0,49 £ 0,13
W-EX 0,46 + 0,10 0,45 + 0,09 0,47 + 0,09

TR (g/mm?)
SHR-SED 0,71 + 0,15 0,70 + 0,16* 0,72+ 0,19*
SHR-EX 0,74 + 0,23* 0,75 + 0,23* 0,80 + 0,25
W-SED 35,0 £ 9,12 56,7 + 12,5 69,3+ 16,9
+dT/dt W-EX 35,2 + 6,42 55,7 + 8,69 66,2 + 14,1
(g/mm?/s) SHR-SED 38,5+ 10,4 58,5+ 16,7 63,8+ 14,6
SHR-EX 48,8 + 9,53% 66,5 + 12,7 71,9+152
W-SED 15,8 + 3,50 222 + 3,61 23,4 + 4,68
-dT/dt W-EX 15,1 + 2,26 21,6242 227 +343
(9/mm?/s) SHR-SED 20,0 + 5,40* 255 + 5.20* 26,0 + 4,22
SHR-EX 22 4 + 3 45" 26,2 + 3,99* 26.4 + 4,05

Valores expressos em média e desvio padrdo. W-SED: grupo de ratos Wistar sedentarios; W-EX:
grupo de ratos Wistar exercitados; SHR-SED: grupo de ratos espontaneamente hipertensos
sedentarios; SHR-EX: grupo de ratos espontaneamente hipertensos exercitados; TD: tensao
desenvolvida; +dT/dt: velocidade maxima de elevacdo da tensado desenvolvida; -dT/dt: velocidade
maxima de decréscimo da tensao desenvolvida; TR: tensdo de repouso. *: p<0,05 vs. W-SED; #:
p<0,05 vs. W-EX; §: p<0,05 vs. SHR-SED (ANOVA).

RESULTADOS

38



Tabela 9. Varidveis funcionais do musculo papilar

isoproterenol (ISO)

obtidas apds adicdo de

Grupos Basal ISO108M ISO10" M ISO 10° M
W-SED 500+1,00 529+108 550+1,09 565111
W-EX 485+082 514+0,84 539+1,00 5,59+1,06

TD (g/mm?)
SHR-SED 560+1,32 567+1,37 571129 557+117
SHR-EX  6,23+1,20* 6,34+133* 633151 6,31+1,63
W-SED 049+014 045+014 046019 041+0,13
W-EX 049+012 044013 042+012 0,40+0,11

TR (g/mm?)
SHR-SED 0,78+0,18* 0,73+0,17* 0,71+0,17* 0,68 +0,17*
SHR-EX 0,85+024* 081+023 0,78+0,23* 0,76+ 0,22
W-SED 532+124 606+138 671+138 731+169
+dT/dt W-EX 523+832 576+883 656114 709+119
(9/mm?/s) SHR-SED 516119 569+141 623+154 643+187
SHR-EX 625+124% 66,6+135 718161 76,1+187
W-SED 21,0+£3,86 248+435 319+540 407 +7,05
-dT/dt W-EX 202+246 235+268 304+341 40,0475
(9/mm?/s) SHR-SED 23,7+523 248+531 322+672 414+815
SHR-EX 246402 259+395 310495 41,7 +6,69

Valores expressos em média e desvio padrdo. W-SED: grupo de ratos Wistar sedentarios; W-EX:
grupo de ratos Wistar exercitados; SHR-SED: grupo de ratos espontaneamente hipertensos
sedentarios; SHR-EX: grupo de ratos espontaneamente hipertensos exercitados; TD: tensao
desenvolvida; +dT/dt: velocidade maxima de elevacdo da tensado desenvolvida; -dT/dt: velocidade
maxima de decréscimo da tensao desenvolvida; TR: tensdo de repouso. *: p<0,05 vs. W-SED; #:

p<0,05 vs. W-EX; §: p<0,05 vs. SHR-SED (ANOVA).

Analise do estresse oxidativo

A Figura 4 apresenta os dados da atividade das enzimas antioxidantes
no miocdrdio. O grupo SHR-SED apresentou menor atividade de catalase,
superodxido dismutase e glutationa peroxidase em comparacdo com o controle W-
SED. O grupo SHR-EX apresentou menor producdo de superéxido dismutase em
comparacgdo com o controle W-EX, e maior producdo dessa enzima e da catalase em
comparacdo com o grupo SHR-SED. Esses dados indicam que o exercicio melhorou

a producdo das enzimas antioxidantes no miocardio de animais hipertensos.
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Figura 4. Atividade das enzimas antioxidantes no miocardio.

W-SED: grupo de ratos Wistar sedentarios; W-EX: grupo de ratos Wistar exercitados; SHR-SED: grupo
de ratos espontaneamente hipertensos sedentdrios; SHR-EX: grupo de ratos espontaneamente
hipertensos exercitados; GSH-Px: glutationa peroxidase; SOD: superdxido dismutase. *: p<0,05 vs. W-

SED; #: p<0,05 vs. W-EX; 5: p<0,05 vs. SHR-SED (ANOVA).

Na Tabela 10 estdo expressos os valores da producdo de
malondialdeido, hidroperodxido de lipideo e NADPH oxidase. Os grupos hipertensos
apresentaram maior producdo de hidroperdxido de lipideo em relacdo aos
respectivos grupos controles. Ja os valores de MDA e NADPH oxidase nao

apresentaram diferencas entre os grupos. O exercicio fisico nao alterou esses niveis.
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Tabela 10. Producdo de malondialdeido (MDA), hidroperdxido de lipideo (Hidrop.
lip.) e atividade da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH)

oxidase
W-SED W-EX SHR-SED SHR-EX
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
MDA sérico (uM/L) 1,83+0,39 1,74+037 186+042 2,01+0,74
MDA miocardico (nmol/mg) 086+0,12 0,70+0,06 0,87+0,22 0,76 0,25
Hidrop. lip. (nmol/g tec.) 203 £ 33 183 + 26 248 + 24~ 226 + 38*

NADPH oxidase (x10°UA/mg) 342+14 265+145 250098 2,87+0,70

Valores expressos em média e desvio padrdo. W-SED: grupo de ratos Wistar sedentéarios; W-EX:
grupo de ratos Wistar exercitados; SHR-SED: grupo de ratos espontaneamente hipertensos
sedentarios; SHR-EX: grupo de ratos espontaneamente hipertensos exercitados. *: p<0,05 vs. W-
SED; #: p<0,05 vs. W-EX (ANOVA).

Analise histoldgica e hidroxiprolina miocardica

Na Tabela 11 estdo expressos os valores de didametro dos midcitos,
fracdo colagena intersticial (FCI) e quantificacdo da concentracao de hidroxiprolina
do miocdrdio do VE. Os grupos hipertensos apresentaram maior diametro em
comparacdo com os respectivos grupos controles. A FCI foi maior no grupo SHR-
SED em comparacgdo com o controle. A FCI no grupo SHR-EX nao foi diferente do
controle W-EX e do grupo SHR-SED. A concentracdo de hidroxiprolina miocérdica

ndo apresentou diferenca entre os grupos.

Tabela 11. Diametro do midcito, fracdo coldgena intersticial (FCI) e concentracdo

de hidroxiprolina (HOP) do miocédrdio do ventriculo esquerdo

W-SED W-EX SHR-SED SHR-EX
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
Diametro (um) 16,4 £ 1,11 15,5+1,18 17,8 £ 0,96* 17,5 + 0,45%
FCI (%) 4,26 + 1,19 5,20 £ 2,11 6,49 £ 1,00* 6,34 £ 1,92
HOP (ug/mg) 0,88 £ 0,22 0,77 £ 0,25 1,11+ 0,25 0,97 £ 0,30

Valores expressos em média e desvio padrao. W-SED: grupo de ratos Wistar sedentarios; W-
EX: grupo de ratos Wistar exercitados; SHR-SED: grupo de ratos espontaneamente hipertensos
sedentarios; SHR-EX: grupo de ratos espontaneamente hipertensos exercitados. *: p<0,05 vs.
W-SED; #: p<0,05 vs. W-EX (ANOVA).
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Nas Tabelas 12, 13, 14 e 15 sdo apresentadas as expressdes proteicas
analisadas pela técnica de Western blot e a zimografia da metaloproteinase. As
proteinas da matriz coldgena (colageno III e lisil oxidase), o TIMP-1, a JNK total e
a p38 fosforilada, presentes na via das MAPK, p65 (total e fosforilada) e o IkB
fosforilada, presentes na via do NF-kB, ndo apresentaram diferencas entre os
grupos avaliados. A expressdo proteica do colageno I foi maior no grupo SHR-EX
em comparacdo com o controle. A relacdo coldgeno I/colageno III foi maior no
grupo SHR-SED em comparacdo com o grupo W-SED. A expressdo proteica total da
JNK, IkB e TIMP-2, foram maiores nos grupos hipertensos em comparacdo aos
respectivos controles. A expressao proteica da p38 total e ERK fosforilada e total
foi maior no grupo hipertenso sedentario em comparacdo ao controle. O grupo
SHR-EX apresentou menor expressdo da ERK fosforilada em relagdo ao hipertenso
sedentdrio. A MMP-2, inativa e ativa- intermediaria, foi maior no grupo SHR-SED
em comparacdo com o controle e a MMP-2 inativa foi menor SHR-EX em

comparacao com SHR-SED.

Tabela 12. Expressao proteica do coldgeno I e III e da lisil oxidase no miocdrdio

W-SED W-EX SHR-SED SHR-EX
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
Colageno | 1,00 £ 0,22 1,05+ 0,10 1,45 + 0,56 1,57 + 0,64%
Colageno lll 1,00 + 0,31 0,83+0,15 0,82+ 0,24 0,99 £ 0,24
Col I/Col 1lI 1,06 £ 0,27 1,29+ 0,33 1,79 + 0,40* 1,59 + 0,53
Lisil oxidase 1,00 + 0,68 0,49 +0,15 1,10 £ 0,52 0,86 + 0,39

Valores expressos em média e desvio padrao (unidade arbitraria). W-SED: grupo de ratos Wistar
sedentarios; W-EX: grupo de ratos Wistar exercitados; SHR-SED: grupo de ratos
espontaneamente hipertensos sedentarios; SHR-EX: grupo de ratos espontaneamente
hipertensos exercitados; *: p<0,05 vs. W-SED; #: p<0,05 vs. W-EX ANOVA.
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Tabela 13. Expressao proteica do inibidor tecidual da metaloproteinases (TIMP) 1 e

2 e zimografia da metaloproteinase (MMP)

W-SED W-EX SHR-SED SHR-EX
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
TIMP-1 1,00+0,28 1,03+043 0,75+045 0,70%£0,28
TIMP-2 1,00+ 0,57 0,72+0,25 3,68+225* 1,42+0,67*
MMP-2 (inativa) 1,00£0,37 1,32+046 1,80+0,47* 1,27 +0,058
MMP-2 (ativa intermediaria) 094+0,17 091+£0,24 1,23+0,19* 1,12+0,17

Valores expressos em média e desvio padrao (unidade arbitraria). W-SED: grupo de ratos Wistar

sedentarios; W-EX: grupo de ratos Wistar exercitados; SHR-SED: grupo de ratos espontaneamente

hipertensos sedentéarios; SHR-EX: grupo de ratos espontaneamente hipertensos exercitados.

p<0,05 vs. W-SED; #: p<0,05 vs. W-EX; §: p<0,05 vs. SHR-SED (ANOVA).

75 kDa

50 kDa

W-SED

W-SED

W-EX

SHR-SED

Tabela 14. Expressdo proteica da via das MAPK no miocdrdio

SHR-SED

*.

SHR-EX

MMP 2

W-SED W-EX SHR-SED SHR-EX
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)

INK Fosforilada 1,00 + 0,31 1,02 + 0,31 3,46 £ 1,23* 3,38+ 1,61#%

Total 1,00 + 0,47 0,91+ 0,40 1,54 + 0,59 1,09 £ 0,27

Fosforilada 1,00 £ 0,37 0,85+ 0,27 1,10+ 0,18 1,17 £ 0,49

P3g Total 1,00 £ 0,22 0,76 £ 0,22 3,38 £1,79* 3,36 £ 2,08
Fosforilada 1,14 (0,69-1,21) 1,14 (0,99-1,44) 6,03 (2,08-10,8)* 0,90 (0,26-0,99)3

=R Total 1,00 + 0,41 0,66 + 0,24 1,54 + 0,44* 1,12 £ 0,55

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25 e 75 (unidade arbitraria). W-SED: grupo
de ratos Wistar sedentarios; W-EX: grupo de ratos Wistar exercitados; SHR-SED: grupo de ratos
espontaneamente hipertensos sedentarios; SHR-EX: grupo de ratos espontaneamente hipertensos exercitados.
*: p<0,05 vs. W-SED; #: p<0,05 vs. W-EX; §: p<0,05 vs. SHR-SED (ANOVA ou Kruskal-Wallis).
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Tabela 15. Expressdo proteica da via do NF-kB no miocardio

W-SED W-EX SHR-SED SHR-EX
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
Fosforilada 1,00 = 0,69 0,96 + 0,45 1,03+ 0,49 0,63 £ 0,60
p65 NF-kB

Total 1,00 £ 0,50 0,61+0,17 0,90 £ 0,62 0,90 £ 0,88
B Fosforilada 1,00 = 0,67 0,75+ 0,38 1,53+0,73 1,01 £ 0,85

K
Total 1,00 £ 0,67 0,67 £ 0,26 3,67 + 1,50* 2,57 + 1,56%

Valores expressos em média e desvio padrdo (unidade arbitraria). W-SED: grupo de ratos Wistar sedentarios;
W-EX: grupo de ratos Wistar exercitados; SHR-SED: grupo de ratos espontaneamente hipertensos

sedentarios; SHR-EX: grupo de ratos espontaneamente hipertensos exercitados. *: p<0,05 vs. W-SED; #
p<0,05 vs. W-EX (ANOVA).

W-EX W-SED SHR-EX  SHR-SED

p-1kB

A

Toal 18 - ——
e

35-41 kDa -

GAPDH s e s
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No presente estudo foi analisado o efeito do treinamento fisico
aerobio nas estruturas e fungdes cardiacas, capacidade antioxidante, matriz
extracelular, estresse oxidativo e a atividade das vias MAPKs e NF-kB de ratos SHR
na fase que antecede o desenvolvimento de IC. Essa fase é caracterizada por
hipertrofia cardiaca e funcédo sistélica do VE preservada, com acometimento da
funcao diastolica (Pfeffer et al,, 1979; Trippodo & Frohlich, 1981). Por essa razéo,
optou-se por iniciar o treinamento fisico com a idade de 13 meses, considerando
que por volta de 18 meses de idade os ratos SHR comecam a apresentar sinais de
IC com evolucdo fatal em poucos meses (Boluyt & Bing, 2000; Bing et al., 2002).

Para o diagndstico de IC em estudos experimentais é verificado a
presenca de taquipneia/dispneia in vivo, e/ou post mortem como ascite, derrame
pleural, trombo em 4atrios, congestdo pulmonar e hipertrofia do VD. No presente
estudo, foi observado que ao final de 16 meses de idade grande parte dos animais
hipertensos ja apresentavam sinais de IC e isso foi atenuado com o protocolo de
exercicio fisico.

Neste estudo foi utilizado o protocolo de exercicio fisico aerébio de
baixa intensidade. Para avaliar a capacidade fisica foi realizado um teste de
tolerancia ao exercicio fisico, com aumento gradativo da velocidade até a exaustao
dos animais. O teste de esforco mostrou que os grupos exercitados apresentaram
melhor capacidade fisica em relacdo aos grupos sedentdrios. O mesmo foi
observado por Carneiro-Junior et al. (2014) que demonstraram aumento da
capacidade fisica em SHR e relataram que apds quatro semanas de destreino a
capacidade fisica se iguala aos animais sedentdrios. Protocolos semelhantes ao
adotado nesse estudo mostraram que o exercicio de baixa intensidade também foi
eficiente para melhorar a sobrevida de animais hipertensos (Emter et al., 2005;
Chicco et al,, 2008). Os grupos SHR apresentaram melhor capacidade fisica que os
animais controles. Estudos anteriores mostraram que o SHR ¢ fisicamente mais
ativo, apresentando, portanto, melhor capacidade funcional que ratos
normotensos (Robinson et al,, 2011; Langen et al., 2011).

O treinamento fisico aerébio tem mostrado efeitos benéficos na
hipertensdo arterial com acdo hipotensora (Huang et al., 2012; Locatelli et al,

2017), porém seu efeito na hipertensdo nao controlada e em estdgio avancado
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ainda é pouco estudado. Os possiveis mecanismos responsdveis por essa acdo
hipotensora sdo: atenuacdo da atividade nervosa simpdtica, diminuicdo da
concentracdo plasmdtica de noradrenalina e reducdo da resisténcia vascular
periférica (Brum et al., 2006). No presente trabalho, o protocolo de exercicio fisico
ndo alterou a pressdo arterial sistélica dos animais hipertensos. Em estudo anterior
realizado em nossos laboratérios encontramos resultados semelhantes quanto a
pressdo arterial apés o protocolo de treinamento fisico (Pagan et al., 2015). O
protocolo de exercicio utilizado no presente estudo foi de maior intensidade e
duracdo em comparagdo com o estudo anterior, porém nao foi efetivo para alterar
a PAS. Outra possivel resposta para o exercicio ndo ter alterado a PAS pode estar
associado a hipertensao nao controlada e de longa evolucao.

A avaliacdo realizada por meio do exame de ecocardiografia tem a
finalidade de analisar as estruturas e funcbes cardiacas e determinar o
comprometimento dessas varidveis causadas pela hipertensao nao controlada.
Anteriormente a realizacdo do protocolo de exercicio fisico foi realizado
ecocardiograma (dados nao apresentados) para garantir a distribuicdo uniforme
entre os grupos estudados. Ao final do periodo experimental, apdés quatro meses
de exercicio, novo exame foi realizado. Esses dados mostraram que os grupos
hipertensos apresentaram aumento das variaveis estruturais, e comprometimento
das funcgdes sistolica e diastélica do VE. A diferenca na geometria do VE entre os
grupos SHR e W deve-se ao efeito da sobrecarga cronica de pressdo arterial no
grupo SHR (hipertrofia concéntrica). O exercicio fisico foi eficiente em diminuir a
EDPP, AE, espessura relativa do VE e o TRIV nos animais hipertensos, o que sugere
melhora estrutural e da funcao diastélica do VE. Porém a funcéo sistoélica se mostra
prejudicada nos grupos hipertensos, pois a velocidade de deslocamento do anel
mitral (onda S’) e a tangente mdxima do movimento sistélico da parede posterior
(VEPP) estdo diminuidas e a performance miocardica avaliado pelo Indice de Tei
estda aumentado. Em estudos com animais hipertensos jovens que tiveram livre
acesso a roda de corrida durante seis meses, pesquisadores observaram que esses
animais apresentaram hipertrofia cardiaca e dilatacdo da camara ventricular, mas
com melhora da fracdo de ejecdo (Schreckenberg et al., 2017). Por outro lado,

Schultz et al. (2007) demonstraram que o exercicio excessivo a longo prazo em
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ratos SHR idosos aumentou o estresse parietal e a massa ventricular esquerda, e
reduziu a fracdo de ejecdo do VE, acelerando a progressdo da IC. Os dados desses
estudos, somados aos nossos dados, sugerem que a intensidade e a duracdo do
protocolo de treinamento fisico tém efeitos diretos nas adaptacdes que ocorrem
na geometria e funcdo cardiaca de animais hipertensos. Dessa forma, ressalta a
importancia da realizacdo de exercicios de forma sistematizada, e que respeite os
principios do treinamento fisico, diminuindo assim os possiveis efeitos adversos que
podem agravar ainda mais o processo de remodelamento cardiaco induzido pela
hipertensao.

Os dados obtidos post mortem confirmam os achados
ecocardiograficos de hipertrofia do VE nos grupos hipertensos. Os pesos do VE,
normalizados pelo peso corporal, estavam aumentados nos grupos hipertensos em
relacdo aos controles normotensos. Foram observados efeitos positivos do exercicio
em atenuar o peso dos dtrios e o conteuido de dgua no VE e VD. Esses resultados
também demonstram concordancia com os dados do ecocardiograma, que
apresentaram reducdo do didmetro do atrio esquerdo, EDPP e Esp. Rel. VE no grupo
SHR-EX em comparacao ao SHR-SED.

O estudo da func¢do miocdrdica foi realizado por meio de preparacées
com musculos papilares isolados do VE. A avaliacdo do musculo papilar isolado é
capaz de medir a capacidade do musculo cardiaco em desenvolver forca e relaxar,
independente das mudancas de carga, frequéncia cardiaca e geometria da camara
ventricular que podem alterar o desempenho cardiaco in vivo. Na andlise da
condicdo basal, foi observado melhor desempenho contratil e de relaxamento do
grupo SHR-EX em todas as varidveis em relacdo ao controle, e na +dT/dt em relacdo
ao SHR-SED. Os grupos SHR apresentaram maior valor de TR e -dT/dt em
comparagdo aos controles, mostrando comprometimento da propriedade passiva
do miocdrdio e melhor relaxamento nos animais hipertensos. Resultados
semelhantes foram observados em estudos prévios em nosso laboratério (Pagan et
al., 2015; Cezar et al., 2015). Da mesma forma, estudo realizado por Fernandes et
al. (2015) mostrou que uma unica sessdo de exercicio resistido provocou aumento
no desenvolvimento da forca isométrica dos musculos papilares isolados de ratos

hipertensos.
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Com o objetivo de identificar alteragdes na contracao e relaxamento
do musculo cardiaco, ndo observadas em condicdes basais, foram realizadas
manobras inotrépicas. No nosso estudo, os grupos hipertensos apresentaram
melhor desempenho nas manobras em comparacdo aos grupos controles. Os
musculos hipertrofiados dos animais hipertensos mostram-se mais eficientes em
contrair e relaxar durante as manobras inotrépicas, e essa melhora foi mais
evidente no grupo SHR-EX. J4 foi descrita na literatura melhora da funcéo
miocdrdica, tanto em condi¢des normais quanto apds manobras inotropicas,
analisada pelo musculo papilar isolado de animais hipertensos e hipertensos
treinados (Mill et al.,, 1998; Fernandes et al., 2015). Os autores sugerem que na
fase compensada da hipertrofia cardiaca a participacdo do reticulo sarcoplasmético
no fornecimento de calcio, responsavel por ativar o sistema contrétil, estaria
normal ou até mesmo otimizada em relacdo ao musculo cardiaco sem hipertrofia.
Assim, os dados ecocardiograficos e do musculo papilar isolado mostram que o
exercicio fisico gera beneficios estruturais e funcionais no coracdo de animais
hipertensos, que refletem na melhora da capacidade fisica e na reducdo de
ocorréncia de sinais de insuficiéncia cardiaca.

Com o intuito de analisar o papel da matriz extracelular na disfuncao
cardiaca observada em nosso estudo, foi avaliada a histologia, expressdo proteica
dos coldgenos I e III, lisil oxidase e TIMPs 1 e 2, concentracdo de hidroxiprolina e
a zimografia de metaloproteinase. Os valores dos diametros dos cardiomidcitos
confirmam a hipertrofia miocitdria ja esperada nos animais hipertensos, isso se
deve a fase avancada da hipertensdo ndo controlada em que os animais se
encontravam. A sobrecarga de pressdo, causada pela HAS, estimula vias
sinalizadoras intra e extracelulares, que levam a replicacao dos sarcomeros em
paralelo, resultando no aumento do didmetro dos midcitos e também induz
alteracées na matriz coldgena intersticial, que podem aumentar a rigidez do
musculo (Mann, 2012b; Cohn et al., 2000). O exercicio fisico também pode gerar
hipertrofia cardiaca, porém essa hipertrofia é considerada uma adaptacdo
fisiologica e ocorre de forma simétrica, ndo produzindo alteracdes deletérias,
comuns nas hipertrofias de natureza patolégica (Mill & Vassalo, 2001). Na

hipertrofia fisioldgica, o aumento dos midcitos se faz pela sintese de componentes
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como, aumento das proteinas contrateis, do reticulo sarcoplasmatico e do numero
e tamanho das mitocondrias. Essas alteracdes estruturais resultantes do
treinamento fisico dependem da natureza, duracdo e intensidade do exercicio
(Ghorayeb & Batlouni, 1998). No entanto, em nosso estudo, o protocolo de
exercicio fisico utilizado nédo interferiu no didmetro dos midcitos, que pode estar
associado a baixa intensidade do treinamento fisico.

Além dos midcitos, o tecido cardiaco também é constituido pela matriz
extracelular que incluem coldgeno, glicoproteinas, fibras de elastina, entre outros
componentes. Essa matriz tem como principal funcdo manter o alinhamento
normal dos cardiomidcitos e das fibras musculares através da integracdo da
geometria do coldgeno, integrina, citoesqueleto e fibras musculares (Lu et al,
2016). Os coldgenos I e III sdo os mais abundantes na matriz extracelular cardiaca,
juntos representam 92% do coldgeno cardiaco. A organizacdo desses colagenos
assegura a integridade estrutural dos midcitos e é essencial para a manutencéo do
alinhamento das miofibrilas dentro do miécito através da interacdo de colageno e
integrinas com as proteinas do citoesqueleto. Os nossos dados da FCI mostraram
aumento no SHR-SED em relacdo ao controle. O fato do grupo SHR-EX nao
apresentar diferenca entre os grupos, W-EX e SHR-SED, e apresentar um valor
intermedidrio, poderia ser associado a um efeito positivo ao exercicio. Entretanto,
o grupo SHR-EX apresentou maior expressdo do coldgeno I em relacdo ao controle,
mas sem alteracdes no coldgeno III e da lisil oxidase, e o grupo SHR-SED apresentou
maior relacdo entre os colagenos I e III em comparacdo ao controle. A rigidez do
VE ¢ afetada por alteracdes na quantidade e qualidade do coldageno miocérdico, ou
seja, ¢ dependente da proporcdo dos tipos de coldgeno. O coldgeno I é formado de
fibras espessas e de grande resisténcia a tenséo. Ja o coldgeno III é constituido de
fibras de pequeno diametro e é mais maleavel (Brower et al., 2006; Lépez et al.,
2009). Assim, alteragdes no conteudo e nas proporcdes de colageno podem afetar
a funcdo do musculo cardiaco, aumentando a rigidez miocdrdica (Matsubara et al.,
2000, Azevedo et al., 2015). No entanto, maior expressdo de colageno I no grupo
SHR-EX ndo se refletiu nas varidveis ecocardiograficas (onda E, onda A, E/A,

E’média, A’média e E/E’).
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A concentracdo de coldgeno miocardico também pode ser avaliada
pela quantificacdo de hidroxiprolina, um aminoacido que é o principal componente
da molécula de coldgeno e presente em pequenas concentracdes em um numero
restrito de outras proteinas (Matsubara et al, 2000). Em nosso estudo, nao
observamos diferenca na concentracdo de hidroxiprolina miocdrdica entre os
grupos, demonstrando que o exercicio fisico e a hipertensdao ndo influenciaram
nessa variavel.

A quantidade de colageno e a integridade da matriz extracelular sdo
dependentes de um sistema de regulacdo que envolve intimeros fatores, como as
metaloproteinases de matriz (MMP) e os inibidores teciduais das metaloproteinases
(TIMP). As metaloproteinases sdo endoproteinases dependentes de zinco capazes
de degradar vdrios componentes da matriz extracelular. Elas sdo sintetizadas como
pro-enzimas latentes ativadas via clivagem (Bellafibre et al., 2013), e coordenam o
reparo e reorganizacdo de tecidos, modulando a rede da matriz para regular a
adesdo, migracdo, proliferacdo celular e sdo essenciais para a remodelacdo do tecido
normal e durante o processo de crescimento (Lu et al., 2016). No entanto, a
ativacdo excessiva de MMP, especialmente as MMP-2 e MMP-9, parecem
desempenhar papel fundamental no processo de remodelamento cardiaco
(Phatharajaree et al., 2007).

A atuacdo das MMP pode ser modulada pelos TIMPs, que tém alta
afinidade pelas MMPs ativas e bloqueiam seu sitio catalitico. O TIMP-2 ¢é conhecido
por se ligar mais efetivamente na MMP-2, enquanto o TIMP-1 tem alta afinidade
pela MMP-9 (Gomes et al., 1997). No presente estudo, observou-se aumento da
MMP-2 (inativa e intermediaria) e TIMP-2 no SHR-SED em relacdo ao controle, e a
MMP-2 foi atenuada no grupo hipertenso exercitado e sem alteracdo do TIMP-2 em
comparagdo ao SHR-SED. Reducdo dos niveis de MMP-2 e 9 e de TIMP-1 e 2 no
miocdrdio de ratos hipertensos sensiveis ao sal foi associado a melhora da
hipertrofia cardiaca e da funcdo cardiaca (Ichihara et al., 2006). A atividade da
MMP-2 diminuida apés 6 semanas de exercicio voluntdrio em ratos Wistar também
foi relacionada como mecanismo de protecdo contra lesdes cardiacas (Pésa et al.,
2015). A atenuacdao da MMP-2 sem alteracdo dos TIMPs pode ser responsavel pelo

aumento do coldgeno I no grupo SHR-EX, porém nao refletiu nas demais varidveis
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que avaliaram o contetido de coldgeno miocdrdico. Aumentos de MMP, TIMPs e
coldgenos I e III estdo associados ao desenvolvimento de fibrose em corac¢des com
IC (Polyakova et al., 2011). O aumento da maioria das variaveis relacionadas com
a avaliacdo da matriz extracelular (FCI, coldgeno I/coldgeno III, MMP-2, TIMP-2)
no grupo SHR-SED poderia estar associada ao aumento de fibrose, que pode afetar
a rigidez do miocardio, contribuindo para o desenvolvimento de disfuncéo
diastdlica e sistdlica. Isso corrobora com o achado de maior frequéncia de sinais de
IC nos animais SHR-SED. O fato do grupo SHR-EX ndo apresentar todas essas
alteracbes nos componentes da matriz extracelular pode estar associado a
atenuacao da fibrose miocardica e justificar a melhora estrutural e funcional.

O estresse oxidativo também tem sido relacionado com a
fisiopatologia da hipertensao arterial, pois o desequilibrio entre a capacidade
antioxidante e a producdo de espécies reativas de oxigénio é elemento importante
de comprometimento vascular, levando a elevacdo da pressdo arterial (Touyz,
2004). Como marcadores do estresse oxidativo, foram realizadas analises do
malondialdeido e hidroperdxido de lipideo. Os grupos hipertensos apresentaram
aumento da producdo do hidroperdxido de lipideo que nado se alterou com o
exercicio fisico. Assim como a peroxidacdo lipidica, o complexo NADPH oxidase
constitui também uma importante fonte de geracdo de ERO (Xu et al, 2010). A
atividade da NADPH oxidase ndo apresentou diferenca entre os grupos, sugerindo
que a atividade dessa enzima, em nosso estudo, nado esteja contribuindo para o
aumento da producdo de EROs, e que outras possiveis fontes produtoras de EROs
estejam envolvidas.

A producdo de radicais livres durante os processos metabdlicos resulta
na ativacdo de mecanismos de defesa antioxidante. No presente estudo, a
capacidade antioxidade foi avaliada pela atividade das enzimas catalase, superdxido
dismutase e glutationa peroxidase. Foi observada melhora da atividade das enzimas
catalase e superdxido dismutase no grupo SHR treinado. Isso mostra que o exercicio
foi benéfico para a capacidade antioxidante do miocdrdio, porém o aumento da
catalase e da glutationa peroxidase nao foi efetivo em reduzir o hidroperéxido de
lipideo no grupo SHR-EX. No entanto, estudos anteriores mostram melhora do

estresso oxidativo em animais hipertensos treinados, com aumento da capacidade

DiscussAo 53



antioxidante e reducdo da peroxidacéo lipidica (Bertagnolli et al., 2008; Palma et
al., 2016). Sabe-se que uma unica sessdo de exercicio fisico induz a formacédo de
ERO, porém quando o estimulo passa a ser crénico, como no treinamento fisico,
provocam adaptacdes que melhoram a resisténcia a ERO e aumentam a defesa
antioxidante (Fisher-Wellman et al., 2009).

O aumento do estresse oxidativo promove ativacdo da via de
sinalizacdo das MAPK, que esta envolvida no processo de hipertrofia cardiaca e IC.
Essa via é ativada também por estimulos extracelulares, como angiotensina II,
endotelina 1, noradrenalina e fator de crescimento, com consequente inducédo de
mudancas intracelulares, promovendo crescimento, apoptose e transformacao
celular (Marber et al, 2011). Em nosso estudo, além do hidroperéxido de lipideo,
é possivel que existam outros estimulos que podem estar ativando a via das MAPK
nos grupos hipertensos, como a atividade do sistema nervoso simpdtico, que é
aumentada nesse modelo, e o estresse de parede, devido aumento da pés-carga
(Cesaretti et al., 2006; Richer et al., 1997). As principais kinases dessa via sdo ERK,
JNK e p38 (Wang, 2007). A ERK catalisa a fosforilacdo de fatores de transcricao
que estimula a sintese de proteina e crescimento celular, ja a JNK e a p38 estédo
envolvidas no processo apoptédtico, na sintese de citocinas inflamatérias e fibrose
(Zhang et al., 2003).

Nossos dados mostram aumento da fosforilacdo da JNK, da p38 total
e da ERK fosforilada e total no grupo hipertenso sedentdrio. No grupo SHR-EX,
houve restauracdo da ERK fosforilada e total, atenuacdo da p38 e aumento da JNK
fosforilada. Behr et al. (2001) relataram que o bloqueio da atividade da p38 estd
associado a reducdo da hipertrofia e da disfuncdo do VE em animais SHR. Zhang et
al. (2003) sugerem que a ERK pode mediar a resposta hipertréfica, assim como a
JNK e a p38 devido a acdo na via de proliferacao celular e apoptose. Além disso,
fato interessante é que a ERK pode mediar o aumento da producdo das MMPs
induzida por diferentes estimulos (Ichihara et al., 2006; Huntington et al., 2004).
Nossos dados corroboram com esses achados, mostrando aumento da ERK e da
MMP-2 no grupo SHR-SED, e a normalizacdo da ERK no grupo SHR-EX foi
acompanhado pela atenuacdo da atividade da MMP-2.
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No nosso estudo, parecem existir outros mediadores da sinalizacdo
hipertréfica que podem estar envolvidos no crescimento dos cardiomidcitos além
das proteinas da via das MAPK, uma vez que o grupo SHR exercitado apresenta
atenuacdo dessa via, mas apresenta diametro dos midcitos aumentados da mesma
forma que o SHR-SED. Nota-se que a via de sinalizacdo das MAPK estd ligada aos
mecanismos responsaveis pelas alteracdes que ocorrem no musculo cardiaco
durante processos inflamatdrios efou estimulos como o exercicio fisico. Essas
descobertas podem ser importantes para entender como o exercicio pode ter efeito
cardioprotetor.

O NF-kB é uma proteina de transcricdo com regides de ligacdo ao DNA
que estd envolvido na regulacdo de genes da cascata inflamatéria (Mayo et al.,
1997). O NF-kB é um heterodimero constituido de duas subunidades: p65 e p50.
Quando nao estimulado o NF-kB encontra-se no citoplasma ligado a uma proteina
inibitoria, o IkB. Esse complexo impede a translocacdo do NF-kB para o niicleo. A
fosforilacdo do IkB libera o NF-kB de forma que ele possa atuar sobre um gene alvo
no nucleo enquanto o 1kB é degradado (Baeuerle et al., 1998). Os nossos dados
mostram que a subunidade p65 nao foi diferente entre os grupos, e que o 1IkB total
estd aumentado nos grupos hipertensos sem influéncia do exercicio fisico. Esse
aumento do IkB normalizou a expressio da subunidade p65 nos grupos
hipertensos. O aumento do IkB nos grupos hipertensos pode ser uma tentativa de
inibir a ativacdo de genes envolvidos nos processos inflamatorios e hipertréficos. O
NF-kB pode ser ativado pelas proteinas das MAPK (ERK e p38) porém, em nossos
dados, o aumento dessas proteinas no grupo SHR-SED ndo interferiu na ativacédo
do NF-kB.

O processo de remodelamento cardiaco decorrente da sobrecarga de
pressdo a longo prazo traz prejuizos funcionais ao coracdo. Esse processo é
complexo e envolve diferentes mecanismos e vias de sinalizacdo. No entanto, o
remodelamento cardiaco pode ser atenuado pelo exercicio fisico, como
demonstrado por Locatelli et al. (2017). Esses autores relatam que ratos
hipertensos apresentaram atenuacdo do remodelamento adverso do VE, melhora
da eficiéncia da contracdo e diminuicdo da pressdo arterial apds seis semanas de

natacdo de baixa intensidade. Da mesma forma, Giannuzi et al. (2003) observaram
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melhora do remodelamento cardiaco patolégico do VE e melhora da qualidade de
vida de pacientes com IC. Esses achados reforcam a importancia e a relevancia
clinica do exercicio fisico como terapia ndo farmacoldgica para o remodelamento
cardiaco.

Em resumo, a melhora de alguns parametros estruturais cardiacos e
da funcdo miocardica observada no grupo SHR-EX, pode estar associada a reducéo
da expressdo da p38, ERK e da ERK fosforilada, atenuacado da atividade da MMP-2
e atenuacdo da fibrose cardiaca assim como o aumento da atividade das enzimas
antioxidantes catalase e superdxido dismutase. O mau funcionamento dessas vias
esta relacionado a hipertrofia dos cardiomiocitos, fibrose, disfuncdo contratil e
inflamacdo. Estes processos contribuem para o dano no musculo cardiaco com
consequente remodelamento cardiaco. Os nossos achados demonstram resposta
adaptativa positiva ao treinamento fisico no remodelamento cardiaco dos animais

hipertensos na fase que antecede o desenvolvimento de IC.
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CONCLUSAO



Em conclusdo, o exercicio fisico em ratos espontaneamente
hipertensos atenua o remodelamento cardiaco que esta associado a melhora da
tolerancia ao esforco fisico e reducdo da frequéncia de sinais de insuficiéncia
cardiaca. Além disso, associa-se ao aumento da atividade das enzimas antioxidantes,
atenuacdo da expressdo proteica da ERK total e diminuicdo da fosforilacdo da ERK

e da atividade da MMP-2.
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