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RESUMO

TELES, MA. Efeitos de uma sessdo aguda de natacdo até exaustdo sobre a
contratilidade e transiente de ca?* de cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo
de ratos espontaneamente hipertensos em fase de funcdo cardiaca compensada e
descompensada [tese]. Ouro Preto: Escola de Farmacia, Universidade Federal de Ouro
Preto; 2022. Orientador: Mauro César Isoldi.

A hipertensdo arterial sisttmica é uma condicdo clinica multifatorial caracterizada por
niveis elevados e sustentados de pressdo arterial. Estudos mostram o exercicio realizado
de forma exaustiva leva a danos cardiacos, mas pouco se sabe sobre os efeitos de uma
sessdo de natacdo até exaustdo em animais hipertensos. Diante disso nosso objetivo foi
investigar os efeitos de uma sessdo aguda de natacdo até exaustdo sobre as propriedades
mecanicas de cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo de ratos espontaneamente
hipertensos em fase de funcdo cardiaca compensada e descompensada. Os animais foram
alocados em cinco grupos, cada um composto por 7 animais: normotenso controle (NC);
normotenso exaustdo (NE); hipertenso controle na fase compensada (HC); hipertenso
exaustdo na fase compensada (HE), hipertensos exaustdo na fase descompensada, ja na
fase de insuficiéncia cardiaca (IC). Os animais dos grupos exaustdo foram submetidos a
um protocolo de natacdo até exaustdo, que consistia em natacao por um periodo de 180
minutos com 5% da carga corporal, imediatamente apds o exercicio esses animais foram
eutanasiados e o coracdo foi removido para isolamento dos cardiomidcitos. Foram
avaliados o tempo de natacdo até exaustdo, hipertrofia ventricular, transiente de célcio e
a contratilidade celular nas frequéncias de estimulacdo de 1, 3, 5 e 7 Hz. Os animais
normotensos apresentaram uma massa corporal mais elevada do que 0s animais
hipertensos na fase compensada e descompensada (p<0,05), a relagdo do peso do
ventriculo esquerdo pelo peso corporal apresentou um aumento nos animais hipertenso
na fase compensada e descompensada em relacéo aos seus controles (p<0,00). Os animais
normotensos conseguiram manter a natacdo apenas por 14 minutos = 3 minutos e 41
segundos, enguanto 0s animais espontaneamente hipertensos na fase compensada
completaram o protocolo proposto de 180 minutos, os animais hipertensos na fase
descompensada mantiveram a natacdo por apenas 4,83 +£1,57 minutos. Em relagdo aos
dados de contratilidade e transiente foram encontrados os seguintes dados: A amplitude
de contracgdo apresentou um aumento quando os animais hipertensos na fase compensada
e descompensada foram submetidos ao exercicio exaustivo, além disso a velocidade de

contracdo e a velocidade de relaxamento foram aumentadas (1Hz). Quando analisado o



transiente de célcio, o exercicio exaustivo levou a uma reducdo da amplitude de célcio
nos animais hipertensos na fase compensada (1, 3, 5 Hz) e uma reducdo no tempo para
atingir o decaimento do calcio (1Hz), a velocidade de liberacéo e recaptacao do calcio foi
reduzida nos animais hipertensos na fase compensada quando submetido ao exercicio (1,
3, 5, 7 Hz).
A natacdo até exaustdo provocou alteragBes adversas no mecanismo contratil dos
cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo, entretanto tais mecanismos devem ser

mais explorados.

Palavras Chave: hipertensdo, cardiomiécitos isolados, exaustdo, natacao,

contratilidade, transiente de célcio



ABSTRACT

TELES, MA. Effects of an acute session of swimming to exhaustion on contractility
and transient Ca?* of cardiomyocytes isolated from the left ventricle of
spontaneously hypertensive rats in the phase of compensated and decompensated
cardiac function Ouro Preto: School of Pharmacy, Federal University of Ouro Preto;
2022. Advisor: Mauro César Isoldi.

Systemic arterial hypertension is a multifactorial clinical condition characterized by high
and sustained levels of blood pressure. Studies show that exhaustive exercise leads to
heart damage, but little is known about the effects of a bout of exhaustion swimming in
hypertensive animals. Therefore, our objective was to investigate the effects of an acute
session of swimming until exhaustion on the mechanical properties of cardiomyocytes
isolated from the left ventricle of spontaneously hypertensive rats in the phase of
compensated and decompensated cardiac function. The animals were allocated 5 into five
groups, each consisting of 7 animals: normotensive control (NC); normotensive
exhaustion (NE); control hypertensive in the compensated phase (HC); hypertensive
exhaustion in the compensated phase (HE), hypertensive exhaustion in the
decompensated phase, already in the heart failure (HF) phase. The animals in the
exhaustion groups were submitted to a protocol of swimming until exhaustion, which
consisted of swimming for 180 min with 5% of body load, immediately after exercise;
these animals were euthanized and the heart was removed for isolation of cardiomyocytes.
Swimming time to exhaustion, ventricular hypertrophy, calcium transient and cell
contractility at stimulation frequencies of 1, 3, 5 and 7 Hz were evaluated. Normotensive
animals had a higher body mass than hypertensive animals in the compensated and
decompensated phases (p<0.05), the ratio of left ventricular weight by body weight
showed an increase in hypertensive animals in the compensated and decompensated
phase compared to to their controls (p<0.00). Normotensive animals could keep
swimming for only 14 minutes = 3 minutes and 41 seconds, while spontaneously
hypertensive animals in the compensated phase completed the proposed protocol of 180
minutes, old hypertensive animals kept swimming for only 4.83 +£1.57 minutes. .
Regarding contractility and transient data, the following data were found: The contraction
amplitude increased when hypertensive animals in the compensated and decompensated
phase were subjected to exhaustive exercise, in addition, the contraction velocity and
relaxation velocity were increased (1Hz). When analyzing the calcium transient,

exhaustive exercise reduced calcium amplitude in hypertensive animals in the



compensated phase (1, 3, 5 Hz) and a reduction in the time to reach calcium decay (1Hz),
the velocity of calcium release and reuptake was reduced in hypertensive animals in the
compensated phase when submitted to exercise Swimming until exhaustion caused
adverse changes in the contractile mechanism of isolated left ventricular cardiomyocytes,

however such mechanisms should be further explored.

Keywords: hypertension, isolated cardiomyocytes, exhaustion, swimming, contractility,

calcium transient
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1 INTRODUCAO

A hipertensdo arterial sisttmica (HAS) é uma condi¢do clinica multifatorial
caracterizada por niveis elevados e sustentados de pressdo arterial. Associa-se
frequentemente a alteracbes funcionais e/ou estruturais dos Orgaos-alvo (coracao,
encéfalo, rins e vasos sanguineos) e a alteracbes metabdlicas, com consequente aumento
do risco de eventos cardiovasculares fatais e ndo-fatais (BARROSO et al., 2021).
Acredita-se que 1 bilhdo de pessoas em todo o mundo tenham hipertenséo, que hoje é
considerado um problema grave de satde publica no mundo, pois a hipertensdo € um
importante fator de risco para doencas cardiovasculares. Varias orientacbes de
tratamento, medidas farmacoldgicas (EDWARDS et al., 2014) e ndo farmacoldgicas,
como o exercicio fisico (SEMLITSCH et al., 2013) sdo sugeridas para manter a pressao
sanguinea em niveis aceitaveis.

A hipertensdo leva ao aumento do risco de desenvolvimento de insuficiéncia
cardiaca (IC) que é uma sindrome clinica complexa resultante de comprometimentos
estruturais ou funcionais do enchimento ventricular ou eje¢do do sangue. A IC pode levar
a uma limitacdo da tolerancia ao exercicio bem como fadiga e dispneia (YANCY et al.,
2013, 2017). Em hipertensos, o miocardio tem que ejetar o sangue contra uma pés carga
aumentada levando ao aumento da massa ventricular esquerda, que acarreta em alteragdes
na funcdo contratil do miocardio (BROOKSBY; LEVI; JONES, 1992; GWATHMEY;
MORGAN, 1993; MCARDLE, 2013). Alteracdes no mecanismo de excita¢do contracao
do miocardio estdo relacionadas a alteracdes nas proteinas que regulam a homeostase do
calcio, levando a uma disfuncdo contratil. Dentre as proteinas que regulam o célcio e que
apresentam alteracdes s@o encontradas a ATPase (SERCAZ2), o canal de liberacdo do
calcio no reticulo sarcoplasmatico e o trocador de sédio / calcio (NCX1) (ARAI et al.,
1993; DUPONT et al., 2012).

A prevengdo da hipertenséo e o controle da presséo arterial consiste em mudangas
no estilo de vida, principalmente quanto a pratica regular de atividade fisica. Estudos
sugerem que quanto maior o nivel de atividade fisica menor a incidéncia de doencas
cardiovasculares, sugerindo que uma baixa capacidade aerdbica é um forte preditor de
futuras doengas cardiovasculares e mortalidade (LEGGIO et al., 2014).

Estudos mostram o efeito hipotensor pos exercicio em humanos (BOCALINI et
al., 2017; HALLIWILL et al., 2013; LEGGIO et al., 2014), em animais, além da reducgéo
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dos niveis pressoricos, foi demonstrado (LOCATELLI et al., 2014) atraso no
aparecimento de hipertensdo em ratos (RODRIGUES et al., 2007; SOARES et al., 2011).

Apesar de ser documentado na literatura que o exercicio cronico realizado de
forma moderada tem efeitos benéficos para a satde cardiovascular (BARROSO et al.,
2021), entretanto também ja foram descritos os efeitos deletérios do exercicio exaustivo
realizado de forma aguda, Ljones et al. (2017) mostrou que a funcdo contratil de
cardiomidcitos e transiente de célcio em modelo animal normotenso foi comprometida e
levando a lesdo cardiaca e estresse oxidativo nos animais e esse processo parece ser associado
com aumento do estresse nitro-oxidativo, da sinalizacao apoptdtica e desregulacao do sistema
matriz metaloproteinase (OLAH et al., 2015).

Esses estudos mostram que o exercicio realizado de forma exaustiva leva a danos
cardiacos, entretanto existem poucos estudos que avaliam esses efeitos principalmente
em animais que apresentam alguma patologia como a hipertenséo, diante disso, nosso
interesse € investigar se uma sessdo de exercicio agudo até a exaustdo exerce algum efeito

na contratilidade e transiente de calcio de ratos espontaneamente hipertensos (SHR).
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1.1 Hipertensao arterial

No Brasil a Hipertensdo arterial atinge 32,5% de individuos adultos e contribui
para 50% das mortes por doencas cardiovasculares. A mortalidade por patologias
hipertensivas apresentou um aumento entre 2002 e 2009, além de as doencas
cardiovasculares serem responsaveis por alta frequéncia de internacfes e apresentar
custos socioeconémicos elevados (BARROSO et al., 2021).

Estudos sobre a fisiopatologia da hipertenséo arterial sdo realizados com modelos

experimentais de hipertensdo, os quais permitem a investigacdo e compreensdo das
alteracOes fisiologicas que na maioria das vezes ndo podem ser estudadas em humanos
(KUNDU: RAO, 2008).
O rato espontaneamente hipertenso (SHR) tem sido usado para estudos de doencas
cardiovasculares, pois suas alteracbes sdo semelhantes a hipertensdo essencial ou
primaria em humanos (CANIFFI et al., 2020a; KUNDU; RAO, 2008; LOCATELLI et
al., 2017). Okamoto e Aoki na década de 1960 desenvolveram essa linhagem, através do
cruzamento entre animais Wistar-Kyoto com pressdo sanguinea elevada (OKAMOTO;
AOKI, 1963). A elevacdo da pressao arterial nestes animais inicia por volta das 5 — 6
semanas de vida e com 7 — 15 semanas apresenta hipertenséo espontanea, entre 20 — 28
semanas atingem um platd e com 18 meses esse animal ja entra em um quadro de
insuficiéncia cardiaca (YAMORI, 1984). E encontrado também nestes animais aumento
na frequéncia intrinseca do marcapasso cardiaco, a partir da terceira semana de vida,
resultando em aumento da frequéncia cardiaca (DICKHOUT; LEE, 1998).

Animais hipertensos apresentam uma hipertrofia compensatoria do VE, seguido
de um remodelamento patolégico no qual ocorre fibrose, alteracbes microvasculares,
aumento da massa cardiaca, apoptose, disfuncdo cardiaca e consequente insuficiéncia
cardiaca (CANIFFI et al., 2020a; KRZESIAK et al., 2019; SILVA et al., 2017). Além
disso, sdo observados nesses animais, alteracfes no funcionamento fisiologico do
miocardio e ja foram demonstradas alteragcdes patoldgicas nas atividades mecanicas e
elétricas de cardiomidcitos ventriculares de animais SHR (KRZESIAK et al., 2019;
LOCATELLI et al., 2017; ROMAN-CAMPOS et al., 2012; SHOROFSKY et al.,

1999)que, consequentemente, afetardo a funcionalidade do miocardio.

No SHR a partir do 3° més de vida inicia-se o processo de hipertrofia cardiaca, na

fase adulta o quadro hipertensivo associa-se com um aumento da resisténcias periférica e
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consequente reducdo no débito cardiaco, ja em estagios finais, chamada fase
descompensada, o coracdo acabard falhando devido a incapacidade de manter o débito
cardiaco que supra as demandas do organismo (DUCHATSCH et al., 2021; FROHLICH,
1977; LOCATELLI etal., 2017; POTTS; MCKEOWN; SHOUKAS, 1998; THOMAS et
al., 1997).

Além das alteragdes encontradas no miocérdio ja existem relatos na literatura que
animais SHR apresentam alteracdes na morfologia e estrutura do musculo esquelético,
dentre elas abundancia de fibras de colageno, oclusdo e degeneracdo dos capilares e
miopatia (HERNANDEZ et al., 2008). A medida que os animais vao ficando mais velhos
essa miopatia progride, devido a acdo negativa de miocinas sobre o musculo esquelético
e levam ao estado sarcopenico (BEREZIN; BEREZIN; LICHTENAUER, 2021). Além
disso, também ocorre reducdo da porcentagem e tamanho das fibras do tipo I, funcédo

contréatil prejudicada e aumento da sinalizacdo apoptética (BLOEMBERG et al., 2014).

1.2 Hipertensdo e acoplamento excita¢gdo contracdo no miocardio

No musculo cardiaco, um potencial de acdo inicia o acoplamento excitacdo
contracdo, de forma espontanea nas células do marcapasso cardiaco e através de juncdes
comunicantes para as células contrateis (SILVERTHORN, 2017). O processo de
acoplamento excitacdo contracdo estd representado na Figura 1. De forma resumida,
quando o potencial de acdo é deflagrado ocorre a entrada de sédio para 0 meio
intracelular, o que leva a despolarizacdo da membrana, com consequente abertura dos
canais tipo L, permitindo que ocorra o influxo de Ca** (ARONSEN; LOUCH;
SJAASTAD, 2016; EISNER et al., 2013). Os receptores de rianodina tipo 2 (RyR2) sdo
ativados pelo aumento da concentracéo intracelular de célcio e liberam mais destes ions
que estava contido no reticulo sarcoplasmatico (RS), aumentando ainda mais sua
concentragdo. O Ca?* liga-se a troponina C, presente nos filamentos de actina, a
tropomiosina é deslocada e libera o sitio de ligacdo da actina permitindo a formacéo de
pontes cruzadas com a miosina e subsequente contracdo muscular (ARONSEN; LOUCH;
SJAASTAD, 2016; EISNER et al., 2013).

Para que ocorra o processo de relaxamento, o Ca?* precisa ser recaptado para o
RS, para isso a proteina fosfolambam (PLB) é fosforilada deixando assim de inibir a

bomba de Ca?*ATPase (SERCA2), que bombeia o Ca?* para o reticulo, onde permanece
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armazenado. Para que haja a reducio dos niveis de Ca®* no citosol a SERCA2 atua em
conjunto com o trocador de Na*/Ca®** (NCX), que bombeia trés ions Na* para 0 meio
intracelular e leva um fon Ca?* para o meio extracelular, reduzindo assim os niveis de
Ca?" Dessa forma a tropomiosina se movimenta e blogqueia novamente os sitios de ligagao

entre actina e miosina, levando ao relaxamento do musculo (EISNER et al., 2013, 2017).
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Figura 1. Acoplamento excita¢do contracdo no musculo cardiaco. Esta figura mostra os eventos celulares
que levam a contracdo e ao relaxamento nas células cardiacas contrateis. A entrada de Ca via corrente de
célcio ativa a liberacdo de Ca do reticulo sarcoplasmatico (RS) via receptor rianodina (RyR), resultando na
ativacdo do miofilamento. Captagdo de Ca para o RS via Ca-ATPase [modulada por fosfolambam (PLN)]
e extrusdo via NCX permite relaxamento. As setas vermelhas indicam influxo de Ca e as verdes o efluxo
do Ca. AP, potencial de acdo; ATP, ATPase; EM, potencial de membrana; PLM, fosfolambam; Tdbulo T,
tabulo transverso. Fonte: (BERS, 2014).

A hipertenséo altera a mecénica contréatil dos cardiomiocitos, que esta associada
com a dindmica do fon Ca?* que é um dos responsaveis por desencadear o processo de
excitacdo contracdo conforme explicado acima (BERS, 2008). Estudos mostram que a
hipertenséo afeta o influxo de Ca*, aumentam o tempo de duragdo do potencial de agéo
(ROMAN-CAMPOS et al., 2012), além de causar um desarranjo nos tubulos T que

impede o alinhamento com os RyR2, o que prejudica a liberagdo do Ca?* contido no
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reticulo sarcoplasmatico, prejudicando assim o processo contratil (KRZESIAK et al.,
2019).

Devido ao aumento da resisténcia periférica observado na hipertensdo, o
miocardio tem uma dificuldade em ejetar o sangue, dessa forma a amplitude de contracao
apresenta-se aumentada. Além disso, devido a reducédo da atividade de NCX e SERCA2,
os tempos de relaxamento e de contragio apresentam aumentados (CARNEIRO-JUNIOR
et al., 2013; ROMAN-CAMPOS et al., 2012).

1.3 Exercicio fisico e hipertenséo

A hipertensdo arterial sistémica leva ao remodelamento do miocardio, sendo que
na fase inicial da hipertensdo denominada fase compensatdria, a funcéo cardiaca pode ser
mantida apesar de ocorrer crescimento hipertréfico cardiaco, a partir de 18 meses ocorre
a transicdo para a fase descompensada, onde o0s animais apresentam o desempenho do
miocardio prejudicado, caracterizado a insuficiéncia cardiaca (BELL et al., 2004a;
MIGUEL-CARRASCO et al., 2010; PFEFFER; PFEFFER; FISHBEIN, 1979). Ainda na
fase compensatéria, 12 — 16 semanas, ocorre deposicdo de coladgeno que resulta em
fibrose do ventriculo e consequente rigidez do miocardio (DIEZ et al., 2002), ap6s esse
periodo com 17 — 24 semanas pode ser encontrado niveis elevados de marcadores pré-
inflamatérios (HUANG et al., 2012; MIGUEL-CARRASCO et al., 2010), além de
aumento do estresse oxidativo e alteragdes na estrutura e funcéo cardiaca, entretanto sabe-
se que o treinamento fisico pode ser utilizado como um forte aliado no combate a
patologias cardiovasculares, dentre elas a hipertensdo (BARROSO et al., 2021), pois traz
inimero beneficios ao sistema cardiovascular dentre eles aumento da sensibilidade ao
calcio, melhora a funcéo cardiaca e a contratilidade dos cardiomidcitos, além de controlar
0 quadro inflamatdrio e reduzir o estresse oxidativo (DA COSTA et al., 2020).

Estudos mostram que o exercicio aerobio é eficaz quando realizado na fase
compensatodria, atenuando a disfuncdo sistdlica e restaurando a elasticidade do ventriculo
em animais SHR (LIBONATI et al., 2011), além disso, os cardiomidcitos isolados do
ventriculo esquerdo apresentaram funcdo contratil e expressédo das proteinas regulatérias
do calcio (SERCA2 e PBL) normalizada (CARNEIRO-JUNIOR et al., 2013;
GARCIARENA et al., 2009), aumento da expressdo de proteinas relacionadas a geragédo
de forca, antioxidantes e anti-inflamatdrias (HUANG et al., 2012; PETRIZ et al., 2015).
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Em estudos subsequentes foi realizado um protocolo de natacdo de baixa intensidade por
um periodo de seis semanas, foi encontrada melhora nos pardmetros cardiovasculares e
atenuacdo no processo de remodelacdo cardiaca quando avaliada as propriedades
estruturais e mecanicas do ventriculo esquerdo no inicio da fase compensatoria de animais
SHR (LOCATELLI et al., 2017).

J& em estudo realizado por Rodrigues e colaboradores (2018) o treinamento
aerdbio levou ao aumento da disponibilidade de Ca?* intracelular e acelerou a
mobilizacdo desses ions em cardiomiocitos isolados do ventriculo esquerdo de ratos
hipertensos, mas a contratilidade celular ndo apresentou alteracgéo.

Quando realizado o treinamento de forga também foi encontrada eficicia quando
avaliada a funcdo contréatil dos cardiomidcitos, com expressdo aumentada de SERCA2
(MELO et al., 2015a, 2015b).

1.4 Exercicio exaustivo e efeitos adversos no miocardio

O papel da préatica regular de exercicio fisico € reconhecido para prevencéo,
controle e tratamento de doencas cardiovasculares (LEE, 1993; THOMPSON et al.,
2003). Entretanto estudos mostram que apos sessdes de exercicio aerdbio extenuante em
individuos saudaveis podem levar a elevacdo de biomarcadores relacionados com dano
cardiaco, devido ao alto grau de estresse imposto sobre as estruturas do miocérdio
(MIDDLETON et al., 2008; PERK et al., 2012; SCHARHAG et al., 2008; SHAVE et al.,
2007, 2010).

Ainda segundo ELLIOTT (2015) o acumulo de evidéncias sugere que episodios
agudos de exercicio extenuante prolongado podem causar uma disfuncdo cardiaca
transitoria, dentre elas redugdo no manuseio de calcio nos cardiomiocitos, o que leva a
guestionamentos sobre as consequéncias do exercicio até exaustdo para a saude
cardiovascular.

OLAH et al. (2015) demonstraram que a atividade fisica exaustiva tem efeito
adverso no coragdo, onde o comprometimento funcional observado é associado ao
aumento do estresse oxidativo, aumento da sinalizacdo apoptética e desregulacdo do
sistema de metaloproteinase.

LJONES et al. (2017) demonstram que 0 exercicio agudo exaustivo esta associado
a uma reducdo na amplitude do Ca?*, um aumento no tempo para remocdo do Ca?*

diastélico e encurtamento fracionado reduzido no ventriculo direito (VD) e no esquerdo
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(VE). Os niveis de expressdo de fosfolambam fosforilada (Serl6 e Thrl7) aumentaram
no VE, mas ndo VD. O estudo também mostrou reducdo na fosforilagdo oxidativa e
capacidade no transporte de elétrons no processo de respiracdo mitocondrial com
substratos complexos I e 11 no VD, mas ndo VE. Niveis elevados de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, foram encontradas em humanos apos exercicio fisico exaustivo
(RADAK et al., 2003; VOLLAARD; SHEARMAN; COOPER, 2005), a geracdo de
espécies reativas de oxigénio apos exercicio exaustivo em ratos provocando danos no
miocardio também ja foi relatada (MUTHUSAMY et al., 2012).

A producdo de espécies reativas de oxigénio leva a peroxidacdo de proteinas e
lipideos, lesdo de DNA e disfungdo celular, tais processos levam a danos celulares
irreversiveis com consequente morte, sendo que esses danos também sdo encontrados em
patologias cardiovasculares (TSUTSUI; KINUGAWA; MATSUSHIMA, 2011).
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2 JUSTIFICATIVA

Estudos mostram que o exercicio quando realizado de forma intensa e exaustiva
podem causar maleficios ao coracao, pois aumentam a demanda por oxigénio estimulando
assim a fosforilacdo oxidativa, gerando assim espécies reativas de oxigénio e induzindo
0 estresse oxidativo (DEATON; MARLIN, 2003; MUAZ BELVIRANLI; HAKKI
GOKBEL, 2006). O aumento dos niveis de ROS leva a remodelagéo patoldgica, fibrose,
peroxidacdo lipidica, mutacdo do DNA, disfuncgdes celulares e contréateis, alteracbes na
manipulacdo do calcio, além de apoptose, ou seja, ocorre aumento de biomarcadores
relacionados ao dano cardiaco (GIORDANO, 2005; KURA et al., 2020;
RAMACHANDRA et al., 2021; SAWYER et al., 2002; TAKIMOTO; KASS, 2007).

Diante disso, nosso objetivo é entender como a maquinaria contratil dos
cardiomidcitos, se adapta a uma sessdao aguda de exercicio fisico até exaustdo,
principalmente no que se refere & regulacdo do Ca®' por essa célula, além disso,
comparamos esses mesmos efeitos em animais hipertensos na fase compensada (16
semanas) e na fase descompensada (18 meses), pois na literatura ndo ha estudos que

avaliem a funcdo contratil e o transiente de calcio de animais hipertensos nessas fases.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar os efeitos de uma sessdo aguda de natacdo até exaustdo sobre as
propriedades mecénicas de cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo de ratos
normotensos, hipertensos na fase compensada (sem insuficiéncia cardiaca) e hipertensos

descompensados (com insuficientes cardiaca).

3.2 Objetivos especificos

e Analisar a creatina quinase e lactato desidrogenase;

e Avaliar o indice de atrofia ou hipertrofia, aléem da estrutura do musculo
esquelético dos animais dos diferentes grupos;

e Avaliar se ha diferencas no tempo de natacdo até a exaustdo entre animais
normotenso, hipertensos na fase compensada (sem insuficiéncia cardiaca) e
hipertensos na fase descompensada (com insuficiéncia cardiaca)

e Avaliar a funcdo contratil dos midcitos isolados do ventriculo esquerdo dos
diferentes grupos;

e Avaliar o transiente de calcio intracelular dos midcitos isolados do ventriculo

esquerdo dos diferentes grupos.



24
4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados ratos espontaneamente hipertensos (SHR), nesse modelo 0s
animais desenvolvem hipertensdo até dois meses de idade, sendo a sobrecarga de pressao
progressiva (OKAMOTO; AOKI, 1963). Adaptacdes compensatorias se estabilizam e sdo
mantidas entre 12 a 18 meses (fase compensada), quando ocorre a fase de transicdo para
a insuficiéncia cardiaca (18 a 24 meses, fase descompensada) e o desempenho miocardico
fica prejudicado (BELL etal., 2004a; BOLUYT; BING; LAKATTA, 1995; OKAMOTO;
AOKI, 1963).

Para o grupo controle foram utilizados animais Wistar provenientes do Centro de
Ciéncia Animal (CCA) da Universidade Federal de Ouro Preto, e os animais SHR foram
provenientes da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). Os animais foram
mantidos em gaiolas coletivas (4 animais por gaiola), onde recebiam agua e racao
comercial ad libitum sendo mantidos em ambiente com temperatura media de (25 +1 °
C) e ciclo claro — escuro (12 h-12 h), desde as 4 semanas de vida. Os animais Wistar, e
hipertensos foram mantidos nessas condicBes até atingirem 16 semanas de vida, ja 0s
animais insuficientes cardiacos foram mantidos até os 18 meses, no Centro de Ciéncia
Animal da UFOP.

Os animais foram aleatoriamente separados em 5 grupos, com 7 animais em cada
grupo, conforme a seguir:

- NC (grupo normotenso controle): ratos normotensos que ndo foram submetidos ao
protocolo de exaust&o;

- NE (grupo normotenso exaustdo): ratos normotensos que foram submetidos ao
protocolo de exaustéo;

- HC (hipertenso controle na fase compensada): ratos hipertensos que ndo foram
submetidos ao protocolo de exaustao;

- HE (hipertenso exaust@o na fase compensada): ratos hipertensos que foram submetidos
ao protocolo de exaustéo;

- IC (insuficiente cardiaco, fase descompensada): ratos SHR com 18 meses que foram
submetidos ao protocolo de exaustao;

Né&o foi possivel incluir o grupo controle na fase descompensada devido a perda

dos animais até atingirem a idade de 18 meses.
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O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica para Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Ouro Preto (parecer n° 10/2018) (Anexo 1). Todos o0s
procedimentos foram realizados de acordo com os Principios Eticos elaborados pelo

Colegio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

4.2 Protocolo de Natacéo

4.2.1 Aclimatagéo ao meio liquido

Todos os animais foram submetidos a aclimatagdo ao meio liquido em piscina,
durante trés dias consecutivos e em horarios alternados, por um periodo 10 minutos de

natacdo (temperatura da dgua 32 £ 1° C) sem sobrecarga.

4.2.2 Protocolo de exercicio agudo de natacao até exaustao

Previamente ao protocolo de natagdo os animais foram pesados para confeccéo
das cargas, correspondentes a 5% da massa corporal, a qual foi afixada na cauda dos
animais. Os animais foram alocados em uma piscina com agua mantida entre 32 + 1 ° C
e foram submetidos a natacdo por 3 h com 5% do peso corporal (carga de trabalho)
anexado a cauda (OLAH et al., 2015), a Figura 2. Imagem representativa da sess30 aguda
de exercicio representa o protocolo de exercicio agudo. Esse protocolo de natacdo, com
peso preso a cauda, foi escolhido pois estudo prévio sugere que seja um exercicio
exaustivo capaz de gerar lesdo cardiaca, além de estresse oxidativo em animais (NIE et
al., 2010).
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Figura 2. Imagem representativa da sessao aguda de exercicio

A partir do momento em que o animal, com uma sobrecarga de 5% do peso
corporal, foi colocado na agua, o crondmetro foi disparado e foram marcados 180
minutos. Nesse momento os animais foram retirados da agua e eutanasiados. Os animais
gue ndo conseguiram manter o tempo de 180 minutos, foram retirados da dgua quando
ndo conseguiam mais subir a superficie para respirar dentro de um periodo de 10
segundos, a contagem era iniciada quando os animais encontravam-se 10 cm abaixo da
superficie da dgua (CASIMIRO-LOPES et al., 2012)., ap6s serem retirados da agua 0s
animais eram posicionados em decubito dorsal, conforme demonstrado na Figura 3, caso
esses animais ndo retornassem para a posicao prona era considerado que o animal estava
em exaustdo (LIU et al., 2005). O nimero de imers6es no fundo da piscina ndo foi contado
porgue os ratos tém esse comportamento (CASIMIRO-LOPES et al., 2008).
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Figura 3. Imagem representativa do posicionamento do animal no final do protocolo.

4.3 Pressao arterial caudal e frequéncia cardiaca

A afericdo da frequéncia cardiaca (FC) e da pressao arterial (PA) de todos o0s
animais foi realizada quando os animais completaram 16 semanas para 0s grupos NC,

NE, HC, HE e IC para confirmacdo do estado hipertensivo por meio de método nao
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invasivo e sem utilizacdo de anestésico. O grupo IC passou por uma nova mensuracao
quando completou 18 meses de idade.
Por um periodo de sete dias antes da realizacdo das mensuracGes, todos os ratos foram
aclimatados as condigdes e aos aparatos utilizados para as medidas da FC e da PA. Os
registros foram realizados em um unico momento, em sala prépria para finalidade, onde
a temperatura e a luminosidade foram devidamente controladas e o ambiente calmo, sem
influéncia de agentes externos.

As medidas foram realizadas por método néo invasivo através de pletismografia
(INSIGHT) de cauda, conforme descrito previamente (ZACARIAS et al., 2017).
Os animais foram posicionados em um dispositivo de contencdo ventilados, conforme
demonstrado na Figura 4 e aquecidos a uma temperatura de 29-32° C por 10 minutos,
para que ocorresse a vasodilatacdo do animal. O manguito de pressao foi posicionado na
cauda, onde a sensibilidade de pulso é maior. O manguito foi acionado e inflado até ocluir
a passagem de sangue pela artéria da cauda e o sinal de pulso cessasse. Posteriormente o
manguito foi desinflado, e a PA foi determinada a partir do momento da recaptacdo do
sinal, foram realizadas de trés a cinco medidas da PA para cada animal, e calculada a
média dos valores. Foram considerados hipertensos e incluidos no experimento aqueles
que apresentaram PAS > 150 mmHg (OKAMOTO; AOKI, 1963).

Figura 4. Imagem representativa da mensuracéo da pressao arterial e frequéncia cardiaca dos animais.
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4.4 Peso Corporal

O peso corporal dos animais foi mensurado antes do inicio dos procedimentos
para confeccdo das sobrecargas. O peso do animal foi utilizado para calcular os indices
de hipertrofia ventricular, através da razdo do peso do ventriculo esquerdo pelo peso

corporal de cada animal.

4.5 Coleta e processamento de amostras

45.1 Eutanasia e decapitacéo

Ao final do protocolo de exercicio os animais dos grupos NE, HE e IC, foram
imediatamente eutanasiados por decapitacdo, sem a utilizacdo de anestesia prévia, com a
utilizacdo de guilhotina prépria para roedores (Insight EB 271), Ribeirdo Preto, SP-
Brasil), ja os animais dos grupos controles (NC e HC) foram colocados na agua por 5
minutos e posteriormente foram eutanasiados. Ap0s a eutanasia, o sangue foi coletado e
processado para congelamento, o coragdo, o rim direito, 0 masculo gastrocnémio foram

dissecados, pesados e armazenados, conforme cada analise.

4.5.2 Processamento das analises histologicas

Fragmentos do rim e do musculo gastrocnémio foram armazenados em uma
solucdo fixadora de Karnovysky por um periodo de 24 horas, posteriormente foram
desidratados em etanol e incluidos em metacrilato (Historesin, Leica Microsystems,
Nussloch, Germany). Utilizando um micr6tomo rotativo (RM 2255 Leica Biosystems,
Nussloch, Germany) secgdes histologicas de 3 um de espessura foram obtidas. Utilizou-
se uma a cada 10 sec¢des, com um intervalo minimo de 30 pm entre os cortes para evitar
analise de areas repetidas. Ao final do processo as laminas foram coradas com
hematoxilina e eosina (HE) ou Picrosirius Red para avaliar as principais alteracfes
estruturais.

As andlises quantitativas foram realizadas por meio de técnicas morfométricas
digitais, os testes foram realizados em uma lamina Unica de cortes de tecido de cada
animal. Cinco imagens aleatorias do tecido do rim e do musculo gastrocnémio foram

obtidas de cada animal no microscopio (Olympus BX-53, Tokyo, Japan), acoplado a
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camera digital (Olympus AX-70; Tokyo, Japan). Todas as imagens foram capturadas e
analisadas nos softwares de processamento e andlise de imagens Image-Pro-Plus
(IpWin32).

Foi utilizada a técnica de coloracdo de Picrosirius Red (Jungueira 1979) para
analise quantitativa das fibras de colageno (tipos I e 1ll), e a contagem das fibras em
microscopio oOptico de luz polarizada foi realizada através da analise de birrefringéncia
digital. Cinco imagens aleatorias do musculo gastrocnémio, de cada animal, foram
obtidas com lente objetiva de 20x (1 pixel = 0,456pum), no microscopio (Olympus BX-
53, Tokyo, Japan), acoplado a camera digital (Olympus AX-70; Tokyo, Japan). A luz
polarizada permitiu distinguir duas cores: a coloracdo verde, caracteristica das fibras de
colageno tipo Il e o espectro vermelho, indicando fibras de colageno denso tipo I. O

software Image-Pro-Plus foi usado para analisar as imagens

45.3 Isolamento dos Cardiomidcitos

O isolamento de cardiomidcitos foi realizado conforme descrito por NATALI et
al. (2002, 2015). A eutanasia dos animais foi realizada imediatamente apds a sessdo de
exercicio agudo, para 0s grupos exercicio, e 0s grupos controles apos serem retirados da
imersdo em agua, atraves do procedimento de decapitacdo e sem 0 uso de anestésico.

Apds a eutandsia, o coracdo foi removido através de toracotomia, e antes da
perfusdo das solucdes de isolamento 0 mesmo foi lavado em solugéo contendo 750 mM
de CaCl2, para retirar 0 excesso de sangue. O coracédo foi entdo seco e pesado antes de
ser montado em um aparelho de perfusdo Langendorff, no qual a aorta ascendente foi
fixada com um fio de sutura em uma agulha de aco inoxidavel modificada (canula), e
dessa forma o coragéo isolado foi colocado em um sistema de perfusdo (Langendorff
adaptado) e perfundido com a solugédo de isolamento, contendo 750 mM de CaCl2, em
um fluxo constante até que os vasos coronarios estivessem limpos.

Logo em seguida, a perfuséo foi alterada para uma solucéo sem célcio contendo
0,1 mM de &cido tetraetilenoglicol (EGTA), durante 4 a 6 minutos, para 0 rompimento
dos discos intercalares entre os midcitos e quelagdo de Ca?*. Para finalizar a perfuséo foi
alterada para uma solucdo contendo 1 mg.ml* de colagenase tipo Il (Worthington, EUA),

0,1 mg.mlI de protease (Sigma-Aldrich, EUA) por 10-15 minutos para digestao das fibras
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colagenas extracelulares. Todas as solugdes utilizadas no isolamento foram mantidas a
temperatura de 35-37°C e oxigenadas (O2 100% - White Martins, Brasil).

Ap0s a perfusédo, o coracdo digerido foi entdo removido da canula e o ventriculo
esquerdo foi separado do ventriculo direito e dos atrios, pesado em balanca de precisdo
(Gehaka — Brasil, modelo AG200) e cortado em pequenos pedacos. As amostras foram
colocadas em um balo contendo 5 ml de solucéo enzimatica (colagenase e protease). Os
frascos foram agitados por 5 min em banho maria a 37 °, sendo o tecido cardiaco
oxigenado (02 100% — White Martins, Brasil) durante todo o procedimento. A seguir, 0
conteido dos frascos foi filtrado e centrifugado (3000 rpm) por 30 segundos. O
sobrenadante foi removido e os cardiomidcitos foram suspendidos na solucéo de 750 uM
de CaCly, esse processo foi repetido trés vezes. Os cardiomidcitos foram armazenados em

placas de Petri na geladeira (5°C) e usadas dentro de 2-3 horas apds o isolamento.

4.5.3.1 Solugdes de isolamento

As solucgdes utilizadas para o isolamento dos cardiomiécitos foram feitas usando-
se uma solucédo basica com agua deionizada ultrapura (Milli-Q) e a seguinte composicéo
(em mM): NaCl (130) — 7,6 g/L; MgCl> (1,43) — 0,28 g/L; KCI (5,4) — 0,4 g/L; &cido
etanosulfanico — hidroxietil piperazina (HEPES) (5) — 0,062 g/L, taurina (20) — 2,38 g/L;
creatina (10) — 1,3 g/L; pH = 7,3; temperatura ambiente.

Solucgéo A:

Para se fazer a solugdo de isolamento contendo Ca?*, foram adicionados 375 uM de CaCl;
(1 M) em 500 ml de solugéo basica.

Solucgéo B:

Para a solucéo de isolamento livre de Ca?*, foram adicionados 250 pM de EGTA (100
mM) em 250 ml de solucéo basica.

Solucgéo C:

Para a solucéo enzimatica de isolamento, foram adicionados 20 mg de colagenase, 2 mg

de protease e 15 pL de CaClz (100 mM) em 20 ml de solugéo bésica.

4.5.3.2 Solucéo de perfusao tampao HEPES
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Durante as analises da contratilidade celular e transiente de [Ca2+]i, oS
cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo foram banhados com uma solugéo
fisiologica contendo (em mM): solucdo estoque: NaCl(113) — 65,99 g¢/l; HEPES (5) —
11,9 g/l; NaH2PO4 (1) — 1,42 g/l; MgSO4 (1) — 2,46 g/l; KCI (5) — 3,72 g/l; solucéo sopa:
Na acetato (20) — 16,4 g/100 ml; glicose (10) — 18,1 g/100 ml; insulina (5 u/l) — 0,5 g/100
ml. Para fazer um litro da solucdo de perfuséo tampao HEPES, foram adicionados 100 ml
da solucdo estoque, 10 ml da solucdo sopa e 1 ml de CaCl2 (1) em agua deionizada
ultrapura (Milli-Q). Esta solucdo foi equilibrada para um pH = 7,4 e mantida em

temperatura ambiente.

4.5.3.3 Mensuracao da Contratilidade Celular

A contratilidade celular foi medida como descrito anteriormente por LOCATELLI
et al. (2017), resumidamente as contracGes dos cardiomidcitos isolados do ventriculo
esquerdo foram medidas através da técnica de alteracdo do comprimento dos
cardiomidcitos usando-se o sistema de deteccdo de bordas (lonoptix, EUA) montado num
microscopio invertido (Nikon Eclipse — TS100, EUA) equipado com uma lente objetiva
de imersdo em Gleo (S Fluor, 40x, Nikon, EUA).Os cardiomidcitos isolados foram
acomodados em uma camara experimental giratéria com a base de vidro montada no
microscopio, e banhados pela solucdo de perfusdo tampdo HEPES em temperatura
ambiente (~ 25°C). Foram visualizados em um monitor através de uma camera (Myocam,
lonoptix, EUA) acoplada ao microscopio invertido, utilizando-se um programa de
deteccdo de imagens (lonwizard, lonoptix, EUA) com uma frequéncia de 240 Hz.

Os cardiomidcitos foram estimulados externamente a frequéncia de 1Hz, 3 Hz,
5Hz e 7 Hz com pulsos de tensdo de 5 ms de duragdo e uma intensidade de 20 V
utilizando-se um par de eletrodos de aco, acoplado nos dois lados internos da camara,
através de um estimulador elétrico (Myopacer, Field Stimulator, lonoptix, EUA). As
bordas dos cardiomiocitos foram identificadas com duas janelas (direita e esquerda) e
definidas através do ajuste do contraste (preto e branco) gerado pela qualidade da imagem
projetada dos cardiomidcitos. As contragcbes dos cardiomiocitos apos a estimulacdo
elétrica foram capturadas pelo sistema de deteccdo de bordas (lonwizard, lonoptix, EUA)
e armazenadas para analise posterior Figura 5. O encurtamento celular (expresso como

uma porcentagem de comprimento da célula em repouso), tempo até o pico da contracéo,
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tempo até 50% do relaxamento e a velocidade contracdo e relaxamento foram calculados.
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Figura 5. Imagem representativa do programa utilizado para registro das contragdes e aquisi¢éo
das imagens dos cardiomiocitos isolados. A definicdo das bordas direita e esquerda é projetada
através dos picos verde e vermelho, respectivamente (CARNEIRO-JUNIOR et al., 2013).

Os cardiomidcitos selecionados para analise estavam em boas condi¢Ges, com as
bordas (direita e esquerda) e as estriagdes sarcoméricas bem definidas, em repouso e
relaxados, sem apresentar contracdes involuntarias. Os registros foram realizados em
temperatura ambiente (~ 25°C), até quatro horas ap6s o isolamento dos cardiomidcitos.

A partir dos registros obtidos, foram analisadas a amplitude de contracéo (variagéo
do comprimento celular de repouso, %), tempo para o pico de contracdo (tempo para
atingir o pico de contracdo, milissegundos) e tempo para 50% do relaxamento (tempo
para 50% do relaxamento celular, milissegundos), além das velocidades de contracdo e

relaxamento. Os principais parametros avaliados estdo demonstrados na Figura 6.
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Figura 6. Tragado representativo de uma contragdo celular estimulada na frequéncia de 1 Hz, e
0s parametros avaliados (Adaptado do Manual lon Optix).

4.5.3.4 Medidas do transiente de [Ca2+]i:

As mensuraces do transiente de [Ca?*]i do VE foram realizadas conforme
descrito por Rodrigues et al. (2018), resumidademente, foi utilizado um microscépio
invertido (Nikon Eclipse — TS100, EUA) equipado com uma lente objetiva de imerséo
em O6leo (S Fluor, 40x, Nikon, EUA). Os midcitos foram incubados com o indicador
fluorescente de Ca?*, permedvel & membrana plasmatica, Fura-2 &cido
aminopolicarboxilico (Fura-2AM, ThermoFisher, Waltham, EUA).

Fura-2 AM (5 pM) foi preparado em uma solu¢do de estoque a base de
dimetilsulféxido — DMSO (50 ul de DMSO em 50pug de Fura-2 AM). Adicionou-se 10ul
dessa solugéo de Fura-2 AM/DMSO em 4 ml de meio celular contidos em tubo falcon
envolvido com folha fina de aluminio. A solucdo foi agitada em superficie plana por 10
min (velocidade + 120x/mim). Em seguida o tubo foi centrifugado (3.000 rpm), removeu-

se 0 sobrenadante e adicionou-se aproximadamente 4ml de EGTA. Apos esse
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procedimento, os cardiomiocitos foram levados para um refrigerador por 30 min (todo
procedimento foi realizado sem contato da luz com a solugéo).

Utilizou-se um sistema de excitagdo dupla que detecta a fluorescéncia excitada
por luz UV com 340 e 380nm (lonoptix - EUA). Foi colocada uma pequena quantidade
da solucdo em uma camara de superfusdo que recebeu solucdo tampédo. O midcito foi
posicionado dentro de uma janela (ajustavel) com bordas aparentes, e foram estimulados
eletricamente (Myopacer, Field Stimulator, lonoptix, EUA) por um par de eletrodos de
platina acoplado nos dois lados internos da camara, com um pulso supra-limiar de 0,2 ms
e 20V (voltage square pulse), na frequéncia de 1 Hz, 3 Hz, 5Hz e 7Hz para produzir
condigdes estacionarias. A emisséo de fluorescéncia foi detectada entre 340 e 380 nm,
por um tubo fotomultiplicador.

Somente foram utilizados cardiomidcitos que possuiam bordas e estrias regulares
definidas, relaxados em repouso, sem apresentar contracfes espontaneas. Os registros
foram feitos respeitando até quatros horas ap6s o isolamento dos cardiomidcitos e na
temperatura ambiente (~ 25 °C). Foram registradas as medidas de amplitude do transiente
de [Ca?'];, tempo para o pico do transiente de [Ca?']i e tempo para 50% do decaimento
de [Ca®"]i.

Os parametros avaliados s&o demonstrados na Figura 7 e Figura 8 .
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Figura 7. Tracado representativo dos parametros avaliados através do transiente de [Ca2+]i (Adaptado do
Manual lon Optix).

1.3T \‘ Decaimento do
o



36

1.00+
Tempo para o pico
__080F .
% ) Pico
= 060
— Amplitude do pico
8 040/
= [y Ll oy
020" Linha de base
000L . . . . - . :
0.0 0.5 1.0 1.5

Tempo (s)
Figura 8. Tracados representativos das imagens de fluorescéncia para o transiente de [Ca2+]i em
cardiomidcitos isolados de ratos (Adaptado do Manual lon Optix).

4.5.4 Mensuracao do comprimento e largura celular

Os cardiomidcitos isolados foram acomodados em uma camara experimental e
banhados pela solucdo de perfusdo em temperatura ambiente (~25°C). Através de uma
camera (MyoCam, lonoptix, Milton, MA, EUA) acoplada a um microscépio invertido
(Nikon Eclipse TS100, Melville, NY EUA) imagens das células foram capturadas,
posteriormente no monitor de um microcomputador, utilizando um programa de captacao
de imagens (M-Vision 5XX, lonoptix, Milton, MA, EUA), essas imagens foram
visualizadas horizontalmente, com aumento de 400x por meio de uma lente de imersdo
em Oleo (S Fluor, 40x, Nikon, Melville, NY EUA).O comprimento do midcito foi
determinado a partir da medicéo realizada na imagem da célula projetada no monitor,
desde a borda direita até a borda esquerda. A largura celular foi determinada medindo-
se a imagem gerada no monitor, desde a borda superior até a borda inferior (Figura 9).
Para medida do comprimento e da largura dos cardiomidcitos foi utilizada uma régua de
precisdo de 1 milimetro. Sendo que na calibracdo do sistema, cada centimetro

correspondia a 12 micrémetros. As células usadas para medi¢do estavam em boas
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condicdes, sem apresentar contracfes espontaneas, com as bordas e as estriagcdes
sarcoméricas definidas e relaxadas em repouso. Foram usadas 60 células por grupo, sendo
10 células de cada animal.

Figura 9. Representacdo das dimensdes medidas em imagem de um cardiomiocito ventricular
esquerdo de rato. As linhas indicam como foram obtidos o comprimento (amarelo) e largura
(vermelho).

4.5.5 Analises bioquimicas

Amostras de sangue foram colhidas e processadas no momento da eutanasia para
analise da creatina quinase (CK) e lactato desidrogenase (LDH) e posteriormente
armazenadas no -80° até o momento das analises. As amostras de CK e LDH foram
medidas em analisador automatico (CM200, Wiener, Argentina) no Laboratério Piloto de
Anélises Clinicas (LAPAC, UFOP) de acordo com instrucdes do fabricante dos kits da

marca Bioclin® (Quibasa Quimica Basica Ltda, Belo Horizonte, Brasil).

4.6 Analise estatistica

As anélises estatisticas foram realizadas através do software GraphPad Prism 8.0%
Previamente as andlises foram realizadas os testes de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov ou Shapiro-Wilk, conforme o nUmero da amostra. Para os dados que
apresentaram distribui¢do normal, realizou-se ANOVA de uma via, com o post-hoc de
Tukey para localizar a diferenca entre os grupos. Quando a distribuicdo foi considerada
ndo normal, realizou-se o teste de Kruskal-Wallis, com post-hoc de Dunn’s. Os resultados
foram expressos em média * desvio-padrdo da média. O nivel de significancia adotado
foi de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas gerais e cardiovasculares

Os resultados obtidos referentes a caracterizagdo dos grupos, peso corporal, peso
dos ventriculos, peso do ventriculo esquerdo, peso relativo do ventriculo esquerdo, estdo
apresentados na Tabela 1.

Os animais normotensos apresentaram uma massa corporal mais elevada do que
os animais HC, HE e IC, além disso o peso do coragdo e dos ventriculos do grupo IC foi
significativamente maior do que os demais grupos experimentais (p<0,00), o peso do
ventriculo esquerdo apresentou aumento no grupo IC quando comparado aos grupos HC
e HE (p £0,01), entretanto quando calculada relagdo do peso do ventriculo esquerdo com
a massa corporal os grupos HC, HE e IC apresentaram uma relacdo aumentada (p<0,00),
0 que caracteriza um quadro hipertréfico do ventriculo esquerdo nos animais hipertensos.
Jaarelacdo dos pesos dos ventriculos pelo peso corporal, os grupos HE e IC apresentaram
maior relacdo, sendo o grupo IC o com maior relagdo. O peso do rim direito foi
significativamente reduzido nos grupos hipertensos (HC e HE) quando comparado os
grupos normotensos (NC e NE), ja o grupo IC apresentou aumento significativo em
relacdo aos grupos hipertensos (HC e HE), entretanto quando calculada a relacdo da
massa do rim com o peso corporal os animais hipertensos e insuficientes foram os que

apresentaram maior relagéo.
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NC NE HC HE IC p

PC (9) 436,3+36,90 436,6+29,08 275,3+13,69* 259,6+17,84F 374,6%£36,71 0,00

Peso do coragdo (g) 1,414+0,11  1,470+0,18 1,260+0,07* 1,205+0,067*  2,469+0,29"** 0,00

PV(g) 1,30+0,09 1,33+0,16 1,17+0,13 1,21+0,07 2,105+0,57 #« 0,00

PVE (9) 0,837+0,07 0,848+0,11 0,765+0,133 0,776+0,102 1,035+0,23% 0,01

PV/PC 3,00+0,32 3,06+0,31 4,28+0,63 4,70+0,58** 5,80+1,85**¢ 0,00

PVE/PC (mg/g) 1,93+0,26 1,94+0,22 2,79+0,60™ 3,01+0,40™ 2,83+0,68** 0,00

Peso do rim direito  1,352+0,12  1,254+0,07 1,00+0,06** 0,99+0,15** 1,36+0,13% 0,00

(9)

Peso do rim/PC 3,0+0,21 2,87+0,19 3,64+0,20** 3,29+1, 577 3,66+0,39% 0,00

(mg/g)

Dados expressos em média + desvio padrdo de 6 a 7 animais por grupo experimental. NC, grupo
normotenso controle. NE, grupo normotenso exaustdo. HC, grupo hipertenso controle. HE, grupo
hipertenso exaustdo; IC, grupo insuficiente cardiaca exaustdo. PC, peso corporal. PV, peso do
ventriculo. PVE, peso do ventriculo esquerdo. *, significativamente diferente de NC; #,

significativamente diferente do NE; £, significativamente diferente de HC; a, significativamente
diferente de HE.

Os valores de frequéncia cardiaca e pressdo arterial dos animais dos grupos
experimentais estdo apresentados na Tabela 2. A FC, PAS e PAD foram
significativamente maiores nos grupos hipertensos (HC e HE) e no grupo IC em
comparacdo aos normotensos (P < 0,00). O que confirma o estado hipertensivo dos
animais SHR. N&o houve diferenga significativa quando comparados os grupos NC e NE,
além disso, ndo houve diferenca quando comparado os grupos HC e HE, o que demonstra

a homogeneidade entre 0s grupos.
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Tabela 2.Pressdo arterial sistolica (PAS), pressao arterial diastélica (PAD) e frequéncia cardiaca de

repouso (FCR) dos grupos experimentais.
NC NE HC HE IC p
FC (bpm) 373,4464,56  349,8+27,11  435,0+20,09%  457,9+39,46"*  380,5+21,54* 0,000

PAS 137,5+12,39  133,0+14,21  223,2+16,41**  253,7430,76%  257,9+21,74% 0,00

(mmHg)

PAD 84,67+18,25 88,08+15,28  200,1+14,63%  231,1+26,82 234,6+27,35"% 0,00
(mmHg)
Dados expressos em média + desvio padrdo de 6 a 7 animais por grupo experimental. NC, grupo normotenso
controle. NE, grupo normotenso exaustdo. HC, grupo hipertenso controle; HE, grupo hipertenso exaustéo; IC,
grupo insuficiente cardiaca exaustdo; FC, frequéncia cardiaca; PAS, pressdo arterial sistélica. PAD, pressao
arterial diastdlica. *, significativamente diferente de NC; #, significativamente diferente do NE; £,
significativamente diferente de HC; o, significativamente diferente de HE.

5.2 Dimens@es dos midcitos isolados do ventriculo esquerdo

As dimensdes dos cardiomidcitos do ventriculo esquerdo estdo apresentadas na
Figura 10. O comprimento dos cardiomiocitos dos grupos HE e IC foram
significativamente menores em relacdo aos grupos NC e NE. Além disso, observa-se que
a largura foi estatisticamente maior nos grupos HC, HE, IC, entretanto a razéo

comprimento largura seguiu 0 mesmo padrdo do comprimento.
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Figura 10. Dimens6es de cardiomidcitos do ventriculo esquerdo. Comprimento (A); Largura
(B); Razdo comprimento/largura (C). Dados expressos em média * desvio padrdo de 6 a 7
animais por grupo experimental. NC, grupo normotenso controle; NE, grupo normotenso
exaustdo; HC, grupo hipertenso controle; HE, grupo hipertenso exaustdo; IC, grupo
insuficiente cardiaca exaust&o.

*  significativamente diferente de NC; #, significativamente diferente do NE; £,
significativamente diferente de HC; o, significativamente diferente de HE.

5.3 Desempenho dos animais no protocolo de natacdo até exaustao

A Figura 11 mostra o tempo total até a exaustdo dos grupos normotensos,
hipertensos e insuficientes cardiacos quando submetidos ao protocolo de natagdo onde foi
observado que apenas 0s animais hipertensos conseguiram completar o protocolo
proposto (180 minutos). No grupo NE o ponto exaustdo coincidiu com o afogamento de
dois animais, o que € comum de acontecer em protocolos de natagio (OLAH et al., 2015).
Os animais normotensos conseguiram manter a natacdo por 13,98 * 3,41 minutos, ja 0s
animais insuficientes cardiacos mantiveram a natagcdo por apenas 4,83 +1,57 minutos.
Diante disso, foi realizado o teste estatistico apenas entre NE e IC, no qual podemos
observar que houve uma diferenca significativa (p<0,00), pois os animais IC
apresentaram uma reducdo no desempenho, enquanto os animais SHR na fase

compensada apresentaram um desempenho aumentado.
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Figura 11. Tempo total de natacdo até exaustdo para os grupos exaustdo. NE, normotenso
exaustdo; HE, hipertenso exaustdo; IC, insuficiente cardiaco exaustdo. Dados expressos em média
* desvio padrdo, n=7 animais por grupo experimental. a, significativamente diferente de HE.

5.4 Funcao contratil de midcitos isolados do ventriculo esquerdo

A Figura 12 apresenta os resultados de contratilidade dos miécitos isolados do
ventriculo esquerdo dos grupos experimentais.

A amplitude de contragdo dos grupos normotensos e hipertensos na estimulagéo
de 1Hz néo apresentou diferenca significativa quando realizado exercicio até a exaustao.
Foi observada diferenca significativa quando comparado o grupo HC, HE, IC com o
grupo NC e NE (NC: 4,50 + 2,41; NE: 3,44 + 2,13; HC: 6,71 + 3,88; HE: 7,14 + 3,61;
IC: 7,77 +4,25; p <0,00). O que mostra que independente do exercicio a amplitude do
pico de contracdo para os animais hipertensos e insuficientes cardiacos é aumentada
Figura 12A. Na estimulacdo de 3 Hz o grupo HC, HE e IC apresentaram aumento
significativo em relacdo ao grupo NE, o qual ap6s a sessao aguda de exercicio apresentou
uma queda na amplitude (NC: 4,84 £3,08; NE: 3,72 + 2,59; HC: 5,87 + 3,92; HE: 6,12 +
3,78; IC: 7,02+4,08; p <0,00) Figura 12B. Quando as células foram estimuladas a 5Hz
néo foi observada diferenca (NC: 4,18 +2,89; NE: 3,68 +2,76; HC: 4,59 £3,77; HE: 4,17
+3,07; IC: 5,61+3,92; p =0,32) Figura 12 C e por fim na estimulagdo de 7 Hz apenas o

grupo IC apresentou aumento significativo na amplitude de contracdo em relagdo ao NC
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e HE (NC: 1,36+1,13; NE: 1,95+1,37; HC: 2,55 +2,59; HE: 1,63 £1,46; IC: 5,22+4,42; p
<0,00) Figura 12 D.
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Figura 12. Amplitude de contracdo de midcitos isolados do ventriculo esquerdo nas
frequéncias de estimulacdo 1Hz (A), 3Hz (B),5Hz(C), 7Hz (D) (% de variacdo do
comprimento celular de repouso). Dados expressos em média + desvio padrdo de 70 a 90
células por grupo experimental. NC, grupo normotenso controle; NE, grupo normotenso
exaustdo; HC, grupo hipertenso controle; HE, grupo hipertenso exaustdo; IC, insuficiente
cardiaco exaustao.

*  significativamente diferente de NC; #, significativamente diferente do NE; £,
significativamente diferente de HC; a, significativamente diferente de HE.

Quando analisado o tempo para o pico de contracdo, sob a estimulagéo de 1Hz, o
grupo HC apresentou diferenca significativa quando comparado ao grupo NE, e o grupo
IC versus NC, HC e HE, onde os mesmos apresentaram reducéo no tempo para atingir o
pico de contragdo. Os demais grupos ndo apresentaram diferencas nos tempos de
contragdo, entretanto pode se observar que 0s grupos submetidos a sessdo aguda de
exercicio apresentaram tempos reduzidos para atingirem o pico quando comparados aos
seus respectivos controles (NC: 126,1 + 24,15 ms; NE: 115,9 + 20,82ms; HC: 136,6 +
40,63ms; HE: 126,6 + 28,01ms; 104,0+28,3; p<0,00) Figura 13 A. Considerando a

estimulacdo de 3 Hz os animais do grupo IC apresentaram reducdo significativa no tempo
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para atingir o pico quando comparados ao HE (NC: 109,2 + 18,44 ms; NE: 106,6
16,82ms; HC: 113,5 + 28,83 ms; HE: 108,8 £+ 21,29 ms; IC: 96,17+25,79; p<0,00) Figura
13B. Quando a estimulacdo dos cardiomidcitos foi ajustada para 5Hz o grupo HC
apresentou uma reducdo significativa em relacdo ao NC, o HE apresentou um aumento
significativo em relacdo ao HC e o IC apresentou uma reducdo significativa em relacédo
aos demais grupos (NC: 105,2 +16,10 ms; NE: 98,41+15,90 ms; HC: 90,41 £23,83 ms;
HE: 105,0 £19,34 ms; IC: 75,38+15,19; p<0,00) Figura 13C. Considerando a estimulacdo
de 7Hz os animais hipertensos e insuficientes cardiacos apresentaram um aumento no
tempo para atingir o pico independente da sessao aguda de exercicio (NC: 41,5 £7,43 ms;
NE: 41,41+7,52 ms; HC: 60,2 +17,53 ms; HE: 54,34+20,13 ms; IC: 62,74+8,38; p<0,00)
Figura 13 D.
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Figura 13. Tempo para o pico de contracdo (ms) de midcitos isolados do ventriculo esquerdo
nas frequéncias de estimulacdo 1Hz (A), 3Hz (B),5Hz(C), 7Hz (D). Dados expressos em média
+ desvio padrdo de 70 a 90 células por grupo experimental. NC, grupo normotenso controle;
NE, grupo normotenso exaustdo; HC, grupo hipertenso controle; HE, grupo hipertenso
exaustdo; IC, insuficiente cardiaco exaustéo.

*  significativamente diferente de NC; #, significativamente diferente do NE; &£,
significativamente diferente de HC; a, significativamente diferente de HE.
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O tempo para 50% do relaxamento, em um 1HZ, seguiu 0 mesmo padrao do tempo
para o pico de contracdo onde o grupo HC apresentou um aumento significativo, j& o
grupo IC apresentou uma reducdo (NC: 195,2 + 44,88ms; NE: 175,7 £+ 34,36; HC: 214,9
+ 70,34ms; HE: 192,8 + 45,91ms; IC: 175,5£70,15ms — p< 0,00), além disso, 0s grupos
NE e HE apresentaram reducdo no tempo para 50% do relaxamento em relacdo ao seus
grupos controles Figura 14 A . Com uma estimulacdo de 3Hz o tempo para 50% do
relaxamento do grupo IC apresentou uma reducdo significante em relagédo ao HC (NC:
167,0 £ 32,58ms; NE: 159,7 + 27,04; HC: 176,8 + 48,26 ms; HE: 165,6 + 35,97 ms; IC:
148,1+45,33 ms — p< 0,00). Apesar de ndo ter havido diferenca significativa uma sessao
de exercicio leva a reducéo do tempo para metade do relaxamento Figura 14 B.

Sob a estimulagéo de 5Hz o grupo HC apresentou redugéo em relacdo ao NC, o
grupo HE em relacdo ao HC apresentou aumento e o grupo IC apresentou reducdo em
relacdo a todos os grupos (NC: 146,4+16,92 ms; NE: 141,0 £18,22; HC: 132,2 +29,38
ms; HE: 147,7 £21,39 ms; IC: 115,0+24,33 ms — p< 0,00) Figura 14 C. J& na estimulagdo
de 7Hz o grupo HC apresentou um aumento no tempo para 50% do relaxamento em
relacdo aos grupos NC e NE, o grupo IC apresentou aumento em relacdo ao NC, NE e
HE (NC: 67,32+12,38 ms; NE: 65,88+10,27; HC: 84,72+20,59 ms; HE: 78,90 +21,79
ms; IC: 95,16+13,97 ms — p< 0,00) Figura 14 D.
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Figura 14. Tempo para 50% do relaxamento dos cardiomiécitos de midcitos isolados do
ventriculo esquerdo nas frequéncias de estimulagdo 1Hz (A), 3Hz (B),5Hz(C), 7Hz (D). Dados
expressos em média + desvio padrdo de 70 a 90 células por grupo experimental. NC, grupo
normotenso controle; NE, grupo normotenso exaustdo; HC, grupo hipertenso controle; HE,
grupo hipertenso exaustao; IC, insuficiente cardiaco exaustao.

*  significativamente diferente de NC; #, significativamente diferente do NE; £,

significativamente diferente de HC; a, significativamente diferente de HE.

A velocidade de contracdo, em 1Hz, apresentou um aumento do tempo no grupo
HC em relacdo ao NE, o HE foi aumentado em relacdo ao NC e NE e 0 IC em relacédo ao
NE, NE e HC (NC: 89,27+44,80ms; NE: 68,97+41,46 ms; HC: 122,1+73,07ms; HE:
129,94+64,97 ms; IC: 173,0£47,41 ms — p< 0,00) Figura 15 A. Com a estimulacao de 3Hz
0 grupos HC e HE apresentaram aumento na velocidade de contragdo e o grupo IC em
relacdo ao NC, NE e HC (NC:109,8+72,17; NE: 84,29+61,81; HC: 125,0+85,93; HE:
126,5+83,34; I1C: 168,3£53,46 ms — p< 0,00) Figura 15 B. Sob a estimulacdo de 5Hz
apenas o grupo IC apresentou velocidade mais lenta em relagdo ao NE e HE (NC:
121,6+71,21; NE: 97,05+66,54; HC:122,5+82,35; HE: 96,27+74,80; IC: 182,0+65,58
ms — p< 0,00) Figura 15 C, e por fim em 7Hz o0 mesmo padréo foi seguido pelo grupo IC
em relagéo aos grupos NC e HE (NC: 64,10+64,11; NE: 96,13+53,20; HC: 116,5£79,20;
HE: 73,22+72,11; IC: 214,4+90,82 ms — p< 0,00) Figura 15 D.
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Figura 15. Velocidade de contracdo (ms) nas frequéncias de estimulagdo 1Hz (A), 3Hz
(B),5Hz(C), 7Hz (D). Dados expressos em média + desvio padrdo de 70 a 90 células por grupo
experimental. NC, grupo normotenso controle; NE, grupo normotenso exaustdo; HC, grupo
hipertenso controle; HE, grupo hipertenso exaustdo; IC, insuficiente cardiaco exaustéo.

*  significativamente diferente de NC; #, significativamente diferente do NE; £,
significativamente diferente de HC; a, significativamente diferente de HE.

As velocidades de relaxamento do cardiomidcitos isolado seguiram padrdes
semelhante aos da velocidade de contragdo, onde sob a estimulacdo de em 1Hz,
apresentou um aumento do tempo no grupo HC em relacdo ao NE, o HE foi aumentado
em relacdo ao NC e NE e o IC em relacdo ao NC, NE e HC (NC: 75,26+53,07; NE:
57,74+41,02; HC: 103,9+74,93; HE: 128,7+85,50; IC: 154,2+48,30 ms — p< 0,00) 16 A.
Com a estimulacdo de 3Hz o grupos HC e HE apresentaram aumento na velocidade de
contragdo em relagdo ao NE e o grupo IC em relagdo ao NC, NE e HC (NC: 89,09+70,87;
NE: 68,92+56,47; HC: 104,4+80,67; HE: 113,4+79,29; IC: 149,2+49,16 ms — p< 0,00)
Figura 16 B. Sob a estimulacdo de 5Hz apenas o grupo 1C apresentou velocidade aumento
na velocidade versus o NC, HC e HE (NC: 101,7+75,53; NE: 83,37+68,43; HC:
95,84+80,11; HE: 83,48+78,74; IC 164,4+57,01 ms — p< 0,00) Figura 16 C, e por fimem

7Hz o0 mesmo padréo foi seguido pelo grupo IC em relagédo aos grupos NC, HC e HE
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(NC: 47,35+49,00; NE: 79,09+47,55: HC: 63,06459,82; HE: 43,11+46,27; IC:
199,2+95,29 ms — p< 0,00) Figura 16 D.

0
2504 ™
S ) -
= £ 250
£ 2001 S
g 200 g £ 2004
g « Rt} g *#,E
3 150 i % 150
o i T # z
% 100+ % 1004
o o
=] -
-g 50-._- g 50-._-
z =
o o
o O s O
> NC NE HC HE IC > NC NE HC HE IC
Frequéncia de estimulagdo 1 Hz Frequéncia de estimulagdo 3 Hz
C. D
g 250- n
£ g 2507 *£ o
g S
g 2007 #E,a £ 200
£ £
3 150 % 150
o o
$ 1004 2 100
< ) .
he]
8 504 & 504
S 8
o 0 o 0
> NC NE HC HE IC > NC NE HC HE IC
Frequéncia de estimulagéo 5 Hz Frequéncia de estimulagéo 7 Hz

Figura 16. Velocidade de relaxamento (ms) nas frequéncias de estimulagdo 1Hz (A), 3Hz
(B),5Hz(C), 7Hz (D). Dados expressos em média + desvio padrdo de 70 a 90 células por grupo
experimental. NC, grupo normotenso controle; NE, grupo normotenso exaustdo; HC, grupo
hipertenso controle; HE, grupo hipertenso exaustdo; IC, insuficiente cardiaco exaust&o.

*  significativamente diferente de NC; #, significativamente diferente do NE; £,
significativamente diferente de HC;0, significativamente diferente de HE.

5.5 Calcio intracelular e transiente de miocitos isolados do ventriculo esquerdos

Quando avaliado o transiente de calcio sob estimulacdo de 1Hz o grupo HC
apresentou amplitude do transiente elevado quando comparado ao grupo NC e NE. Ja o
grupo HE apresentou uma amplitude reduzida quando comparado o grupo HC e uma
amplitude elevada quando comparada ao grupo NC. Os grupos NC e NE néo
apresentaram diferenca significativa (NC: 0,16 £ 0,60; NE: 0,17 £ 0,08; HC: 0,37 = 0,16;
HE: 0,30 + 0,14 — p<0,00) Figura 17A. Nas frequéncias de estimulacdo de 3 e 5 Hz os
mesmos padrdes foram seguidos (NC: 0,14 + 0,062; NE: 0,15 + 0,07; HC: 0,34 + 0,15;
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HE: 0,25 + 0,13- p<0,00) Figura 17 B e (NC: 0,15+ 0,090; NE: 0,15+0,09; HC:
0,39+0,18; HE: 0,24+0,12— p<0,00) Figura 177 C. E por fim na frequéncia de estimulagéo
de 7 Hz o grupo HC apresentou aumento em relacdo ao NC e NE e j& o grupo HE
apresentou reducdo significativa em relacdo ao seu controle (NC: 0,11+0,06; NE:
0,14+0,09; HC: 0,25+0,11; 0,14+ 0,07- p<0,00) Figura 17 D.
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Figura 17. Amplitude do transiente de Ca?* nas frequéncias de estimulagdo 1Hz (A), 3Hz (B),5Hz(C),
7Hz (D). Dados expressos em média + desvio padrdo de 70 a 90 células por grupo experimental. NC,
grupo normotenso controle; NE, grupo normotenso exaustdo; HC, grupo hipertenso controle; HE, grupo
hipertenso exaustao.

*, significativamente diferente de NC; #, significativamente diferente do NE; £, significativamente
diferente de HC; o, significativamente diferente de HE.

O tempo para 0 pico do transiente de Ca?* quando os cardiomidcitos foram
estimulados a uma frequéncia de 1Hz foi reduzido nos grupos exercicios, entretanto
somente foi encontrada diferenca significativa quando comparado o grupo NC com NE
(NC: 69,86 + 9,28 ms; NE: 65,59 + 8,656ms; HC: 69,35 + 13,10ms; HE: 67,37 + 11,45ms
— p<0,004) Figura 18 A, sob a estimulacdo de 3 Hz o grupo HC e HE apresentaram
aumento estatistico em relacdo ao NE (NC: 57,7 £ 7,88ms; NE: 54,95 + 6,09ms; HC:
59,25 + 8,21ms; HE: 60,08 = 9,36ms — p<0,00) Figura 18 B. Com 5 Hz o grupo HC

apresentou um aumento no tempo para o pico em relacdo ao NC e NE (NC: 59,52+8,18
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ms; NE: 58,37+£6,94 ms; HC: 61,69+5,35ms; HE: 60,5+5,602 ms — p<0,00)Figura 18 C .
Sob a estimulagdo de 7 Hz o exercicio levou a uma reducdo no tempo para o pico,
entretanto essa diferenca ndo foi significativa, apenas foi significativo o aumento do
tempo entre o grupo HC e NE (NC: 55,23+6,68 ms; NE: 53,60+5,9 ms; HC: 56,53+5,66
ms; HE: 53,84+5,32 ms — p<0,00) Figura 18 D.
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Figura 18. Tempo para o pico do transiente de Ca 2+ nas frequéncias de estimulacdo 1Hz (A),
3Hz (B),5Hz(C), 7Hz (D). Dados expressos em média + desvio padrdo de 70 a 90 células por
grupo experimental. NC, grupo normotenso controle; NE, grupo normotenso exaustao; HC,
grupo hipertenso controle; HE, grupo hipertenso exaustao.

*  significativamente diferente de NC; #, significativamente diferente do NE; &£,
significativamente diferente de HC; a, significativamente diferente de HE.

Os tempos para 50% do decaimento do calcio foram reduzidos nos grupos
exaustdo e os mesmos apresentaram reducdo quando comparados aos seus controles. O
grupo HC apresentou diferenca quando comparado ao NC, NE e HE, o que pode ser
indicio que durante o exercicio a recaptagdo do calcio é aumentada (NC: 300,3 £ 51,06ms;
NE: 259,4+60,45ms ; HC: 197,3 + 31,81ms; HE: 187,2 + 23,39ms — p <0,001) Figura 19
A. Com 3 Hz de estimulacdo o grupo NE apresentou reducdo em relacéo a seu controle,

e 0 grupo HC apresentou reducgéo em relagdo ao NC e NE, sugerindo que a hipertenséo
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leva a uma recaptagdo mais rapida do Ca?*, além disso, o grupo HE apresentou reducéo
em relagdo ao NC (NC: 149,3 = 16,72 ms; NE: 139,8 + 14,98ms ; HC: 132,1 + 16,72 ms;
HE: 135,5 + 15,12 ms—p <0,00) Figura 19 B. Nas estimulag¢des de 5Hz (NC: 119,2+12,89
ms; NE: 114,8+10,99 ms ; HC: 115,3+£7,8 ms; HE: 118,0+10,05ms — p <0,06) Figura 19
Ce7Hz (NC:99,5+£7,8 ms; NE: 97,71+6,97 ms ; HC: 98,66+6,21 ms; HE: 96,92+6,34
ms — p <0,14) ndo foram encontradas diferencas Figura 19 D.
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Figura 19. Tempo para 50 % de decaimento do Ca 2+ nas frequéncias de estimulagdo 1Hz
(A), 3Hz (B),5Hz(C), 7Hz (D). Dados expressos em média * desvio padrdo de 70 a 90 células
por grupo experimental. NC, grupo normotenso controle; NE, grupo normotenso exaustao;
HC, grupo hipertenso controle; HE, grupo hipertenso exaust&o.

*  significativamente diferente de NC; #, significativamente diferente do NE; £,

significativamente diferente de HC; a, significativamente diferente de HE.

Em relagdo a velocidade de liberagdo do Ca?* no geral os grupos hipertensos
apresentaram aumento em relacdo aos seus controles. Sendo que na estimulacéo de 1 Hz
0s grupos HC e HE apresentaram um aumento nesse parametro em relagdo HC e HE (
NC: 4,48+1,39; NE: 4,66+2,18; HC: 9,84+3,84; HE: 7,82+2,89 - ms — p <0,00) Figura 20
A, na estimulacdo de 3 e 5 Hz 0 mesmo padréo foi seguido para 0s grupos hipertensos,

entretanto o grupo que realizou exercicio apresentou uma velocidade menor em relacédo
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ao seu controle (3 Hz: NC: 4,16+1,55; NE: 4,52+2,21; HC: 9,79+4,42; HE: 6,95+2,82 ms
— p <0,00) Figura 20 B; (5Hz: NC: 4,32+1,98; NE: 4,87+2,41: HC: 10,45£3,88; HE:
6,29+2,53 ms — p <0,00) Figura 20 C. Ja com 7Hz HC apresentou aumento da velocidade
em relacdo ao NC e NE, e quando os animais hipertensos (HE) foram submetidos ao
exercicio foi observada uma reducdo (NC: 3,66+1,95; NE: 4,14+2,08; HC: 7,09+2,44;
HE: 4,07£1,67 ms — p <0,00) Figura 20 D.
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Figura 20. Velocidade de liberacdo do Ca ?* nas frequéncias de estimulagédo. 1Hz (A), 3Hz
(B),5Hz (C), 7Hz (D). Dados expressos em média + desvio padrdo de 70 a 90 células por grupo
experimental. NC, grupo normotenso controle; NE, grupo normotenso exaustdo; HC, grupo
hipertenso controle; HE, grupo hipertenso exaustao.

*  significativamente diferente de NC; #, significativamente diferente do NE; £,
significativamente diferente de HC; a, significativamente diferente de HE.

Quando analisada a velocidade de recaptacdo do célcio podemos observar que o
padréo foi semelhante a velocidade de liberacdo nas frequéncias de estimulacdo de 1Hz (
NC: 0,79+0,33; NE: 0,87+0,49; HC: 2,28+1,21; HE: 1,81+0,78 ms — p <0,00) Figura 21
A; 3 Hz (NC: 1,18+0,54; NE: 1,36+0,75; HC: 3,37£1,74; HE: 2,25+1,02 ms — p <0,00)
Figura 21 B, 5 Hz (NC: 1,86+0,94; NE: 2,04+1,04; HC: 4,98+1,93; HE: 2,81+1,15 ms —
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p <0,00) Figura 21 C e para 7Hz (NC: 2,08+1,08; NE: 2,27+1,22; HC: 3,99+2,67; HE:
2,40£1,04 ms — p <0,00) Figura 21 D.
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Figura 21. Velocidade de recaptagdo do Ca ?* nas frequéncias de estimulacdo de 1Hz (A), 3Hz
(B),5Hz (C), 7Hz (D). Dados expressos em média * desvio padrdo de 70 a 90 células por grupo
experimental. NC, grupo normotenso controle; NE, grupo normotenso exaustdo; HC, grupo
hipertenso controle; HE, grupo hipertenso exaust&o.

*  significativamente diferente de NC; #, significativamente diferente do NE; £,
significativamente diferente de HC; a, significativamente diferente de HE.

5.6 Estrutura e morfologia do musculo esquelético

O peso corporal dos animais hipertensos foi menor, sendo assim para calcular o
indice de atrofia ou hipertrofia muscular a massa muscular foi normalizada pelo peso
corporal dos animais. Esses dados s&o apresentados na Tabela 3, onde podemos observar
que os animais hipertensos na fase compensada e descompensada apresentaram uma
reducéo significativa em sua massa muscular em relagdo ao controle normotenso, o que

pode indicar um quadro de atrofia da musculatura esquelética.
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Tabela 3. Relacdo do peso do musculo esquelético pelo peso corporal.

NC NE HC HE IC p
PMG/PC 5,93+0,50 5,74+0,77 4,78+0,45* 4,63+0,50*+ 4,73+0,33* 0,00
(mg/q)
PMS/PC 0,33+0,13  0,38+0,06 0,40+0,14 0,360,018 0,30+0,02 0,72
(mg/g)
PMELD/PC  0,42+0,06 0,41+0,13 0,41+0,04 0,400,012 0,43+0,02 0,30
(mg/q)

Dados expressos em média * desvio padrdo da média. NC, grupo normotenso controle; NE, grupo normotenso
exaustdo; HC, grupo hipertenso controle; HE, grupo hipertenso exaustéo; IC, insuficiente cardiaco exaustéo;
PC, peso corporal; PMG, peso do musculo gastrocnémio; PMS, peso do musculo séleo; PMELD, peso do
musculo extensor longo dos dedos; MG, musculo gastrocnémio; *, significativamente diferente de NC; #,
significativamente diferente do NE; £, significativamente diferente de HC; a, significativamente diferente de
HE.

Os animais hipertensos apresentaram alteracbes na estrutura das fibras
musculares, onde a area das fibras apresentou-se menor, ja os animais IC apresentaram
aumento na area em relacdo aos grupos HC e HE, conforme pode ser observado na Tabela
4 e Figura 22. Além disso, houve alteracdo nas proporcdes de tipos de colageno, onde 0s
animais hipertensos apresentaram aumento do colageno tipo | em relacdo aos animais
normotensos e o grupo IC apresentou reducdo significativa em relacdo aos grupos HC e
HE. Quando foi analisado o colageno total o mesmo padréo de resultados foi seguido e 0
colageno tipo Il ndo apresentou diferenca. O conteddo de coldgeno do mdasculo

esquelético pode ser observado nitidamente na Figura 23.

Tabela 4. Estrutura e morfologia do musculo gastrocnémio

NC NE HC HE IC p
Area 1700+£1034 1544+492,7  977,5+353*+# 1023+299,3*+ 1466+454£0. 0,00
Colageno 1,32+#0,20 1,58+0,14 2,7940,33*# 2,53+0,26%# 1,056+0,17£ac 0,00
total
Colageno 0,90+0,17  0,825+0,14  2,37+0,32%*+# 2,26+0,28*+ 0,38+0,44£0 0,00
tipo |
Colageno 0,28+0,046  0,34+0,05 0,317+0,039 0,314+0,04 0,327+0,07 0,50
tipo 111

Dados expressos em média + erro padrdo. NC, grupo normotenso controle; NE, grupo normotenso exaust&o;
HC, grupo hipertenso controle; HE, grupo hipertenso exaustdo; IC, insuficiente cardiaco exaustdo. *,
significativamente diferente de NC; #, significativamente diferente do NE; £, significativamente diferente de
HC,; a, significativamente diferente de HE.
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Figura 22. Fotomicrografia representativa do musculo gastrocnémio. NC, grupo
normotenso controle; NE, grupo normotenso exaustdo; HC, grupo hipertenso controle; HE,
grupo hipertenso exaustdo; IC, insuficiente cardiaco exaustéo.
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Figura 23. Fotomicrografias representativas do musculo gastrocnémio exibindo fibras de
colageno tipo I e I1l. NC, grupo normotenso controle; NE, grupo normotenso exaustao; HC,
grupo hipertenso controle; HE, grupo hipertenso exaustdo; IC, insuficiéncia cardiaca
exaust&o.

5.7 Morfometria dos glomérulos

Na Tabela 5 esta representada a morfometria do rim dos diferentes grupos. Séo
apresentados os valores referentes a &rea glomerular, a area da capsula em relagdo da area
do glomerulo. Em relacédo a area do glomeérulo e area da capsula o grupo IC apresentou
aumento significativo em relacdo aos demais grupos. Ja a relacdo entre a area da capsula

e a area do glomérulo o grupo NE apresentou uma reducéo, o grupo HC e HE apresentou
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aumento quando comparado ao NC e NE e o grupo IC apresentou reducdo em relagédo ao

HC e ao HE. A Figura 24. Fotomicrografia representativa do rim. mostra as imagens dos
corpusculos renais.

Tabela 5. Morfometria do rim dos diferentes grupos

NC NE HC HE IC
AG 1637+ 269,5 1697+395,1 1588+337,0 1507+286,8
AC 2340+546,3  2206+502,9 25724393,9+# 2519+628,9

p
23064384, 7*#a£ 0,00

3107+£517,5*#a£ 0,00

Relagdo 1,387+0,3227 1,277+0,2439*  1,633+0,3543*# 1,638+0,3905*# 1,360+0,1931a£ 0,00
AC/AG

AG, Area do glomérulo; AC, Area da capsula; Dados expressos em média = desvio padrdo. NC, grupo
normotenso controle; NE, grupo normotenso exaustdo; HC, grupo hipertenso controle; HE, grupo hipertenso
exaustdo; IC, insuficiente cardiaco exaustdo; AG, area do glomérulo; AC, area da capsula.

* significativamente diferente de NC; #, significativamente diferente do NE; £, significativamente diferente de
HC; a, significativamente diferente de HE.
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Figura 24. Fotomicrografia representativa do rim.
NC, grupo normotenso controle; NE, grupo normotenso exaustdo; HC, grupo hipertenso
controle; HE, grupo hipertenso exaustao; IC, insuficiente cardiaco exaustao.

5.8 Analises bioquimicas

Os dados bioquimicos estdo apresentados na Tabela 6 , entretanto apenas o grupo

IC apresentou aumento significativo em relacéo ao controle NC.



59

Tabela 6. Valores de creatina quinase (CK) e Lactato desidrogenase (LDH).

NC NE HC HE IC p
CK 19455419455 14736+5463  14454+5088  13795+1921 7268+2862* 0,00
LDH 1721+ 261,7  1850+1308 1697+585,9  1279+269,8 1657+1514 0,36

CK, creatina quinase; LDH, lactato desidrogenase; NC, grupo normotenso controle; NE, grupo normotenso
exaustdo; HC, grupo hipertenso controle; HE, grupo hipertenso exaustdo; IC, insuficiente cardiaco
exaustdo.

*, significativamente diferente de NC;
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6 DISCUSSAO

6.1 Caracteristicas gerais e cardiovasculares e morfologia dos miécitos isolados do
ventriculo esquerdo

Os animais SHR (HC, HE e IC) apresentaram menor peso corporal e maior peso
relativo dos ventriculos e do ventriculo esquerdo (p < 0,00) quando comparados aos
animais normotensos, o que indica hipertrofia ventricular provocada pela hipertenséo.
Como era previsto e ja foi demonstrado por demais estudos (CARNEIRO-JUNIOR et al.,
2014b; FILHO et al., 2008); os animais SHR apresentam um quadro hipertréfico do
ventriculo esquerdo, que comumente € encontrado na hipertenséo e insuficiéncia cardiaca
(CANIFFI et al., 2020b; COLLINS et al., 2013; LIU et al., 2018).

A hipertrofia ventricular € definida como aumento da massa do ventriculo e é um
dos mecanismos pelos quais o coracdo compensa estados de sobrecarga hemodinamica
cronica e é uma das complicacBes da hipertensdo arterial, podendo levar a arritmias e
infarto do miocardio (LOCATELLI etal., 2017; MALEK, 2013; QUIROGA et al., 2020).
A sobrecarga de pressdo imposta ao miocardio ativa uma cascata de sinalizacdo que esta
envolvida no mecanismo de hipertrofia, dentre elas podem ser identificadas BNP, MYH?7,
além de células inflamat6rias que sdo envolvidas também nesse processo, TLR-4, p-
NFkB, TNF-a, IL-6 (HUANG et al., 2020). Como resultado o ventriculo desses animais
vai apresenta aumento de sua massa, aumento da espessura de suas paredes, aumento do
peso relativo do VE e do tamanho das células do miocardio (CANIFFI et al., 2020b;
COLLINS et al., 2013; LIU et al., 2018), o que corrobora nossos achados de aumento da
massa dos ventriculos e aumentos do peso relativo dos ventriculos e do ventriculo
esquerdo (p < 0,00) quando comparados aos animais normotensos.

Animais SHR nas fases inicias da hipertensdo (16 a 28 semanas ja apresentam
hipertrofia, entretanto neste momento, a hipertrofia ainda € compensada e 0 miocardio
pode ainda ndo apresentar disfungdes na quantidade de sangue bombeada, essa fase
estabiliza entre 48 a 72 semanas, quando ocorre a transi¢do para IC (72 a 96 semanas), e
0 desempenho miocardico é prejudicado (BELL et al., 2004b; COLLINS et al., 2013;
VEGA et al., 2017) o que pode ser uma das explicacfes para o desempenho reduzido dos
animais I1C no estudo atual.

Devido a sobrecarga pressorica presente nos animais SHR, ocorre hipertrofia

conceéntrica patoldgica, caracterizada pela adicdo de sarcomeros em paralelo aumentando
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dessa forma a largura dos cardiomidcitos (BERNARDO et al., 2010; VEGA et al., 2017),
no presente estudo foi encontrado aumento da largura dos cardiomidcitos isolados nos
grupos hipertensos quando comparados aos normotensos, sendo que a largura foi ainda
maior nos animais do grupo IC, os quais ja se encontram na fase descompensada presente
a partir dos 18 meses de vida, levando assim a prejuizos no desempenho do miocardio
(BELL et al., 2004b; COLLINS et al., 2013); Além de ter sido encontrada aumento da
largura, a razdo entre comprimento e largura apresentou redugdo nos grupos hipertensos
e o comprimento foi reduzido, dessa forma podemos inferir que o miocardio apresenta
paredes espessas e pequenas cavidades conforme ja demonstrado por estudos prévios
(BELL etal., 2004b; BERNARDO et al., 2010; VEGA et al., 2017).

6.2 Desempenho dos animais no protocolo de natagédo até exaustéo

Um dos principais achados relacionados ao desempenho foi que os animais
hipertensos (grupo HE), conseguiram manter a natacdo por 3 horas e 0S animas
normotensos (grupo NE) apresentaram um desempenho reduzido em aproximadamente
92% em relacdo aos animais hipertensos na fase compensada e os animais SHR na fase
descompensada (grupo IC) tiveram uma reducdo de 97% em relacdo aos normotensos.
Corroborando nossos achados SILVA et al. (2017), também encontrou um desempenho
aumentado dos animais SHR em relacdo aos seus controles normotensos, entretanto o
exercicio foi realizado na esteira.

Mas nossos resultados vao contra ao encontrados por Olah et al. (2015) onde 0s
animais Wistar sem treinamento prévio conseguiram manter a natacdo por 3 horas, com
uma carga de 5% do peso corporal do animal, entretanto em estudo realizado por
Casimiro-Lopes et al. (2008), com animais Wistar em um protocolo de natacdo com 5%
do peso corporal conseguiram manter a natacdo por aproximadamente 250 segundos, e
estudo realizado posteriormente os animais mantiveram a natacdo por aproximadamente
300 segundos, a diferenca foi que neste ultimo eram ratas (CASIMIRO-LOPES et al.,
2008).Em nosso protocolo apenas os animais SHR na fase compensada conseguiram
manter a natacdo por 3 horas, esse desempenho aumentado pode ser explicado por
alteracdes encontradas em animais espontaneamente hipertensos.

Animais SHR possuem uma desregulacdo autonémica, onde é encontrada uma
reducdo do tonus vagal, além de uma hiperatividade simpatica que consequentemente

leva a uma hiperatividade adrenérgica, causando assim a elevagédo da presséo arterial na
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hipertensdo (FERREIRA MIRANDA et al., 2021; MANCIA; GRASSI, 2014).Essa
hiperatividade esté relacionada com aumento da liberagdo de adrenalina e norepinefrina,
assim ativando os adrenoceptores pds sinapticos al, a2 ou B (BERG et al., 2012;
FERREIRA MIRANDA etal., 2021; GUYENET, 2006). Os receptores B; estdo presentes
no coracdo e levam ao aumento da forca de contracdo e da frequéncia cardiaca, e nos
vasos sanguineos os receptores adrenérgicos P2 levam a vasodilatagio ¢ o a
vasoconstricdo (LANDS; LUDUENA; BUZZO, 1967; SILVERTHORN, 2017).

Sendo assim nossa hipotese € que como os animais SHR além de ja apresentarem,
nas fases iniciais da hipertensao, reducdo da atividade vagal e aumento da estimulacao
simpatica, quando sdo colocadas em situacGes estressoras, como ha natacdo levam ao
aumento da descarga simpatica pelo encéfalo, aumentando a frequéncia e forca de
contracgdo cardiaca , redirecionando o fluxo sanguineo para musculatura esquelética ativa,
além de levar a maior mobilizacdo da glicose para geracdo de energia para contracdo
muscular. Sendo assim esses animais podem estar recebendo mais subsidios para geracao
de energia, e como esses animais na fase compensada ainda ndo apresentam disfungéo
ventricular o miocardio responde a estimulacdo, o que pode ter levado ao aumento do
desempenho na natacdo desses animais. Diferente dos animais normotensos que ndo
apresentam disfuncéo autondmica.

Segundo Kolwicz et al. (2007)os receptores B adrenérgicos podem perder a
sensibilidade, nas fases finais da hipertensdo, ou seja, na fase descompensada, o que ndo
é encontrada na fase compensada, sendo assim, seguindo nossa hipotese os animais SHR
na fase descompensada (IC), podem apresentar uma disfuncdo autonémica ainda mais
prejudicada, além de nesse estagio o miocardio ja apresentar falhas e dessa forma nao
consegue manter um débito cardiaco normal para atender as demandas impostas, 0 que
pode ter levado a uma reducdo do desempenho no protocolo de natacdo. Essa falha pode
estar relacionada também a reducdo da sensibilidade dos receptores beta e consequente

piora do inotropismo, que sdo causadas pelo envelhecimento.

Além disso, ocorrem alteracGes no metabolismo do coracdo de ratos SHR, estudos
mostram que animais com 25 semanas possuem a homeostase energética prejudicada
causada por alteragdes nos niveis de fosfato de alta energia(SHIMAMOTO et al., 1982),
e a medida que esses animais envelhecem (16 — meses) apresentam resisténcia a insulina,
0 que vai comprometer o fornecimento de energia para o0 miocardio (PATERNOSTRO et

al.,, 1995) Esses resultados em animais podem ser confirmados pela pesquisa de
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BERTERO; MAACK (2018) que chegaram a conclusé@o que pacientes com insuficiéncia
cardiaca apresentam altera¢cGes no metabolismo de ATP, no déficit energético e estresse
oxidativo e que essas sejam as causas da disfungdo contratil com a progressdo da doenca,
além disso foi demonstrado que esses individuos apresentam intolerancia ao exercicio,
devido a fadiga causada pela miopatia relacionada a fase de insuficiéncia cardiaca
(BEREZIN; BEREZIN; LICHTENAUER, 2021).

6.3 Efeitos de uma sessdo aguda de natacdo até exaustdo no transiente de Ca?* e
contratilidade de animais normotensos

Quando analisado os animais NC e NE na frequéncia de estimulacdo de 1, 3,5 e
7 Hz ap6s uma sessao aguda de natacdo podemos observar que os parametros contrateis:
amplitude de contracdo, e 0s tempos para o0 pico e tempo para o relaxamento, além disso,
a diferenca da velocidade de contracdo e a velocidade de relaxamento também nao foram
significativas.

A amplitude do célcio intracelular também n&o apresentou diferenca, o que pode
ser uma explicacdo para a amplitude de contragdo ndo ter aumentado mesmo durante o
exercicio. Sob a estimulacdo de 1Hz o célcio chegou ao pico com um tempo reduzido, ao
que indica o exercicio leva a uma liberacdo mais rapida do célcio, bem como sua
recaptacdo, pois sob a estimulacdo de 1 e 3 Hz o célcio foi recaptado de forma mais rapida.
Podemos inferir que durante o exercicio a velocidade de manipulagéo do calcio pode estar
aumentada, devido a maior atividade das proteinas gerenciadoras do calcio, estudos
mostram gue o0 aumento da atividade de SERCA2 leva ao aumento da taxa de recaptacao
do Ca?*, o que pode explicar o seu decaimento com tempo reduzido (BERS, 2014).

Ljones et al. (2017) também néo encontrou diferenca no tempo para o relaxamento
dos cardiomiocitos do ventriculo esquerdo apos exercicio até exaustdo, entretanto foi
encontrada reducdo na amplitude do Ca%*, o que contrapde nossos achados onde os
animais exercitados ndo apresentaram diferenca em relagdo aos seus controles. Ainda
segundo Ljones et al. (2017), a amplitude e duracdo do transiente de Ca?*, s&o
mecanismos que podem interferir diretamente na for¢a de contragédo do coracao, mas vale
ressaltar que a forca de contragdo também esta atrelada a pré carga e pos carga € como
esses parametros nao foram avaliados isso ndo pode ser afirmado.

Olah et al. (2015) realizou um protocolo de natacdo forcada e encontrou prejuizo

na funcdo contréatil quando avaliada através de um cateter de condutancia inserido no
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ventriculo esquerdo, o que também difere do presente estudo onde nao foram encontradas
alteracOes contrateis quando analisados cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo,
essas diferengas podem ter ocorrido devido ao tempo reduzido de natacdo dos nossos
animais em comparacéo com os do estudo de Olah et al. (2015), além disso, esses autores
ndo descreveram detalhes de como esses animais foram mantidos nadando por 3 horas,
visto que outros estudos com animais normotensos a nata¢ao foi mantida por menos de 5
minutos (CASIMIRO-LOPES et al., 2008, 2012).

Em estudo realizado por Rodrigues et al. (2018) no qual os animais foram
submetidos ao treinamento aerdébio por 8 semanas foi encontrada uma reducéo no tempo
de 50% do relaxamento e aumento no tempo para o pico de contracdo, 0 que contrapde
nossos resultados, nos quais ndo encontramos diferencas significativas nos parametros de
contratilidade, entretanto vale ressaltar que no presente estudo foi realizado apenas uma
sessdo de natacdo até exaustdo. Ainda contrapondo nossos achados onde encontramos
uma reducdo no tempo para o pico e no tempo para 50% do decaimento do Ca?", o
programa de treinamento utilizado por Rodrigues et al. (2018) aumentou o tempo de
decaimento do Ca?".

Dessa forma podemos inferir que os dados relacionados a contratilidade e
transiente de célcio precisam ser melhor explorados até mesmo no exercicio cronico, pois
os dados encontrados na literatura ainda séo controversos, os protocolos sdo variados e
as andlises de outros parametros que poderiam explicar essas variacdes muitas vezes ndo

sdo analisadas.

6.4 Diferencgas entre animais Wistar e SHR quando analisado o transiente de Ca2+
e contratilidade

Os cardiomiocitos de animais hipertensos quando estimulados na frequéncia de 1,
3, 5 e 7 Hz apresentaram aumento da amplitude do transiente de Ca?*, entretanto a
amplitude de contracéo apesar de ter sido aumentada em todas as frequéncias apenas sob
a estimulacéo de 1Hz foi significativa. O aumento da amplitude de calcio sem o0 aumento
da amplitude de contracdo observado em 3, 5, 7 Hz, podem ser explicados pela menor
sensibilidade dos miofilamentos de calcio, dessa forma a tropomiosina néo ¢é deslocada
para formagcéo das pontes cruzadas (RAIN et al., 2013). Ja aumento na amplitude de Ca?

pode explicar 0 aumento da amplitude de contracdo dos cardiomiocitos estimulados a
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1Hz, pois as concentragdes elevadas de calcio favorecem a formacao de maior nimero de
pontes cruzadas e consequentemente aumentam a forca contratil (SILVERTHORN,
2017).  Estudos prévios (BROOKSBY; LEVI; JONES, 1992; MCCROSSAN;
BILLETER; WHITE, 2004; ROMAN-CAMPOS et al., 2012) corroboram com o estudo
atual onde encontraram amplitude de contracdo aumentadas nos animais SHR, alem disso
esses autores também encontraram aumento no tempo para o pico do transiente de Ca2+
igualmente encontramos na estimulacdo de 5Hz, esse tempo aumentado para atingir o
pico pode estar relacionado a atividade dos receptores de rianodina (RyR2) , e apesar
desse tempo ter sido mais lento (61,69+3,5ms) para os animais hipertensos o tempo para
0 pico de contracdo foi reduzido para esse mesmo grupo (90,41+23,83ms), apesar disso
em 7Hz o tempo para atingir o pico de contra¢do apresentou aumento, ou seja, o calcio
foi liberado de forma mais lenta para o sarcoplasma, através dos RyR2, apesar disso, 0
tempo para o pico ndo teve alteragcdo em 7Hz.

O tempo para o decaimento do Ca?* foi mais rapido no grupo hipertenso (1 e 3Hz)
0 que pode ser devido a uma recaptacdo mais rapida do calcio em animais hipertensos. E
ndo atrelados a isso o tempo para 50% do relaxamento também foi mais rapido com 5Hz
e mais longo em 7Hz. Esse prolongamento pode ser relacionado a menor expressdo e
atividade de SERCAZ2 que é fosforilada pela fosfolambam (BERS, 2002, 2014). Apesar
dessas proteinas ndo terem sido avaliadas essas alteracdes ja foram demonstradas em
animais SHR. Além disso, as velocidades de liberac3o e velocidade de recaptacéo do Ca?*
foram mais rapidas em animais SHR, os achados de Carneiro Junior et al. (2013) em 1Hz
sdo semelhantes aos nossos em 5Hz quando consideramos o tempo aumentado para
atingir o pico de Ca?*, entretanto contrapde quando analisamos o tempo de recaptagdo do
Ca2" que em 1 e 3Hz em nosso estudo foi reduzido.

Contrapondo com nossos achados o tempo para o pico do transiente de Ca®* e a
amplitude ndo apresentaram diferenca (1Hz) e corroborando nossos achados a fase de
decaimento do célcio apareceu mais lenta nos SHR (KRZESIAK et al., 2019). Além
disso, quando avaliados os parametros de contratilidade (amplitude de contracéo,
velocidade maxima de encurtamento e velocidade méaxima de relaxamento) ndo foram
encontradas diferencgas significativas (KRZESIAK et al., 2019), esse resultado difere
nossos achados, pois encontramos um aumento na amplitude de contracdo dos animais
SHR controles (1Hz). Além de velocidade de liberacéo e recaptacdo do calcio mais rapida
(1,3, 5 e 7Hz).
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Entretanto Locatelli et al. (2017) encontrou resultados similares ao do presente
estudo quando analisada a amplitude de contracdo e o tempo para o pico de contragéo,
segundo estudos prévios isso é o observado em SHR na fase inicial compensada
(ROMAN-CAMPOS et al., 2012) e a causa seria as disfun¢des induzidas por hipertensao
nas proteinas reguladoras do célcio (RyR2; SERCAZ2a; PLB) no miocardio (CARNEIRO-
JUNIOR et al., 2013, 2014a).

Estudos anteriores mostraram que a hipertensdo e a IC promovem disfungdes
graves que podem afetar as unidades reguladoras do célcio, incluindo os receptores de
rianodina (RyR2), perda da interacdo RyR2-FLB, além de faiscas de Ca2+ dissincronas
(LEHNART et al., 2004) o que prejudicara o processo contratil. Fowler et al. (2005)
encontraram em seu estudo que o processo de hipertrofia compensada em animais SHR
altera a mudanca na ciclagem de Ca2 + e isso é devido a uma diminuicdo na atividade de
NCX nas células subepicéardicas, aumentando assim o conteudo de Ca2 + do reticulo
sarcoplasmaético, e dessa forma a forca de contracdo € mantida, 0 que vence a pos-carga
aumentada. Outros estudos além de encontrarem reducdo na atividade se NCX
demonstraram também reducdo na atividade de SERCAZ2, o que reflete nos tempos de
contracio e relaxamento dos cardiomidcitos (CARNEIRO-JUNIOR et al., 2013;
ROMAN-CAMPOS et al., 2012), além disso, foi encontrada também a reducdo da
expressdo génica dos RyR2 e aumento da frequéncia das faiscas de Ca2+, apesar de sua
amplitude apresentar reducdo (CARNEIRO-JUNIOR et al., 2014a) Entretanto 0s
mecanismos que levam as mudangas transitorias na ciclagem de Ca2+ nédo sédo totalmente
compreendidas, pois ja foi relatado aumento da expressao de SERCA2a no citoplasma e
nos nucleos de animais SHR, além de uma propagacao intracelular acelerada em SHR,
foi encontrado também aumento da carga de Ca2+ no reticulo e em estoques
perinucleares, mas a liberacdo fracionada desse Ca2+ n3o foi alterada (PLACKIC et al.,
2016). Além disso, em estudo realizado por Silva-Cutini et al. (2019) foi encontrado
aumento significativo da proteina SERCA 2a, da proteina PLB total e a fracdo PLB
fosforilada (p-PLB), aumento da escala na razdo PLB / PLB total fosforilada quando
comparado os animais SHR versus WKY.

Acreditamos que essas contraposi¢des sejam devido a progressdo do estado
hipertensivo nesses animais, apesar de serem animais de mesma idade, os fatores

ambientais podem influenciar no desenvolvimento da hipertenséo.



67

6.5 A natacao até exaustao promove efeitos sobre a fungdo cardiaca de animais
SHR

Quando os animais (SHR) foram submetidos a sessdo aguda de natagdo até
exaustdo houve uma reducdo na amplitude do transiente de Ca?" entretanto essa reducéo
na amplitude ndo interferiu na amplitude de contracdo, que ndo sofreu alteracdes em
nenhuma das frequéncias de estimulagdo (1, 3, 5 e 7 Hz). Apesar do tempo para atingir o
pico de contracdo ter apresentado aumento (5Hz), o tempo para o pico do calcio ndo
apresentou aumento mesmo quando esses animais foram submetidos ao exercicio. O
tempo para o relaxamento foi aumentado no grupo exercitado (5Hz), apesar de o tempo
de decaimento do Ca?* ter sido reduzido apenas em 1Hz. Além disso as velocidades de
liberacdo e recaptacdo do célcio foram aumentados (3, 5 e 7Hz).

Dessa forma podemos inferir que os animais hipertensos submetidos ao exercicio
exaustivo, apesar de ndo terem apresentado diferencas na amplitude de contragéo, o que
pode ter contribuido para um tempo de natacdo prolongado, apresentaram reducgdo da
amplitude, além de rapidez na liberacdo e recaptacdo do célcio, esses efeitos podem ser
devido a condicdo exaustiva que esses animais foram submetidos.

Apesar dessas disfuncbes observadas na liberacdo, recaptacdo e amplitude do
calcio, a contracdo do miocardio ndo apresentou diferenca, isso pode ser explicado pelo
fato da contracdo do miocardio ndo esta atrelada apenas ao calcio, mas também a pré
carga, que apesar de ndo ter sido mensurada € aumentada durante o exercicio.

Estudos com animais SHR realizando apenas uma sessdo de exercicio Sao
limitados, diante disso, realizamos algumas compara¢des com o treinamento.

Rodrigues et al. (2018)e Krzesick et al. (2019) realizaram um treinamento com
animais SHR e ndo encontraram diferencas na amplitude de contracdo, esses dados
corroboram com nossos achados onde néo foram encontradas diferengas, na amplitude de
contragéo.

Quando avaliado o transiente Rodrigues et al. (2018) encontrou um aumento da
amplitude do transiente e Krzesick et al. (2019) ndo encontrou diferenca, ambos os
resultados contrapde o estudo atual, onde foi encontrada reducdo, mostrando que uma
Unica sessdo de exercicio exaustivo pode prejudicar a manipulacdo do célcio, visto que
além da amplitude esta reduzida, também encontramos aumento na velocidade de

liberacdo e recaptacao do célcio.



68

6.6 Existe diferencas entre a funcéo cardiaca de animais Wistar e SHR submetidos
a uma sessao aguda de natacdo até exaustdo (HE x NE x IC)

Os animais Wistar apresentaram um tempo de natagéo inferior aos animais SHR
(14 minutos £ 3 minutos e 41 segundos), 0s quais conseguiram completar o protocolo de
180 minutos, conforme proposto. Esses achados contrapdem os achados no estudo de
Olah et al. (2015), onde animais Wistar nadaram por 180 minutos com uma carga de 5%
do peso corporal. Como eles ndo completaram o protocolo esses animais deveriam ser
excluidos, entretanto todos os animais do grupo Wistar apresentaram tempo de natacéo
similares, diante disso, temos que realizar mais analises para definirmos o que foi alterado
intracelular e assim conseguirmos explicar essa diferenca. J& os animais IC apresentaram
um pior desempenho (4,833 +1,578 minutos) no protocolo proposto que pode ser
explicado pelas disfun¢des encontradas em estagios avancados da hipertensdo, no qual os
animais ja sao insuficientes cardiacos.

Quando analisamos os trés grupos que realizaram exercicio, NE, HE e IC,
encontramos que a amplitude de contracgdo foi aumentada nos grupos hipertensos na fase
compensada (HE) e hipertensos na fase descompensada (IC) na estimulacdo de 1Hz, isso
pode ser explicado pelo aumento da amplitude do transiente de Ca?* encontrada no grupo
HE, infelizmente ndo foi possivel mensurar os dados de transiente para o grupo IC, pois
quando os cardiomidcitos eram marcados com o FURA, as células morreram, o que
impossibilitou as analises. Ainda sobre a amplitude de contragdo o grupo IC manteve o
aumento (3hz) em relacdo ao NE e por fim na estimulacdo de 7hz o grupo IC apresentou
aumento em relacdo ao HE. Quanto a amplitude do transiente o grupo HE apresentou

aumento em relacdo ao NE (1, 3 e 5Hz).

Em relacdo ao tempo para o pico do célcio o grupo HE apresentou aumento em
relacdo ao NE (3Hz), ou seja, 0 animal hipertenso quando submetido ao exercicio agudo
exaustivo apresenta uma lentid&o na liberagédo do célcio. Além disso, o tempo para o pico
de contracdo do grupo IC foi reduzido em relagdo ao HE (1 e 5Hz), e ao NE (5Hz). E por
fim em 7Hz o grupo HE apresentou aumento. O tempo para metade do relaxamento no
grupo IC apresentou reducdo em relacdo ao NE e HE (5Hz), entretanto foi encontrado um
aumento em 7hz. Esse aumento encontrado na estimulacéo de 7Hz pode ser devido a essa
estimulagdo ser semelhante ao animal estar sendo submetido ao exercicio. J& o tempo

para o decaimento de 50% do calcio foi reduzido no grupo HE em relagdo ao NE em 1Hz.
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E por fim os animais hipertensos (HC e HE) apresentaram aumento significativo
nas velocidades de contragéo e relaxamento em 1 e 3Hz e quando esses animais (HE)
foram submetidos ao exercicio exaustivo essas velocidades foram ainda mais répidas, e
de forma significativa, os animais IC seguiram o mesmo padrédo (1, 3, 5 Hz). E sob a
estimulacdo de 5 Hz suas velocidades de contracdo e relaxamento foram ainda bem
maiores em relacdo aos normotensos e hipertensos na fase compensada. Ou seja, 0s
cardiomidcitos levaram um tempo maior para contrair e relaxar, 0 que pode estar
relacionado com uma disfuncdo contratil causada pelo exercicio exaustivo e que esta
relacionada com a fase da hipertensdo, pois todo o processo foi mais lento no animal
velho.

Estudos mostram que animais SHR apresentam atividade simpatica aumentada no
coracdo e nos vasos sanguineos (BING et al., 2002; GRASSI; SERAVALLE; QUARTI-
TREVANO, 2010; TRIPPODO; FROHLICH, 1981; ZHANG-JAMES; MIDDLETON;
FARAONE, 2013), apesar de ndo termos mensurado a atividade simpatica, esses animais
possuem um aumento na frequéncia de estimulacdo no nodo sinoatrial e aumento da forcga
de contracdo através da estimulagdo de receptores adrenérgicos B2 e redistribuicdo do
fluxo sanguineo nas arteriolas e veias através da ativagdo dos receptores adrenérgicos a e
B2 (SILVERTHORN, 2017; TRIPPODO; FROHLICH, 1981) Além disso, sabe-se que
durante atividade fisica realizada de forma aguda ocorrem ajustes fisiol6gicos no débito
cardiaco, na ventilacdo e vasodilatacdo no musculo esquelético (HEINONEN et al.,
2014). O débito cardiaco aumenta, devido ao volume de ejecdo e frequéncia cardiaca
aumentarem (WEINER; BAGGISH, 2012), até que ocorra estabilizacdo e o débito
cardiaco seja mantido, a frequéncia cardiaca aumenta e a vasodilatacdo leva a uma queda
no volume sistolico, ocorre aumento do fluxo sanguineo para pele, e reducdo do tempo
de enchimento ventricular (ROWELL et al., 1969; ROWLAND, 2012). Essas mudancas
na funcdo vascular combinadas com aumento da fungdo cardiaca aumentam o fluxo
sanguineo para o musculo esquelético e redistribuem o debito cardiaco (PLOWMAN;
SMITH, 2013). Tais alteracdes que ocorrem durante o exercicio podem explicar o
aumento do desempenho dos animais SHR, além da manipulacdo das proteinas
gerenciadoras do Ca®*, entretanto mais analises precisam ser realizadas para
conseguirmos explicar tais mecanismos. Além disso, estudos mostram que exercicios
extremos podem aumentar transitoriamente o risco para desenvolvimento de doencas

cardiovasculares agudas, dentre eles morte subita, reducdo aguda da funcdo cardiaca,
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desencadear arritmias, causar fibrilacdo atrial, e esses eventos levam ao remodelamento
patologico da vasculatura e coracdo (EIJSVOGELS; FERNANDEZ; THOMPSON,
2016).

6.7 O musculo esquelético de animais normotensos e hipertensos apresenta
alteracdo na concentracéo de colageno

Quando analisamos o indice de atrofia ou hipertrofia encontramos que o masculo
gastrocnémio dos animais hipertensos na fase compensada e (HC e HE) e descompensada
(IC) apresentaram atrofia em relag&o aos animais normotensos. Essa reducgdo pode estar
associada a patologia da hipertensdo, que além de levar a prejuizos dos cardiomidcitos
compromete também o metabolismo e funcdo da musculatura esquelética (LIANTONIO
et al., 2014; PRAVENEC et al., 2014). Liantonio et al. (2014) encontrou atrofia do
musculo s6leo de animais SHR, o que contraria nossos achados que apesar dos animais
hipertensos na fase descompensada (IC) terem apresentado uma reducdo a mesma néo foi
significativa, também podemos observar que o grupo HE apresentou uma reducdo na
relacdo do peso do musculo/peso corporal, o que poderia estar relacionado com a
utilizacdo dos estoques de glicogénio armazenados no musculo para manutencdo do
exercicio (KAWAMURA; MURAOKA, 2018), visto que animais SHR possuem
alteragBes metabolicas que favorecem o consumo de glicose (SILHAVY et al., 2020).
Quando analisado o musculo extensor longo dos dedos 0 mesmo apresentou um aumento
que também ndo foi significativo, mas que foi similar ao encontrado no estudo de
(LIANTONIO et al., 2014).

Ja 0 musculo gastrocnémio dos animais hipertensos além de ter apresentado
atrofia, analisando o peso do musculo em relacdo ao peso corporal, esses animais
apresentaram em corte transversal uma reducdo da area da fibra muscular que foi
significativa. O que pode ser causado por capilarizardo prejudicada e a resisténcia a
insulina (HERNANDEZ et al., 2008; SILHAVY et al., 2020) e desregulacio na
homeostase do célcio, em animais SHR, que pode levar a miopatia conforme demonstrado
em estudos prévios (HERNANDEZ et al., 2008; LIANTONIO et al., 2014).

No musculo esquelético de animais SHR a sinalizac&o para apoptose e marcadores
de estresse celular estdo aumentados (MCMILLAN et al., 2012). Bloemberg et al. (2014)
avaliou os musculos gastrocnémio, séleo e plantar e foi encontrado aumento de fatores

relacionados a autofagia no masculo gastrocnémio e plantar de animais SHR,
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principalmente em fibras rapidas. Entretanto no musculo séleo foi demonstrado auséncia
de fatores relacionados a autofagia, 0 que pode ser uma explicacdo para auséncia de
atrofia no musculo s6leo apresentada em nosso trabalho.

Quando avaliada a quantidade de colageno total e colageno tipo | tambem foi

encontrado aumento nos grupos hipertensos na fase compensada quando comparado aos
normotensos, sendo que o coldgeno tipo | apresentou um aumento de aproximadamente
63% nos grupos HC e HE em relagdo aos seus controles NC e NE.
Em estudo realizado por Hernandez et al. (2008)também foi encontrado aumento de
colageno, entretanto o tipo ndo foi especificado, mostrando assim a presenca de fibrose
no musculo esquelético de animais SHR, além disso foi encontrado aumento de vacuolos
autofagicos, presenca de macrdfagos e contornos irregulares, o que € indicio de atrofia.
Segundo Hernandez et al. (2008) esse processo sugere que ocorreu um dano crénico que
ndo foi reparado com sucesso, sendo assim considerado um tipo de miopatia leve.
Stilhano (2017), ainda confirma que a hipertensdo contribui para fibrose através da
sinalizacdo pela Angiotensina Il no masculo esquelético e cardiaco, além disso parece
existir um papel do fator estimulante da colénia granulocito-macréfago (GM-CSF) na
fibrose do musculo esquelético, entretanto esse tema ainda € pouco explorado na
literatura.

Curiosamente o grupo hipertenso velho (IC) apresentou uma reducéo de 83% do
colageno tipo | em relacdo aos hipertensos na fase compensada (HC e HE), mais estudos

sdo necessarios acompanhando as fases de evolucgéo da hipertenséo.

6.8 Alteracgdes na morfologia do rim

A hipertensdo é uma das causas de doencas renais (CARVALHO et al., 2020; SUSIC;
FROHLICH, 2011), segundo Pfeffer; Pfeffer; Fishbein (1979) animais
espontaneamente hipertensos desenvolvem hipertrofia cardiaca patoldgica, insuficiéncia
cardiaca e disfuncé@o renal. Sievers; Eckardt (2019) classifica essas alteragcbes como
nefropatia hipertensiva, que combina alteracGes patologicas da microvasculatura nos
glomérulos e do tubulointersticio, sendo que a gravidade da hipertensdo arterial se
correlaciona com a gravidade dos danos renais, além disso podem ser encontradas

alteracdes na estrutura anatémica do rim, incluindo os glomeérulos e células imunes.
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Em nosso estudo foi encontrado aumento do peso do rim, da area do glomérulo e da
capsula nos animais hipertensos descompensados (IC) em relacdo aos demais grupos,
além disso, quando calculada a area da capsula pela &rea do glomérulo, os animais
hipertensos (HC, HE) apresentaram uma maior relacdo que seus controles (NC e NE) e 0
grupo IC apresentou uma reducdo em relacdo aos hipertensos (HC e HE). A relagéo do
peso do rim pelo peso corporal foi aumentada nos animais SHR compensados e
descompensados o que corrobora com achados de estudos prévios (YUN et al., 2018).

O aumento do peso do rim encontrado é compativel com lesdes renais, onde ja foi
encontrada hiperplasia e fibrose intersticial (AGARWAL et al., 2012).
Uma relagdo aumentada entre a area da capsula e do glomérulo, é um indicio que existe
um espago maior para circulacdo e filtrag&o, e nos animais IC foi observada uma redugéo
significativa dessa area em relacdo aos animais hipertensos isso pode indicar uma maior
area de lesdo e conforme ja foi descrito danos renais sdao mais graves em animais SHR
descompensados (FELD et al., 1977; KOMATSU et al., 1995; PAIVA et al., 2013).

6.9 Analises bioquimicas

A creatina quinase (CK) e a lactato desidrogenase sdo utilizados como marcadores de
lesdo tecidual, e apds uma sessdo de exercicio agudo ocorrem variagbes que dependem
do protocolo de exercicio utilizado (BRANCACCIO; MAFFULLI; LIMONGELLI,
2007). Milione et al. (2014) encontrou aumento de creatina quinase apds 30 minutos de
natacdo com 4,5% do peso corporal do animal, entretanto a coleta foi realizada através
puncdo, nossa coleta foi realizada no momento da eutanasia o que pode ter comprometido
a amostra e ter levado a valores fora do padrdo mesmo para 0s grupos controle, mesmo
depois da andlise ter sido realizada em duplicata os valores mantiveram os mesmos. Olah
et al. (2015) também encontrou aumento tanto de LDH quanto de CK apds um protocolo
de natacdo com 5% do peso corporal, 0 que mostrou que a lesdo muscular estava presente,

a forma que foi realizada a coleta de Olah et al. (2015) também diferiu da que utilizamos.
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7 CONCLUSAO

- Os animais hipertensos na fase compensada e descompensada apresentaram hipertrofia
do ventriculo esquerdo, sendo que os animais do grupo hipertenso velho apresentam

aumento da largura dos cardiomidcitos;

- Os animais SHR na fase compensada e descompensada apresentam variagdes contrateis
que podem ter sido causadas pelas alteracdes nas proteinas gerenciadoras do célcio

presente nesses animais, conforme ja foi demonstrado em estudos prévios;

- Os animais hipertensos na fase compensada quando submetidos ao exercicio apresentam
lentiddo na fase sistolica e uma fase diastolica mais rapida, entretanto é dependente da
frequéncia de estimulacdo. E seu desempenho aumentado pode ser explicado por esses
animais encontrarem na fase inicial da hipertenséo e ainda conseguirem manter o débito

cardiaco normal;

- Os animais hipertensos na fase descompensada quando submetidos ao exercicio tiveram
um desempenho precario devido as alteracdes contrateis apresentadas, que sdo causadas

pelas diversas frequéncias de estimulacao;

- Os animais hipertensos apresentaram reducdo da area da fibra muscular, alem de

aumento do colageno tipo |, mais proeminente nos animais SHR na fase compensada.
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Systemic arterial hypertension is a multifactorial clinical condition characterized by high and sustained levels of
blood pressure. For a better understanding of the pathophysiology of hypertension, studies are conducted with
spontaneously hypertensive animals, which allow the investigation of physiological changes that in most cases
cannot be studied in humans. In these animals, myocardial remodeling, increased pro-inflammatory markers,
redox imbalance and contractile dysfunctions that lead to changes in cardiac function can be observed. However,
it can be inferring that aerobic training improves cardiac function and cardiomyocyte contractility, in addition to

controlling inflammation and reducing oxidative stress in cardiac muscle, despite this, the precise mechanisms by
which physical exercise improves cardiovascular control are not fully understood. In this review, we provide an
overview of the pathophysiological changes that affect the heart of spontaneously hypertensive animals and their

modulation by aerobic exercise.

1. Introduction

Arterial hypertension is a non-communicable chronic disease that
affects more than 30% of the world population, characterized by high
and persistent blood pressure levels. It is a multifactorial condition
related to genetic/epigenetic, social, and environmental factors, and is a
risk factor for cardiovascular diseases, such as cardiac hypertrophy,
myocardial infarction, vascular hypertrophy, atherosclerosis, chronic
kidney disease, stroke and early mortality, in to furthermore, cardio-
vascular diseases are responsible for a high frequency of hospitalizations
and have high socioeconomic costs (Go et al., 2014; Ning et al., 2018;
Barroso et al., 2021).

Studies on the pathophysiology of arterial hypertension are con-
ducted with experimental models of hypertension, these models allow
the investigation and understanding of physiological changes that in
most cases cannot be studied in humans (Doggrell and Brown, 1998).
The spontaneously hypertensive rat (SHR) has been used for studies of
cardiovascular diseases, as its alterations are similar to essential or
primary hypertension in humans (Locatelli et al., 2017; Caniffi et al.,
2020; Slama et al., 2004). Okamoto and Aoki in the 1960 developed this

lineage by crossing Wistar-Kyoto animals with high blood pressure
(OKAMOTO and AOKI, 1963). The elevation of blood pressure starts
around 5-6 weeks of life and at 7-15 weeks presents spontaneous hy-
pertension, between 20 and 28 weeks they reach a plateau (Yamori,
1984).

Hypertensive animals present compensatory hypertrophy of the left
ventricle (LV), followed by pathological remodeling in which fibrosis,
microvascular alterations, increased cardiac mass, apoptosis, cardiac
dysfunction and consequent heart failure (HF) occurs (Caniffi et al.,
2020; Silva et al., 2017; Krzesiak et al., 2019). Additionally, changes in
the physiological functioning of the myocardium are observed in these
animals and pathological changes in the mechanical and electrical ac-
tivities of ventricular cardiomyocytes from SHR animals have already
been demonstrated (Locatelli et al., 2017; Krzesiak et al., 2019; Shor-
ofsky et al., 1999; Roman-Campos et al., 2012) which will consequently
affect the functionality of the myocardium. In adult SHR, hypertension is
associated with decreased cardiac output, increased total peripheral
resistance, and cardiac hypertrophy occurs over time, starting at the 3rd
month of life, in late stages, cardiac function is compromised, which
leads to HF (Locatelli et al., 2017; Frohlich, 1977; Thomas et al., 1997;
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Abstract

The role of regular physical exercise is recognized for the prevention, control and treatment of cardiovascular
diseases. However, studies show that after strenuous aerobic exercise sessions in healthy individuals can lead to
cardiac damage, due to the high degree of stress imposed on myocardial structures. This study verifies the effects of
swimming to exhaustion on contraction and relaxation velocities, as well as the velocity of calcium release and
reuptake in cardiomyocytes isolated from the left ventricle. Wistar animals aged 16 weeks were submitted to a
protocol of swimming until exhaustion with a load of 5% of body weight and later the cardiomyocytes were isolated.
It was observed that an acute session of swimming until exhaustion promoted an increase in the velocity of
contraction and relaxation and an increase in the velocity of calcium release. Exercise to exhaustion promotes adverse
effects on the myocardium, however more studies are needed to explain these effects and demonstrate the molecular
mechanisms involved in the process.

Keywords: Acute exercise; Myocardium; Swimming.

Resumo

O papel da pratica regular de exercicio fisico ¢ reconhecido para prevencdo, controle e tratamento de doengas
cardiovasculares. Entretanto, estudos mostram que ap6s sessdes de exercicio aerobio extenuante em individuos
saudaveis podem levar a dano cardiaco, devido ao alto grau de estresse imposto sobre as estruturas do miocardio. Este
estudo tem como objetivo verificar os efeitos da natagdo até exaustdo nas velocidades de contragdo e relaxamento,
bem como a velocidade de liberagdo e recaptagdo do célcio em cardiomiocitos isolados do ventriculo esquerdo.
Animais Wistar com 16 semanas foram submetidos a um protocolo de natagdo até exaustdo com carga de 5% do peso
corporal e posteriormente os cardiomiodcitos foram isolados. Foi observado que uma sessdo aguda de natagdo até a
exaustdo promoveu aumento na velocidade de contracdo e relaxamento e aumento na velocidade de liberagdo do
calcio. O exercicio até a exaustdo promove efeitos adversos no miocardio, entretanto mais estudos sdo necessarios
para explicar esses efeitos e demonstrar os mecanismos moleculares envolvidos no processo.

Palavras-chave: Exercicio agudo; Miocardio; Natagao.
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