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RESUMO

SUAREZ, Pedro Zavagli, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2019.
Efeitos de diferentes tipos de treinamento fisico aerobio sobre a morfologia, funcdo
e propriedades mecanicas do coracao de ratos hipertensos. Orientador: Miguel Aradjo
Carneiro Janior. Coorientador: Antonio José Natali.

Introducdo: A hipertensdo arterial (HA) é uma condicdo clinica multifatorial
caracterizada por nivel elevado e sustentado de presséo arterial (PA). O exercicio fisico
aerobio regular provoca adaptacdes autonémicas e hemodinadmicas que véo influenciar o
sistema cardiovascular, contribuindo para reducéo da PA. O treinamento aerébio continuo
de intensidade moderada (MICT), tem sido o mais indicado para sujeitos com HA, com
intensidade variando de 40-60% do consumo méaximo de oxigénio. Porém, nos Gltimos
anos, estudos mostraram a eficécia do treinamento aerobio intervalado de alta intensidade
(HIIT) como tratamento para HA. Objetivos: Avaliar os efeitos de diferentes tipos de
treinamento fisico aerdbio sobre a morfologia, funcdo e propriedades mecénicas do
coracdo de ratos hipertensos. Metodologia: Ratos normotensos (Wistar) e hipertensos
(SHR) com 16 semanas de idade foram distribuidos em 6 grupos (n=8): WIS CONT e
SHR CONT - normotensos e hipertensos que ndo foram submetidos a treinamento fisico
aerobio por 8 semanas; WIS MICT e SHR MICT — normotensos e hipertensos treinados
pelo método continuo a 60% da velocidade maxima de corrida, em esteira rolante, 30 min
por dia, 5 dias por semana, por 8 semanas; WIS HIIT e SHR HIIT — normotensos e
hipertensos treinados pelo método intervalado, sendo 20 repeticdes de 30 segundos a
90%, seguidas por 1 min a 45% da velocidade mé&xima de corrida, 5 dias por semana,
por 8 semanas. A morfologia e fungdo cardiaca foram avaliadas por ecocardiograma. A
frequéncia cardiaca (FC), pressdo arterial sistélica (PAS), diastélica (PAD) e média
(PAM) foram medidas por pletismografia de cauda. O tempo total de exercicio até a
fadiga (TTF) foi determinado através de um teste maximo de corrida. Apds 0s
tratamentos, a eutanasia foi realizada por decapitacdo e o coracdo retirado, lavado e
canulado pela artéria aorta em um sistema de perfus@o. Os cardiomiocitos do ventriculo
esquerdo (VE) foram isolados por digestdo enzimatica, utilizando-se colagenase. Para
registro do transiente intracelular global de Ca?* ([Ca®']i), os cardiomidcitos foram
incubados com o indicador fluorescente de Ca?*, Fura-2 &cido aminopolicarboxilico. A
contracdo celular foi determinada pela técnica de alteracdo do comprimento dos



cardiomidcitos, usando-se um sistema de deteccdo de bordas. As medidas foram feitas
utilizando-se um microscopio invertido equipado com uma lente objetiva de imersdo em
6leo. Utilizou-se estimulacdo elétrica de campo nas frequéncias de 3, 5 e 7 Hz,
temperatura de ~ 37°C. Resultados: Ambos 0s programas de treinamento aumentaram o
TTF. Nos SHR, o MICT reduziu a FC de repouso, tendeu a diminuir a PAS, diminuiu a
PAD, a PAM, a espessura do septo interventricular tanto na sistole quanto na diastole e
diminuiu a amplitude de contragdo na estimulacédo de 5 Hz. O HIIT aumentou o peso do
coragdo e as espessuras da parede do ventriculo esquerdo, tanto em sistole quanto em
diastole, reduziu a PAS e tendeu a diminuir a PAM, além de diminuir o tempo para o pico
de [Ca*]i em todas as frequéncias de estimulagio. Conclusdo: Ambos os protocolos de
treinamento promoveram adaptacgdes benéficas sobre a morfologia, funcdo e propriedades
mecanicas do corac¢do de ratos hipertensos.

Palavras-chave: Hipertensdo. Exercicio fisico. Cardiomidcitos. Contratilidade celular.

Transiente de célcio.



ABSTRACT

SUAREZ, Pedro Zavagli, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2019.
Effects of different types of aerobic exercise training on heart morphology, functions
and mechanical properties of hypertensive rats. Adviser: Miguel Aradjo Carneiro
Junior. Co-adviser: Antonio José Natali.

Introduction: Hypertension (AH) is a multifactorial clinical condition characterized by
sustained high blood pressure (BP). Aerobic exercise causes regular autonomic and
hemodynamic adaptations that will influence the cardiovascular system, contributing to
BP reduction. Moderate continuous intensity aerobic training (MICT) has been the most
suitable for individuals with hypertension, with a variable intensity of 40-60% of maximal
oxygen uptake. However, in recent years, studies have shown the effectiveness of high
intensity interval aerobic training (HIIT) as a treatment for hypertension.
Objectives: To evaluate the effects of different types of aerobic exercise training on heart
morphology, function and mechanical properties of hypertensive rats.
Methodology: 16-week-old normotensive (Wistar) and hypertensive (SHR) rats were
divided into 6 groups (n = 8): WIS CONT and SHR CONT - normotensive and
hypertensive rats that did not undergo aerobic exercise training for 8 weeks; WIS MICT
and SHR MICT - normotensive and hypertensive trained by continuous method at 60%
of maximum running speed on treadmill, 30 min per day, 5 days per week for 8 weeks;
WIS HIIT and SHR HIIT - normotensive and hypertensive trained by the interval method,
with 20 repetitions of 30 seconds at 90%, followed by 1 min at 45% of the maximum
running speed, 5 days a week, for 8 weeks. Heart morphology and function were assessed
by echocardiography. Heart rate (HR), systolic (SBP), diastolic (DBP) and mean (MAP)
blood pressure were measured by tail plethysmography. Total exercise time to fatigue
(TTF) was determined by a maximal running test. After the treatments, euthanasia was
performed by decapitation and the heart was removed, washed and cannulated by the
aorta in a perfusion system. Left ventricular (LV) cardiomyocytes were isolated by
enzymatic digestion using collagenase. To record the global intracellular Ca?* transient
([Ca?*]i), cardiomyocytes were incubated with the Ca?* fluorescent indicator, Fura-2
aminopolicarboxylic acid. Cellular contraction was determined by the technique of
altering the length of cardiomyocytes using an edge detection system. Measurements

were made using an inverted microscope equipped with an objective oil immersion lens.



Field electric stimulation was used at frequencies of 3, 5 and 7 Hz, temperature of ~ 37°C.
Results: Both training programs increased the TTF. In SHR, MICT reduced resting HR,
tended to decrease SBP, decreased DBP, MAP, interventricular septal thickness in both
systole and diastole and decreased the amplitude of contraction at 5 Hz stimulation. HIT
increased heart weight and left ventricular wall thickness, both in systole and diastole,
reduced SBP and tended to decrease MBP and decreased the time to peak [Ca®']; at all
pacing frequencies. Conclusion: Both training protocols promoted beneficial adaptations
on heart morphology, function and mechanical properties of hypertensive rats.

Keywords: Hypertension. Physical exercise. Cardiomyocytes. Cellular contractility.

Calcium transient.
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1. INTRODUCAO

1.1. Hipertenséao arterial

A pressdo arterial (PA), é dada pela forca que o sangue exerce sobre as paredes
das artérias no pico da sistole (pressao arterial sistolica) e no final da diastole (pressao
arterial diastdlica). A PA é determinada por dois fatores principais, sendo eles o débito
cardiaco, caracterizado pelo volume de sangue que é bombeado pelo coracdo em um
minuto, e a resisténcia vascular periférica, caracterizada pela oposi¢do dos vasos ao fluxo
sanguineo (GUYTON E HALL, 2011). Caso exista uma modificagdo em um destes
fatores, a PA serd afetada.

A hipertensdo arterial (HA) é uma condicao clinica multifatorial que se caracteriza
por um nivel elevado e sustentado de PA (SBC, 2016; WILLIANS, 2009). Como nivel
elevado entende-se, no Brasil, de acordo com a Diretriz Brasileira de Hipertensao Arterial
mais atual (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2016), assim como ha
Europa, de acordo com a Guidelines for the management of arterial hypertension
(WILLIAMS et al, 2018) um nivel pressorico > 140 (sistolico) e/ou 90 mmHg
(diastélico). Porém, a diretriz norte americana Guidelines for the prevention, detection,
evaluation, and management of high blood pressure in adults (WHELTON et al, 2017),
ja considera como hipertensdo um nivel pressérico > 130 (sistdlico) e/ou 90 (diastolico)
mmHg. De acordo com os Ultimos dados da VIGITEL (2018), a frequéncia de adultos
que declararam diagnéstico médico de HA variou entre 15,9% e 31,2% nas capitais
brasileiras, sem grandes diferencas entre os sexos. Picon et al. (2012), em sua meta-
anélise de 40 estudos, realizados entre 1980 e 2010 em diversas cidades brasileiras,
encontraram uma diminuicdo na prevaléncia de HA, comecando com uma média de
36,1% na primeira década e chegando a 28,7% na ultima década estudada. De acordo com
a Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC, 2016), 32,5% da populagéo adulta brasileira
(~ 32 milhdes de pessoas) apresenta HA, chegando a 60% quando considerado somente
os idosos, além de contribuir com 50% das mortes por doencas cardiovasculares, direta
ou indiretamente.

Para o estudo da fisiopatologia da hipertenséo arterial, a utilizacdo de modelos
animais € bastante comum. O rato espontaneamente hipertenso (SHR — Spontaneously

Hypertensive Rat) é amplamente utilizado em estudos relacionados & doenca por
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desenvolvé-la de forma similar ao ser humano, possuindo as fases pré-hipertensao,
desenvolvimento, hipertensdo sustentada e insuficiéncia cardiaca. O desenvolvimento da
hipertensdo aparece a partir do 3° més de vida do animal, onde a fase de hipertensao
sustentada se estende até aproximadamente o 18° més, a partir do qual a insuficiéncia
cardiaca comeca a se instalar (HASENFUSS, 1998; DOGGRELL & BROWN, 1998).

1.2. Hipertenséo e Coracao

O processo hipertensivo € caracterizado por um conjunto de disfuncdes
progressivas no miocardio. Inicialmente, o coracdo passa por adaptacdes para se adequar
as maiores cargas exercidas pelo aumento da pressao, permitindo assim o funcionamento
normal do 6rgdo. Estas adaptacOes sdo provenientes da sobrecarga constante existente nas
artérias, que geram um estresse no miocardio, causando um aumento da espessura da
parede ventricular, consequentemente causando uma diminuicdo do didmetro da camara
cardiaca, além de proporcionar um aumento do tecido extracelular (MCMULLEN &
JENNINGS, 2007). Este aumento da parede ventricular da-se principalmente pelo
aumento da seccdo transversa dos cardiomidcitos, gerado pelo aumento do numero de
sarcOmeros com arranjo em paralelo nestas células. Além disso, uma diminuicdo da razdo
a-miosina de cadeia pesada / B-miosina de cadeia pesada (B-MHC) é gerada pela
hipertensdo. Esta discrepancia molecular faz com que as células cardiacas sejam mais
lentas na resposta aos estimulos. (PALMER, 2005, MILL et al., 2011, CARNEIRO-
JUNIOR, 2013). Outro fator pelo qual a hipertenséo é responsavel é o aumento da matriz
extracelular colagena. O aumento deste tecido extracelular é promovido a partir de uma
maior sinalizacdo autdcrina, paracrina e enddcrina, que leva ao seu crescimento
desproporcional, gerando uma perda da homogeneidade no tecido cardiaco, e,
consequentemente, causando uma perda na complacéncia cardiaca (WEBER, 2001;
SHIRWANY & WEBER, 2006). A densidade vascular também pode ser afetada, de
forma a afetar a oxigenacéo e, consequentemente, o funcionamento ventricular (WEBER
et al., 2010, 2001; GONZALEZ et al., 2002; MATSUBARA et al., 2006). Com o passar
do tempo, a HA causa hipertrofia cardiaca concéntrica patolégica (HCP), que €
caracterizada pelo aumento da espessura das paredes ventriculares e acompanhada por
alteracdes morfofisiologicas que prejudicam a mecanica cardiaca (MCARDLE, KATCH
E KATCH, 2010). Na HCP é observada reducdo da complacéncia ventricular e da
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densidade capilar, possivel apoptose, reexpressao de genes fetais, como fator natriurético
(FNA), a-actina esquelética e a -MHC, levando a disfuncgéo cardiaca (LEVY etal., 1990;
MCMULLEN & JENNINGS, 2007; KOLWICZ et al., 2009; BERNARDO et al., 2010;
CARNEIRO-JUNIOR, 2013). Estes fatores, associados ao aumento da matriz
extracelular e a diminui¢do da densidade vascular afetam profundamente a mecénica
cardiaca. A capacidade contratil fica diminuida, gracas a grande densidade de matriz
extracelular presente, que dificulta o relaxamento do 6rgdo, aumentando a pressdo
diastolica final no ventriculo esquerdo (VE). Nessa situagdo, o coragdo, por possuir um
menor espaco ventricular, menor complacéncia e menor capacidade de resposta aos
estimulos, passa a bombear uma menor quantidade de sangue a cada ciclo cardiaco e,
consequentemente, diminuindo efetivamente a fracdo de ejecdo. Une-se a isto uma
resposta adaptativa neuro-humoral que aumenta a ativacdo adrenérgica cardiaca,
aumentando a frequéncia cardiaca e a propria contratilidade do 6rgdo, além de uma
ativacdo de sistemas periféricos, como renina-angiotensina-aldosterona, que resultardo
em um aumento ainda maior da sobrecarga constante no coracdo (MACIEL, 2001;
FEITOSA, FEITOSA FILHO & DE CARVALHO, 2002; SHIRWANY & WEBER,
2006).
A morfologia celular também ¢é afetada pela hipertensdo. Os cardiomidcitos, gracas
a constante sobrecarga a qual estdo sendo expostos, aumentam significativamente seu
volume, especialmente a partir de um aumento no didmetro celular, como mecanismo
compensatério para a sobrecarga (MCCROSSAN et al., 2004; FOWLER et al., 2005).
A hipertensdo também afeta toda a mecanica contréatil da célula. Esta mecénica
esta profundamente associada com a dindmica do fon Ca?*, que desencadeara todo o
processo excitagcdo-contragdo muscular (BERS, 2008). A partir do potencial de agéo,
ocorre o influxo de Ca?* para dentro da célula, a partir de canais voltagem dependente
que estdo localizados nos tubulos T do cardiomidcito. Com a entrada do Ca?*, receptores
de rionodina (RyR2) sdo ativados, de forma a liberar o Ca®* que esta dentro do reticulo
sarcoplasmatico para o citoplasma. Este Ca?* se associara a troponina C, liberando o sitio
de ligacéo da actina, onde a cabeca da miosina iré se conectar, formando assim as pontes
cruzadas e, consequentemente, reduzindo o comprimento dos sarcomeros (contragdo
muscular). (FABIATO & FABIATO, 1975; SCRIVEN ET AL., 2000; BERS, 2001;
BERS, 2008). O Ca?* retorna para o reticulo sarcoplasmatico a partir de diversos

processos, sendo o principal dele a remocéo feita pela isoforma cardiaca da Ca?* ATPase
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do reticulo sarcoplasméatico (SERCAZ2a). Esta proteina tem sua acdo regulada pelo
inibidor enddgeno fosfolambam (FLB) que, quando acoplado a SERCA2a, diminui a
captacdo de Ca?*. Porém, quando a FLB é fosforilada, ela se separa da SERCA2a,
permitindo, assim, sua atividade de ATPase, desassociando o Ca?* da troponina C,
aumentando assim a velocidade de relaxamento (TADA & KATZ, 1982; WEGENER et
al., 1989; BERS 2001; MATTIAZZI et al., 2005; BERS 2008). A hipertensdo afeta
principalmente a fase inicial deste processo, ou seja, a fase de entrada de Ca?* para o meio
intracelular. Foi constatado que a hipertensdo modifica a duragdo do potencial de acdo
em células de diferentes regides do miocéardio, como resultado de uma diminuicdo das
correntes transitorias de efluxo de K* (), gerando assim uma modificacéo no gradiente
transmural natural e uma indiferenciacdo elétrica entre as células mais internas
(endocérdio) e mais externas (epicardio), resultando em um potencial de acdo prolongado
(ROMAN-CAMPOS et al., 2012). Além disso, outro estudo recente mostrou que no
préprio midcito cardiaco, a hipertensdo causa um desarranjo nos tabulos T, de forma que
0s canais voltagem-dependentes ndo fiqguem corretamente alinhados com os RyR2,
dificultando assim a liberagdo de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico e, consequentemente,
prejudicando a dindmica contratil (KRZESIAK et al., 2019).

A contracdo celular também é afetada pelo processo hipertensivo. A amplitude de
contracdo se mostra aumentada, em resposta a maior dificuldade de bombear o sangue,
devido a maior resisténcia periférica. Os tempos de contracdo e relaxamento também se
apresentam aumentados. Isso acontece devido ao aumento de B-MHC, diminuicdo das
correntes Iy e reducdo da atividade de SERCAZ2a e dos canais trocadores de sodio e calcio
(NCX) (KEMI, et al., 2008; BERNARDO et al., 2010; ROMAN-CAMPOS et al., 2012;
CARNEIRO-JUNIOR, 2013).

Recentemente, vém surgindo estudos sobre a possivel relagdo entre a HA e
epigenética. A epigenética pode ser definida como modificacGes na expressdo génica,
normalmente causadas por metilagdo de DNA ou acetilagdo de histonas, mas que ndo
afetam a base nucleotidica do gene (MILLIS, 2010; ZIMMER E BLOCH, 2015). Outro
mecanismo analisado é a expressdo de micro-RNAs (miRNA), que sdo RNAs néo
codificantes que atuam como reguladores pos-transcricionais da expressdo génica
(NEVES et al., 2014).

Em um estudo, Montgomery et al. (2011) mostraram que a inibicdo do miRNA-

208a causou uma diminui¢ao na discrepancia do contetudo cardiaco de f-MHC e a-MHC,
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que normalmente é causada por doencas cardiovasculares. Li et al. (2016) chegaram a
conclusdo de que o miRNA-21 atua positivamente na reducdo da hipertrofia patologica
congénita cardiaca em ratos SHR. Nessa mesma linha, Van Rooij et al. (2009)
comprovaram que a familia miRNA-29 atua em respostas fibréticas ao infarto do
miocardio. A regulacéo negativa do miRNA-29b induz aumento na expressdo de diversos
genes da matriz extracelular cardiaca, incluindo multiplos colagenos, fibrilina e elastina.
Nishi et al. (2011) mostraram que uma maior expressdo do miRNA-27a aumenta os niveis
de B-MHC, enquanto Wang et al. (2012) trazem em seu estudo que o mMiRNA-27b leva a
hipertrofia e disfuncdo cardiaca. Da mesma forma, o aumento da expressao do miRNA-
195 parece estar associado com a hipertrofia patoldgica, podendo levar até mesmo a
insuficiéncia cardiaca (VAN ROOIJ et al., 2006). A metilacdo de DNA também é um
mecanismo que pode influenciar em diferentes mecanismos fisiolégicos. Kim et al.
(2007) mostraram uma relacdo entre a metilacdo global de DNA e doencas
cardiovasculares, sendo que Smolarek et al. (2010) trazem em seu estudo relacéo entre a
metilacdo de DNA no sangue e a HA.

Para combater os efeitos deletérios da HA, podem ser utilizados métodos
medicamentosos como betablogueadores e vasodilatadores, e também métodos nédo

medicamentosos, como a atividade fisica.

1.3. Exercicio Fisico

A prética regular de exercicios fisicos acarreta diversas adaptacdes e modificacdes
no organismo. Estas modificacBes sdo altamente dependentes do tipo de exercicio fisico
realizado, sendo os dois tipos principais, 0s aerobios e resistidos.

Ao nivel cardiaco, as adaptacdes derivadas destes tipos de exercicios fisicos séo
distintas. O exercicio fisico aerébio causa uma hipertrofia excéntrica, que é caracterizada
pelo aumento da camara ventricular sem o aumento da espessura de sua parede. Esta
modificagdo acontece a partir do aumento do comprimento celular, advindo de uma
organizagdo sarcomérica em série. Esta adaptacdo ocorre gracas a um aumento do volume
sanguineo durante a diastole ou pré-carga. O exercicio resistido, por outro lado, causa
uma hipertrofia concéntrica, que se caracteriza pelo aumento da espessura da parede
ventricular com a manutencdo de sua camara. Esta adaptacdo advém do aumento da

largura do cardiomiocito, proveniente de uma organizacdo sarcomérica em paralelo. Esta
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modificagdo acontece a partir do aumento de tenséo na parede celular devido ao aumento
intermitente da pressdo sanguinea, provocado pela oclusdo do fluxo sanguineo muscular
que diminui o retorno venoso e aumenta a pés-carga (MCMULLEN & JENNINGS, 2007;
FERNANDES et al., 2011).

O exercicio fisico pode resultar em significativas melhoras mecéanicas para o
coracdo. A melhora da funcao contratil é derivada de uma maior capacidade de contracdo
celular, e maior velocidade de relaxamento. Estes fatores permitem um maior tempo de
enchimento ventricular, que ocasiona um volume diastolico final elevado, levando a um
maior volume de ejecdo, diminuindo a pds-carga e permitindo assim a manutencdo do
débito cardiaco com uma frequéncia cardiaca reduzida (KEMI, et al., 2008). Ao nivel
molecular, foi comprovado que o exercicio fisico aerébio continuo é capaz de aumentar
a entrada de Ca?* no meio intracelular o que aumenta a amplitude do transiente de Ca?",
a velocidade para o pico de Ca?" e, consequentemente, a velocidade de contragdo do
cardiomidécito. Além disso, o exercicio fisico aerobio também aumenta a expressdo de
SERCAZ2a e FBL fosforilada, 0 que aumenta a recaptacdo de Ca®' para o reticulo
sarcoplasmético, aumentando assim, a velocidade de relaxamento. Esta recaptacéo, além
de acelerar o relaxamento do cardiomidcito, também aumenta a quantidade de Ca?*
disponivel no reticulo sarcoplasmatico, tendo assim a célula mais Ca?* intracelular
disponivel para o préximo ciclo cardiaco (WISL@FF et al, 2001; KEMI et al., 2007;
CARNEIRO-JUNIOR, 2013; KRZESIAK et al., 2019).

Ademais, recentemente, vém surgindo estudos sobre a possivel relacdo entre
exercicio fisico e epigenética. No estudo de Melo et al. (2015), foi mostrada uma relagéo
inversa entre a expressdo do miRNA-214 e da proteina SERCAZ2a (principal responsavel
pela recaptacdo de célcio durante o relaxamento celular cardiaco) no VE de ratos, sendo
que o o treinamento resistido foi capaz de reduzir a expressao do miRNA-214 e aumentar
da SERCAZ2a, sugerindo uma possivel via de interacdo molecular na melhoria da fase
diastolica.

Todavia, sdo necessarios mais estudos para investigar os efeitos de diferentes tipos

de treinamento fisico sobre o coragéo.
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1.4. Exercicio Fisico e Hipertensao

Como um dos tratamentos da HA, indica-se o exercicio fisico aerdbio, pois ha
evidéncias de que esse tipo de exercicio reduza a PA casual e de vigilia dos praticantes.
O exercicio fisico aerdbio, realizado regularmente, provoca importantes adaptacdes
autondmicas e hemodinamicas, como a diminuicdo da atividade simpatica e a bradicardia
de repouso, que vao influenciar o sistema cardiovascular, contribuindo para reducédo da
PA (RONDON E BRUM, 2003). Uma dessas adaptacGes € a hipertrofia cardiaca
fisioldgica que, ao contrario da HCP, promove um aumento da cavidade ventricular que
acompanha o aumento da espessura do miocardio, aumenta a complacéncia cardiaca, 0
volume diastolico final, a capacidade contratil, resultando em uma melhora geral no
funcionamento cardiaco (BERNARDO etal., 2010; ELLISSON et al., 2012; CARNEIRO
JUNIOR, 2013).

O treinamento aerdbio continuo de intensidade moderada (MICT) causa uma
hipertrofia excéntrica, onde existe um aumento no nimero de sarcbmeros em série que
causa um aumento da camara ventricular, sem um grande aumento na espessura do
miocardio. O treinamento aerobio intervalado de alta intensidade (HIIT), por sua vez,
provoca uma adaptacdo cardiaca que se aproxima mais daquela que acontece no exercicio
resistido. Ele promove um aumento em paralelo dos sarcdmeros, de forma que a espessura
da parede ventricular aumenta consideravelmente. Este aumento, porém, é acompanhado
de um aumento da camara ventricular, mantendo o funcionamento normal do coracéo,
sem sobrecarga. Em ambos os tipos de treinamento aerdbio, a reexpressdo de genes fetais,
como FNA, a-actina esquelética e B-MHC (que comumente sdo afetadas pela
hipertensdo) ndo sdo alteradas, preservando assim a funcéo cardiaca (FERNANDES et
al., 2011).

Mudancas ao nivel celular também ocorrem em consequéncia da préatica regular
de exercicios aerdbios. Carneiro-Janior et al. (2013) concluiram que o treinamento
aerobio de intensidade moderada promoveu um aumento na amplitude e diminui¢do na
duracdo das fases sistélicas e diastdlicas do transiente intracelular de calcio ([Ca*]i), além
de aumentar a amplitude e as velocidades de contracéo e relaxamento de cardiomiocitos
isolados do ventriculo esquerdo(VE) de ratos normotensos e SHR. Krzesiak et al (2019),
em seu estudo envolvendo animais SHR treinados com protocolos de MICT e HIT

mostraram que o HIIT foi capaz de aumentar significativamente a capacidade de
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contragdo, velocidade de encurtamento e velocidade de relaxamento de cardiomidcitos
isolados, aléem de promover uma diminuicdo significativa no tempo de decaimento de
Ca?*,

O MICT, principalmente por meio de corrida, tem sido o mais indicado para
sujeitos com HA, com intensidade variando de 40-60% do consumo maximo de oxigénio
(VO, méax) (FERREIRA FILHO, 2007; CARNEIRO JUNIOR, 2013; SBC, 2016;).
Porém, nos ultimos anos, alguns autores apresentaram estudos que comprovam a eficacia
do HIIT como tratamento ndo medicamentoso para HA (BORGES et al., 2013; DALPIAZ
etal., 2017; LEE, HSU E CHENG, 2017; WESTON, WISLZFF E COOMBS, 2013). A
maior preocupacdo em relacdo ao HIIT quando prescrito para individuos com HA é o
risco aumentado de acidente cardiovascular, embora em meta-anélise, Weston, Wislgff e
Coombs (2013) chegaram a conclusdo de que 0s riscos ndo sdo maiores que 0s existentes
quando empregado o MICT.

Desta forma, é necessario investigar e comparar os efeitos de programas de
treinamento  fisico aerébio com diferentes intensidades, sobre parametros
cardiovasculares, morfoldgicos e mecénicos do coracdo de individuos hipertensos. A
ampliacdo do conhecimento a respeito dessa temaética, possibilitara a adequacdo das
estratégias de prescricdo de treinamento aerdbio para a populacdo hipertensa, de forma

que se tornem cada vez mais seguras e eficazes.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos de do MICT e do HIIT sobre a morfologia, funcdo e

propriedades mecanicas do coragdo de ratos hipertensos.

2.2. Objetivos Especificos

Comparar os efeitos do MICT e do HIIT sobre os seguintes parametros de ratos
normotensos e hipertensos:
v Desempenho fisico;
Parametros cardiovasculares;

v

v Morfologia e func¢do cardiaca;

v Transiente intracelular de calcio;
v

Contracdo celular.
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3. METODOLOGIA

3.1. Animais de experimentacao e tratamentos

Nesse estudo, a variavel principal para o calculo do nimero de animais foi o
transiente de [Ca®*']i. A escolha dessa varidvel foi retirada de um estudo prévio
(CARNEIRO-JUNIOR et al., 2013). O nivel de significancia adotado foi de 5% e o poder
do teste de 90%. Desta forma, encontrou-se um numero de 8 ratos para cada grupo
experimental. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com a diretriz
brasileira para o cuidado e a utilizacdo de animais para fins cientificos e didaticos,
elaborada pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA).
O projeto recebeu aprovacdo da Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Vicosa (processo n® 98/2017) (Anexo).

Foram utilizados nesta pesquisa 24 ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e
24 ratos Wistar normotensos, com 16 semanas de idade, advindos do Biotério Central do
Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade Federal de Vigosa - MG Os
animais ficaram dispostos em caixas coletivas, sendo 4 por caixa, e receberam agua e
racdo ad libitum. Ficaram alojados em uma sala com temperatura média de 22°C e com
um ciclo claro/escuro, cada qual com duragdo de 12 horas. Os animais foram pesados no
primeiro dia de cada semana do periodo experimental, utilizando-se uma balanca
eletronica digital (Marte — Brasil, modelo AS5500C).

3.2. Programas de treinamento fisico e avaliacdo do desempenho

Os ratos foram distribuidos de maneira randémica em 6 grupos, com 8 animais
em cada grupo, durante um periodo de 8 semanas, conforme a seguir:
SHR-CONT - ratos hipertensos controles que nao foram submetidos a um programa de
treinamento fisico;
SHR-MICT - ratos hipertensos que realizaram um treinamento aerébio continuo de
intensidade moderada, em esteira rolante, a 60% da velocidade méaxima de corrida (VMC)
por 30 minutos, 5 dias por semana;
SHR-HIIT — ratos hipertensos que realizaram um treinamento aerobio intervalado de alta

intensidade, em esteira rolante, sendo 20 repeti¢cdes de 30 segundos a 90% da VMC
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seguidos de um intervalo ativo de 60 segundos a 45% da VMC, totalizando 30 minutos,
5 dias por semana;

WIS-CONT - ratos normotensos controles que ndo foram submetidos a um programa de
treinamento fisico;

WIS-MICT - ratos normotensos que realizaram um treinamento aerdbio continuo de
intensidade moderada, em esteira rolante, a 60% VMC por 30 minutos, 5 dias por semana;
WIS-HIIT — ratos normotensos que realizaram um treinamento aerobio intervalado de
alta intensidade, em esteira rolante, sendo 20 repetices de 30 segundos a 90% da VMC
seguidos de um intervalo ativo de 60 segundos a 45% da VMC, totalizando 30 minutos,

5 dias por semana;

Para a adaptacédo e determinacdo da VMC dos animais, foi utilizado o protocolo
proposto por Carneiro-Junior et al. (2013). Antes do inicio do treinamento fisico, todos
os animais foram colocados na esteira rolante para adaptacdo, durante 10 min/dia, sem
inclinacdo, 0,3 km/h, durante 5 dias. Apds 48 horas, foi realizado o teste na esteira rolante
para determinagdo da VMC, comegando a 0,3 km/h, sem inclinagdo, com incrementos de
0,18 km/h a cada 3 minutos até a fadiga de cada animal de todos 0s grupos experimentais.
O momento da fadiga foi definido e o teste interrompido quando 0s animais nao
mantiveram a corrida de acordo com a velocidade da esteira, mesmo sob estimulo elétrico.
A intensidade do protocolo de treinamento foi monitorada pelo aumento progressivo do
tempo e da velocidade de corrida, atingindo a prescri¢do final, a partir da 3% semana de
treinamento até o final da 82 semana.

Os testes na esteira rolante para determinacdo da VMC foram realizados em cada
animal de todos 0s grupos experimentais antes dos tratamentos, e no final da 42 semana
nos animais dos grupos treinados (SHR MICT, SHR HIIT, WIS MICT E WIS HIIT) para
avaliacdo do tempo total de exercicio até a fadiga (TTF) e redefinicdo da intensidade de
treinamento. Quarenta e oito horas ap6s a Ultima sessdo de treino, os testes foram
repetidos em todos os animais dos grupos experimentais para avaliacdo dos efeitos do

treinamento fisico por 8 semanas sobre a capacidade de corrida (TTF).
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3.3. Avaliacdo da FCR, PAS, PAD e PAM

A FCR, PAS, PAD e PAM de cada animal foram avaliadas antes do inicio dos
programas de treinamento fisico e 48 horas ap0s a ultima sessédo de exercicio. As medidas
foram obtidas por meio de pletismografia de cauda (LE5001; Panlab®, Barcelona,
Espanha), sem utilizacdo de nenhum método anestésico. Trés medidas foram realizadas,
e a mediana foi utilidada para analise.

Por um periodo de cinco dias antes da realizacdo das medidas cardiovasculares
iniciais, todos os ratos foram aclimatados aos aparatos e as condicdes utilizadas para as
medidas, durante sessdes diarias. Os registros foram realizados sempre no mesmo horério
do dia, em sala especifica, ambiente calmo, com temperatura e luminosidade devidamente

controladas, sem influéncia de nenhum agente externo.

3.4. Avaliacao ecocardiografica

O exame ecocardiogréfico transtoracico foi realizado por uma médica veterinaria.
Quarenta e oito horas apés a Ultima sessdo de exercicio, 0s animais foram anestesiados
em camara de inducdo com isoflurano 3% e oxigénio 100% em fluxo constante de
1L/minuto. Para andlise ecocardiografica o agente anestésico foi administrado por um
periodo aproximado de 3 minutos. O exame inclui dados bidimensionais (2D) com taxa
de amostragem répida (frame rate) de 120 fps e modo-M, usando o sistema de ultrassom
(MyLabTM30 — Esaote, Genova, Italia) com transdutor phased array de 11,0 MHz de
frequéncia nominal. Os ecocardiogramas transtoracicos bidimensionais (2D) e modo-M
foram obtidos com sweep speed de 200 mm/s e ajustados de acordo com a frequéncia
cardiaca. As imagens foram coletadas de acordo com as recomendacGes da Sociedade
Americana de Ecocardiografia e armazenadas para analise posterior. Cada parametro foi
mensurado em trés ciclos cardiacos distintos e consecutivos e a média das medidas foi
utilizada para as andlises estatisticas. A espessura das paredes posterior e anterior do
ventriculo esquerdo e do septo interventricular (final da diastole e final da sistole), as
dimensGes da camara do ventriculo esquerdo (Fig. 1) e as fragdes de ejecdo e de
encurtamento foram mensuradas usando um método modificado preconizado pela

Sociedade Americana de Ecocardiografia, durante trés ciclos cardiacos consecutivos
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(Sahn et al., 1978). Os registros em modo-M foram analisados usando um sistema de

analise disponivel no préprio aparelho.
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Figura 1. Imagem representativa da avaliacdo ecocardiografica. ESID. Espessura do
septo interventricular na diastole. ESIS. Espessura do septo interventricular na sistole.
DIVED. Dimenséo interna do VE na diastole. DIVES. Dimensé&o interna do VE na sistole.
EPVED. Espessura da parede ventricular esquerda na diéstole. EPVES. Espessura da
parede ventricular esquerda na sistole.

3.5. Isolamento dos cardiomidécitos

Para o isolamento de cardiomidcitos, foi utilizado o método proposto por Natali
et al. (2001). O método utilizado para a eutanasia foi decaptacdo por guilhotina e,
imediatamente ap6s, o coracdo foi removido por meio de toracotomia e lavado em solucao
de isolamento contendo 750 uM de CaCl, para a remogao do excesso de sangue. A seguir,
o0 coracdo foi colocado em um sistema de perfusdo (Langendorff adaptado) e perfundido
com solucdo de isolamento, contendo 750 puM de CaCl,, até que todos 0s vasos
coronarianos estivessem completamente limpos. A perfusédo foi entdo trocada por uma
soluc&o livre de Ca?* contendo 0,1 mM de acido tetracético etilenoglicol (EGTA) por 6
minutos para o rompimento dos discos intercalares entre os cardiomidcitos e a quelacao
de Ca?". Apos, o coragdo foi perfundido com uma solucdo contendo 1 mg.ml? de

colagenase tipo 2 (Worthington, EUA) e 100 uM de CaCl, durante 25 minutos para que
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as fibras colagenas extracelulares fossem digeridas. As solugdes utilizadas foram
oxigenadas (O2 100% — White Martins, Brasil) e mantidas em temperatura de ~36°.

Apos a perfusdo, os ventriculos (direito e esquerdo) foram separados dos atrios e
pesados em balanca de precisdo (Gehaka — Brasil, modelo AG 200). O ventriculo direito
foi removido e o ventriculo esquerdo foi aberto na regido do septo interventricular. Os
musculos papilares e o tecido conjuntivo foram removidos manualmente da superficie do
ventriculo esquerdo. Os indices de hipertrofia ventricular foram calculados pela razdo do
peso do ventriculo esquerdo, respectivamente, pelo peso corporal de cada animal.

Em seguida, as amostras do ventriculo esquerdo foram colocadas em frascos
identificados contendo 5 ml da solucdo enzimatica (colagenase) suplementada com 1%
de albumina sérica bovina. Os frascos foram agitados moderadamente durante 5 minutos,
em “banho-maria” a temperatura de 37°C, sendo o tecido cardiaco oxigenado (O2 100%
— White Martins, Brasil). A seguir, o contetdo dos frascos foi filtrado e centrifugado
(3000 rpm) por 30 segundos. O sobrenadante foi removido e os cardiomiocitos foram
suspendidos na solucdo 750 uM de CaCl,. Esse processo foi repetido. Os cardiomidcitos
foram armazenados em placas de Petri em refrigerador (5°C) até serem utilizados.

Durante as andlises do transiente de [Ca®']i e da contragdo celular, os
cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo foram banhados com uma solucéo
fisioldgica 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 solucéao de perfusdo tampao HEPES, foram adicionados 100 ml
da solucdo estoque, 10 ml da solucdo sopa e 1 ml de CaCl; (1) em agua deionizada
ultrapura (Milli-Q). Esta solucdo foi equilibrada para um pH = 7,4 e mantida em

temperatura ambiente.

3.6. Avaliacdo do transiente de [Ca®*]i

Para avaliacdo do transiente de [Ca?*];, foi utilizado o método descrito por Kondo
et al. (2006). As medidas foram feitas utilizando-se um microscopio invertido (Nikon
Eclipse — TS100, EUA) equipado com uma lente objetiva de imersdo em o6leo (S Fluor,
40x, Nikon, EUA). Os cardiomiocitos isolados foram incubados com o indicador

fluorescente de Ca?*, permedvel & membrana plasmatica, Fura-2 &cido
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aminopolicarboxilico (Fura-2AM, ThermoFisher, Waltham, EUA). Esse marcador foi
preparado em uma solucdo estoque a base de dimetilsulfoxido — DMSO (50 ul de DMSO
em 50pug de Fura-2 AM). Adicionou-se 10 ul dessa solugdo em 4 ml de meio celular
contidos em tubo envolvido com folha fina de aluminio. A solucdo foi agitada em
superficie plana por 10 min (velocidade + 120 x/min). Em seguida, o tubo foi centrifugado
por 30s (3.000 rpm), removeu-se 0 sobrenadante e os cardiomidcitos foram
ressuspendidos em 4 ml de solucdo Tyrode contendo 750 uM de CaCl2. Apds esse
procedimento, os cardiomiocitos foram levados para um refrigerador (5° C) por 30 min.

Todo o procedimento descrito anteriormente foi realizado sem exposicéo a luz.
Ap0s os 30 min de descanso, o transiente intracelular de [Ca?*]; foi medido utilizando-se
um sistema de excitacdo dupla que detecta a fluorescéncia excitada por luz UV com
comprimento de 340 e 380 nm (lonoptix — EUA). Os cardiomidcitos incubados com Fura-
2 foram colocados em uma cadmara experimental, montada em um microscépio invertido,
e foram banhados com solugcdo Tyrode contendo (em mM): 137 NaCl, 5,4 KCI, 0,33
NaH2PQOg4, 0,5 MgCl,, 5 HEPES, 5,6 glucose, e 1,8 CaCly, (pH 7,4) em temperatura de ~
37° C. O cardiomiocito em avaliagdo foi posicionado dentro de uma janela ajustavel, com
bordas aparentes, e estimulados externamente nas frequéncias de 3, 5 e 7 Hz (40 Volts,
duracdo de 5 ms) usando-se um estimulador elétrico (Myopacer, Field Stimulator,
lonoptix, EUA). A emissao de fluorescéncia foi detectada entre 340 e 380 nm, por um
tubo fotomultiplicador. A fluorescéncia registrada é a razdo entre as excitagdes de 340 e
380 nm.

A partir dos registros obtidos, foram analisados: a amplitude do transiente
intracelular de [Ca?")i (razdo 340/380), o tempo para o pico do transiente intracelular de
[Ca?*]i (tempo compreendido desde a estimulagdo elétrica até a fluorescéncia maxima,
ms) e o tempo para 50% do decaimento do transiente intracelular de [Ca?*]i (tempo
compreendido desde a fluorescéncia maxima até a metade do retorno a fluorescéncia
basal, ms) (Fig. 2). Todos os parametros foram determinados utilizando-se o programa
lonWizard 6.3 (lonoptix, EUA).
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Figura 2. Tracado representativo do transiente de [Ca®*]i e os parametros avaliados.

3.7. Contracao celular

A analise da contracdo foi feita como descrita por Roman-Campos (2009). As
contracdes dos cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo foram medidas usando a
técnica de alteracdo do comprimento dos cardiomidcitos usando-se o sistema de deteccao
de bordas (lonoptix, EUA) montado num microscopio invertido (Nikon Eclipse — TS100,
EUA) equipado com uma lente objetiva de imersdo em 6leo (S Fluor, 40x, Nikon, EUA).

Os cardiomiécitos isolados foram acomodados em uma camara experimental giratoria
com a base de vidro montada no microscopio, e banhados pela solucdo de perfuséo
tampéo HEPES (previamente descrita) a uma temperatura de ~ 37°. Foram visualizados
em um monitor através de uma camera (Myocam, lonoptix, EUA) acoplada ao
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microscopio invertido, utilizando um programa de deteccdo de imagens (lonwizard,
lonoptix, EUA) com uma frequéncia de 240 Hz.

Os cardiomiocitos foram estimulados externamente a frequéncia de 3, 5e 7 Hz
(20 V, duracdo de 5 ms) a partir de um par de eletrodos de ago, acoplado nos dois lados
internos da camara, através de um estimulador elétrico (Myopacer, Field Stimulator,
lonoptix, EUA). As bordas dos cardiomidcitos foram identificadas com duas janelas
(direita e esquerda) e definidas atraves do ajuste do contraste (preto e branco) gerado pela
qualidade da imagem projetada dos cardiomiocitos (Fig. 3). As contragbes dos
cardiomidcitos apos a estimulagdo elétrica foram capturadas pelo sistema de deteccao de
bordas (lonwizard, lonoptix, EUA) e armazenadas para analise. A partir dos registros
obtidos, foram analisadas a amplitude de contracao (variacdo do comprimento celular de
repouso, %), tempo para o pico de contracao e tempo para 50% do relaxamento (Fig. 4).
Todos os parametros foram determinados utilizando o programa lonWizard 6.3 (lonoptix,
EUA).
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(! Plt Smonth@ A i\? Smooth |
M Rawdda | | et Widh

X CalculaledH o E T 15 EI +0.00-

Degree: | Degree:
v =167
INormaI _| 3_d] th | | i T
M kg Ed
| |[Peokibe’] Pk b | D

T §aaauin

Figura 3. Representacdo do programa utilizado para aquisicdo das imagens e dos
registros das contragdes dos cardiomidcitos isolados. A definicdo de bordas direita e
esquerda é projetada atraves dos picos verde e vermelho, respectivamente.
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Figura 4. Tragado representativo da contracdo celular e os parametros avaliados.
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3.8. Analise estatistica

A distribuicdo dos dados foi avaliada pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk.
Para as comparacOes das variaveis entre 0s 6 grupos experimentais foi utilizada a analise
de variancia (ANOVA) fatorial 2 (normotenso vs. hipertenso) por 3 (controle vs. MICT
vs HIIT), seguida do post-hoc de Tukey. Para as comparac¢des temporais foi utilizado o
teste t pareado. Os dados foram apresentados como média + erro-padrdo da média (EPM).
Foi utilizado o programa estatistico SigmaPlot, v.12.0. O nivel de significancia adotado
foi de 5%.



4. RESULTADOS

A Figura 5 apresenta os dados de FC, PAS, PAD e PAM de ratos normotensos e hipertensos antes e apds o treinamento.
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Figura 5. A) Frequéncia Cardiaca (FC), B) Pressao Arterial Sistolica (PAS), C) Presséo Arterial Diastdlica (PAD) e D) Pressdo Arterial Média
(PAM) dos animais normotensos e hipertensos antes e ap6s os treinamentos. Dados sdo média £ EPM de 6 animais em cada grupo. WIS CONT,
normotenso sem treinamento. WIS MICT, normotenso com treinamento aerébio moderado continuo. WIS HIIT, normotenso com treinamento
intervalado de alta intensidade. SHR CONT, hipertenso sem treinamento. SHR MICT, hipertenso com treinamento aerébio moderado continuo.
SHR HIIT, hipertenso com treinamento intervalado de alta intensidade. FC, Frequéncia cardiaca. PAS, Pressdo arterial sistolica. PAD, Pressao
arterial diastolica. PAM, Presséo arterial média. Anova Two-Way seguido de Tukey. P < 0,05 SHR CONT vs. WIS CONT, ® P 0,05 SHR MICT
vs. WIS MICT, ¢ P < 0,05 SHR HIIT vs. WIS HIIT, ¢ P < 0,05 SHR HIIT vs. SHR CONT, , ¢ P < 0,05 SHR MICT vs. SHR CONT, P < 0,05 SHR
HIIT vs. SHR MICT, 9 P < 0,05 WIS MICT vs. WIS CONT, "P < 0,05 WIS HIIT vs. WIS CONT, ' P < 0,05 WIS HIIT vs. WIS MICT. Teste t pareado.

* P < 0,05 pos treinamento vs. pré treinamento.
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A FC (Fig. 4A) mostrou-se mais alta apenas no grupo SHR MICT quando
comparado com seu respectivo grupo normotenso (P < 0,01). Ap6s o periodo de
treinamento, no entanto, este grupo demonstrou uma FC média semelhante aos demais.

Para a PAS (Fig. 4B), os animais hipertensos apresentaram valores superiores em
relacdo aos normotensos (P < 0,001). O HIIT apresentou reducéo significativa (P < 0,05)
em relacdo ao seu valor inicial. O grupo MICT apresentou uma tendéncia (P = 0,09) de
reducdo em relagdo ao seu valor inicial.

Para a PAD (Fig. 4C), os animais hipertensos apresentaram valores superiores em
relacdo aos normotensos (P < 0,001). O grupo MICT apresentou reducao significativa (P
< 0,05) tanto em relagéo ao seu valor inicial quanto em relacdo ao seu respectivo controle.

Paraa PAM (Fig. 4D), os animais hipertensos apresentaram valores superiores em
relacdo aos normotensos (P < 0,001). O grupo MICT reduziu estatisticamente este valor
em relacdo ao seu controle (P < 0,05) e demonstrou ainda uma tendéncia a reducdo em
relacdo ao seu valor inicial (P =0,07). O grupo HIIT demonstrou uma tendéncia a reducao
em relagdo ao seu valor inicial (P = 0,10).

A figura 5 apresenta os dados do TTF dos animais normotensos e hipertensos

antes e ap6s os protocolos de treinamento fisico.
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Figura 6. Tempo total até a fadiga em animais normotensos e hipertensos antes e apds
o0s protocolos de exercicio. Dados sdo média = EPM de 6 animais em cada grupo. WIS
CONT, normotenso sem treinamento. WIS MICT, normotenso com treinamento aerébio
moderado continuo. WIS HIIT, normotenso com treinamento intervalado de alta
intensidade. SHR CONT hipertenso sem treinamento. SHR MICT hipertenso com
treinamento aerdbio moderado continuo. SHR HIIT hipertenso com treinamento
intervalado de alta intensidade. Anova Two-Way seguido de Tukey. ¢ P < 0,05 SHR HIIT
vs. SHR CONT, ¢ P < 0,05 SHR MICT vs. SHR CONT, P < 0,05 SHR HIIT vs. SHR
MICT, 9 P < 0,05 WIS MICT vs. WIS CONT, " P < 0,05 WIS HIIT vs. WIS CONT, ' P <
0,05 WIS HIT vs. WIS MICT. Teste t pareado. * P < 0,05 pds treinamento vs. pré
treinamento.
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O TTF (Fig. 5) foi diferente (P < 0,05) entre os grupos controle, MICT e HIIT de
cada modelo (normotenso e hipertenso), porém, ndo entre os modelos. Ambos os
protocolos de treinamento aumentaram significativamente o TTF, tanto em relacdo ao
valor inicial de cada grupo, quanto em relagdo aos seus respectivos controles (P < 0,001).
O grupo WIS HIT foi estatisticamente superior ao WIS MICT apds o treinamento (P <
0,05). O grupo SHR HIIT apresentou uma tendéncia a diferenca (P = 0,09) em relacédo ao
SHR MICT. O grupo WIS CONT mostrou uma diminui¢do do TTF (P< 0,05) em relagéo

ao seu valor inicial.



A tabela 1 apresenta o peso corporal, peso do coracédo, peso do VE e pesos relativos do coracdo e do VE dos animais normotensos e hipertensos.

Tabela 1. Peso corporal, peso do coracédo, peso do VE e pesos relativos do coracdo e do VE dos ratos normotensos e hipertensos

Variavel/Grupo WIS CON WIS MICT WIS HIIT SHR CONT SHR MICT SHRHIT
Peso Inicial (g) 357 + 10 357 + 10 359 + 10 271 + 112 263 + 10° 257 + 12°
Peso Final (g) 446 + 13 409 + 13 399 + 13" 278 + 142 286 + 13° 307 + 15°

Peso Coragcao () 1,44 +0,1 1,42 +0,2 1,35+0,1 1,51+0,2 1,45+0,2 1,70 + 0,3¢df

Peso Coragao/Peso 3,26 £0,2 3,47+0,2 3,42+0,2 571+£0,32 5,11+ 0,2 5,55 +0,3°
Corporal (mg/g)

Peso VE (9) 1,24+0,1 1,18+0,1 1,12+0,1 1,47 £ 0,22 1,35+0,2° 1,59 +0,2°
Peso VE/Peso Corporal 2,78+ 0,4 2,88+0,4 2,81+0,4 5,63 +0,42 4,75+ 0,4 5,18 +0,4°
(mg/g)

Dados séo média = EPM de 6 animais em cada grupo. WIS CONT, normotenso sem treinamento. WIS MICT, normotenso com treinamento aerdbio
moderado continuo. WIS HIIT, normotenso com treinamento intervalado de alta intensidade. SHR CONT hipertenso sem treinamento. SHR MICT
hipertenso com treinamento aerdbio moderado continuo. SHR HIIT hipertenso com treinamento intervalado de alta intensidade. *
significativamente diferente do respectivo grupo NORMOTENSO. Anova Two-Way seguido de Tukey. 2 P < 0,05 SHR CONT vs. WIS CONT, ° P
< 0,05 SHR MICT vs. WIS MICT, ¢P < 0,05 SHR HIT vs WIS HIIT, ¢ P < 0,05 SHR HIIT vs. SHR CONT, , ¢ P < 0,05 SHR MICT vs. SHR CONT,
P < 0,05 SHR HIIT vs. SHR MICT, ¢ P < 0,05 WIS MICT vs. WIS CONT, " P < 0,05 WIS HIIT vs. WIS CONT, ' P < 0,05 WIS HIIT vs. WIS MICT.

Teste t pareado.
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Os animais hipertensos apresentaram valores inferiores aos normotensos tanto no
peso inicial quanto no peso final (P < 0,001). O HIIT reduziu significativamente 0 peso
final dos ratos normotensos em relacdo ao seu controle.

O grupo SHR HIIT apresentou um valor aumentado do peso do coragdo, em
comparagdo ao SHR CONT e SHR MICT (P <0,01) e ao WIS HIIT (P <0,001). A razéo
do peso do coracdo pelo peso corporal foi superior nos animais hipertensos (P < 0,001)
em comparacdo aos hormotensos e ndo houve efeito do treinamento fisico (P > 0,05).

O peso do VE e arazéo do peso do VE pelo peso corporal foi superior nos animais
hipertensos (P < 0,001) em comparacdo aos normotensos, e ndo houve efeito do

treinamento fisico (P > 0,05) sobre esses valores.



A tabela 2 apresenta os dados da avaliagdo ecocardiografica dos animais normotensos e hipertensos.

Tabela 2. Dados da ecocardiografia dos animais normotensos e hipertensos.

Variavel/Grupos WISCON  WISMICT  WISHIT SHRCONT SHRMICT  SHRHHNT
ESID (mm) 1,71+012  1,86+0,12 160+0,12 2,19+0,12®  1,84+0,12  1,98+0,13°

ESIS (mm) 204+0,12 234+011 211+011 244+0,12*° 219+011 2,60 +0,13°
DIVED (mm) 797+028  779+£026  7,72+026  727+028  7,20+0,26 8,15+ 0,31
DIVES (mm) 523+0,27 482+025 485+025 510+027  482+0,25 5,48 + 0,29

EPVED (mm) 1,60+015  1,42+014 152+0,14  1,98%0,15  2,09+0,14° 249 +0,16%

EPVES (mm) 230+0,16  232+0,15 2,34+0,15 269+0,16® 2,75+0,15° 3,25+ 0,18%"
Fragéo Ejecao (%) 68,7+29 734+28 734+28 63,029 66,5+ 2,8 66,5+ 3,2
Fragdo Encurtamento (%) 344+£22 380+£21 384+2]1 30,1+£22 326+21 32,724

Dados sdo média + EPM de 6 animais em cada grupo. WIS CONT, normotenso sem treinamento. WIS MICT, normotenso com treinamento aerdbio
moderado continuo. WIS HIIT, normotenso com treinamento intervalado de alta intensidade. SHR CONT hipertenso sem treinamento. SHR MICT
hipertenso com treinamento aerébio moderado continuo. SHR HIIT hipertenso com treinamento intervalado de alta intensidade. ESID. Espessura
do septo interventricular na diastole. ESIS. Espessura do septo interventricular na sistole. DIVED. Dimenséo interna do VE na diéstole. DIVES.
Dimenséo interna do VE na sistole. EPVED. Espessura da parede ventricular esquerda na diastole. EPVES. Espessura da parede ventricular
esquerda na sistole. Anova Two-Way seguido de Tukey. 2 P < 0,05 SHR CONT vs. WIS CONT, ? P < 0,05 SHR MICT vs. WIS MICT, ¢ P < 0,05
SHR HIIT vs WIS HIIT, 9 P < 0,05 SHR HIIT vs. SHR CONT, , ¢ P < 0,05 SHR MICT vs. SHR CONT, P < 0,05 SHR HIIT vs. SHR MICT, 9P <

0,05 WIS MICT vs. WIS CONT, " P < 0,05 WIS HIIT vs. WIS CONT, ' P < 0,05 WIS HIIT vs. WIS MICT.
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A ESID mostrou-se elevada nos grupos SHR CONT e SHR HIIT em relacdo aos
seus respectivos normotensos (P < 0,05). O MICT, entretanto, foi capaz de aproximar-se
dos valores apresentados pelos animais normotensos.

A ESIS, tanto no SHR CONT quanto no SHR HIIT apresentaram valores
superiores quando comparados com WIS CONT e WIS HIIT, respectivamente (P < 0,05).
O grupo SHR HIIT apresentou ainda valores superiores aos do SHR MICT (P < 0,05). O
MICT foi capaz de atenuar estes efeitos, sendo que o grupo SHR MICT apresentou
valores semelhantes aos do grupo WIS MICT.

As variaveis DIVED e DIVES néo apresentaram diferencas significativas entre 0s
grupos, tanto em relacdo aos efeitos da hipertenséo e dos programas de treinamento fisico
(P >0,05).

A hipertensédo causou aumento (P < 0,001) da EPVED, sendo que o0s grupos SHR
apresentaram valores superiores em comparagao aos seus hormotensos controles. O grupo
SHR HIIT também apresentou um valor superior ao do grupo SHR CONT (P < 0,05).
Para a EPVES, todos os grupos SHR também apesentaram valores superiores aos seus
respectivos normotensos (P < 0,001). O SHR HIIT apresentou ainda valores superiores
aos grupos SHR CONT e SHR MICT (P < 0,05).

Para ambas as varidveis de funcdo cardiaca, fracdo de ejecdo e fracdo de
encurtamento, ndo houve efeito da hipertenséo e de ambos os protocolos de treinamento
fisico (P > 0,05).

A figura 6 apresenta os graficos representativos do transiente de [Ca®*]i dos
cardiomidcitos na intensidade de 5 Hz, seguida da figura 7 que apresenta a amplitude do
transiente de [Ca*];, o tempo para o pico do transiente de [Ca?']i e o tempo para 50% do

decaimento do transiente de [Ca?*];.
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Figura 7. Tracados representativos de resposta do transiente de [Ca?*]i na estimulagdo de 5 Hz
em A) WIS CONT; B) SHR CONT; C) WIS MICT; D) SHR MICT; E) WIS HIIT e F) SHR HIIT.
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Figura 8. A) Amplitude do Transiente de [Ca?*]i, B) Tempo para o Pico do Transiente de [Ca?*]i, C) Tempo para 50% do decaimento do Transiente
de [Ca?*];. Dados sdo média + EPM de 6 a 10 células por animal por grupo (n= 6 animais em cada grupo). WIS CONT, normotenso sem
treinamento. WIS MICT, normotenso com treinamento aerébio moderado continuo. WIS HIIT, normotenso com treinamento intervalado de alta
intensidade. SHR CONT hipertenso sem treinamento. SHR MICT hipertenso com treinamento aerobio moderado continuo. SHR HIIT hipertenso
com treinamento intervalado de alta intensidade. Painéis A, B e C, Anova Two-Way seguido de Tukey. 2 P < 0,05 SHR CONT vs. WIS CONT, P P
< 0,05 SHR MICT vs. WIS MICT, ¢ P < 0,05 SHR HIIT vs WIS HIIT, ¢ P < 0,05 SHR HIIT vs. SHR CONT.
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A amplitude do transiente de [Ca?*]i * (Fig. 7A) foi superior nos cardiomidcitos
dos animais hipertensos em todas as frequéncias de estimulacdo (P < 0,001). Nas
estimulagdes de 5 e 7 Hz, os cardiomidcitos do grupo SHR HIIT apresentaram valores
semelhantes aos do grupo WIS HIIT.

Quanto ao tempo para o pico do transiente de [Ca?*]i (Fig. 7B), os cardiomidcitos
dos animais hipertensos apresentaram valores superiores aos dos animais normotensos
em todas as frequéncias de estimulagdo (P < 0,001). Os cardiomidcitos do grupo SHR
MICT apresentaram valores proximos aos dos seus respectivos normotensos na
estimulacdo de 7 Hz. O HIT foi capaz de reduzir significativamente (P < 0,05) estes
valores em todas as frequéncias.

O tempo para 50% do decaimento do transiente de [Ca®']i (Fig. 7C) foi superior
apenas nos cardiomiécitos do grupo SHR CONT a 5 Hz (P < 0,05), em comparagdo aos
dos WIS CONT. Néo houve efeitos dos protocolos de treinamento fisico sobre esse

parametro.

A figura 9 apresenta os graficos representativos da contracdo celular na frequéncia
de 5 Hz, seguida da figura 10 que apresenta a amplitude de contracdo e o tempo para o

pico de contracdo, o tempo para 50% do relaxamento.
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Figura 9. Tracados representativos de resposta da amplitude de contracdo na
estimulacé@o de 5 Hz em A) WIS CONT; B) SHR CONT; C) WIS MICT; D) SHR MICT,;
E) WIS HIIT e F) SHR HIIT.
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Figura 10.Contracéo celular. A) Amplitude de Contracéo B) Tempo para o Pico de Contracdo, C) Tempo para 50% do Relaxamento. Dados s&o
média £ EPM de 6 a 10 celulas por animal por grupo (n= 6 animais em cada grupo). WIS CONT, normotenso sem treinamento. WIS MICT,
normotenso com treinamento aerébio moderado continuo. WIS HIIT, normotenso com treinamento intervalado de alta intensidade. SHR CONT
hipertenso sem treinamento. SHR MICT hipertenso com treinamento aerobio moderado continuo. SHR HIIT hipertenso com treinamento
intervalado de alta intensidade. Painéis A, B e C, Anova Two-Way seguido de Tukey. ® P < 0,05 SHR CONT vs. WIS CONT, ? P < 0,05 SHR MICT
vs. WIS MICT, ¢ P < 0,05 SHR HIIT vs WIS HIIT, ¢ P < 0,05 SHR MICT vs. SHR CONT, fP < 0,05 SHR HIIT vs. SHR MICT, ¢ P < 0,05 WIS
MICT vs. WIS CONT, " P < 0,05 WIS HIIT vs. WIS CONT.
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A amplitude de contragdo (Fig. 9A) foi superior nos cardiomidcitos dos animais
hipertensos na frequéncia de 5 Hz (P < 0,01). O MICT foi capaz de reduzir (P < 0,01)
esses valores na estimulacdo de 5 Hz em relacio ao SHR CONT. Todavia, 0s
cardiomiocitos dos animais treinados normotensos  apresentaram  valores
significativamente superiores aos dos seus controles (P < 0,05). Os cardiomidcitos do
grupo WIS MICT apresentaram valores superiores aos do grupo SHR MICT (P < 0,05)
nas frequéncias de 5 e 7 Hz.

Em relacdo ao tempo para o pico de contracéo (Fig. 9B), os cardiomidcitos dos
animais hipertensos apresentaram valores superiores aos dos normotensos na estimulagéo
de 3 Hz (P < 0,001). O grupo WIS MICT apresentou valores inferiores relativamente ao
WIS CONT (P < 0,05). Nas estimulagdes de 5 e 7 Hz ndo houve diferencas significativas
entre os grupos (P > 0,05).

O tempo para 50% do relaxamento (Fig. 9C) foi superior nos cardiomidcitos dos
animais hipertensos na estimulacdo de 3 Hz (P < 0,001) e de 7 Hz (P < 0,01) em
comparagdo aos normotensos. Os cardiomidcitos do grupo SHR MICT apresentaram
valores semelhantes aos do grupo WIS MICT quando estimulados a 7 Hz (P < 0,05).
Quando estimulados a 3 Hz, os cardiomidcitos do grupo WIS MICT apresentaram valores
inferiores em relacédo ao seu controle (P < 0,001), e os do grupo WIS HIIT apresentaram

uma tendéncia a diminuicdo em relacdo ao seu controle (P = 0,09).
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5. DISCUSSAO

Neste estudo, foram investigados os efeitos do MICT e do HIIT sobre os
pardmetros cardiovasculares, propriedades morfolégicas e funcionais do coragdo e
propriedades mecanicas de cardiomiocitos isolados do ventriculo esquerdo de ratos
hipertensos.

Os resultados mostraram que ambos os programas de treinamento fisico
aumentaram a capacidade de corrida dos animais, avaliada por meio do TTF. Nos ratos
hipertensos, 0 MICT reduziu a FC de repouso, tendeu a diminuir a PAS, diminuiu a PAD,
a PAM, a ESID e a ESIS, e a amplitude de contracdo a 5 Hz.

O HIIT, por sua vez, induziu um aumento no peso do coracdo, na EPVES e
EPVED, além de uma reducdo da PAS e uma tendéncia a diminui¢cdo da PAM. O HIIT
causou uma diminuicdo do tempo para o pico do transiente de [Ca?*]i em todas as
frequéncias de estimulacéo estudadas.

Em relagdo aos animais normotensos, o MICT provocou um aumento na
amplitude de contracdo dos cardiomidcitos na estimulagdo de 5 Hz, uma diminuicdo no
tempo de pico para contracdo e para o tempo para 50% do relaxamento a 3 Hz.

O HIIT, por sua vez, provocou uma diminuicao no peso final, um aumento do pico
de contracdo a 5 Hz e uma tendéncia a diminui¢do do tempo para 50% do relaxamento a
3 Hz.

Ja esta bem documentado na literatura que o treinamento aerdbio continuo de
intensidade leve a moderada provoca adaptacdes cardiacas benéficas tanto em animais
normotensos quanto em hipertensos (NATALI et al., 2002, BOCALINI et al., 2010,
CARNEIRO-JUNIOR et al., 2010; LIBONATI et al., 2011; ROMAN-CAMPOS et al.,
2012; CARNEIRO-JUNIOR, 2013, CARNEIRO-JUNIOR et al., 2013; CARNEIRO-
JUNIOR et al., 2014; CARNEIRO-JUNIOR et al., 2019). Em relacdo ao treinamento
aerobio intervalado de alta intensidade, por outro lado, existem relatos de disfuncdes
elétricas ventriculares em animais normotensos (BENITO et al., 2011) e disfungdes no
remodelamento cardiaco em ratas hipertensas (REBELO et al., 2012), até relatos de
remodelamento cardiaco benéfico e melhora na fungdo ventricular em pacientes com
falha cardiaca (WISL@FF et al., 2012; ANGARDI et al., 2014).
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5.1. Treinamento Aerdbio Continuo de Intensidade Moderada (MICT)

Ao final do MICT, os animais hipertensos apresentaram valores
significativamente inferiores de FC, PAD e PAM, e uma tendéncia a diminuigdo da PAS.
O exercicio continuo de intensidade moderada, praticado constantemente, € capaz de
aumentar a producdo de 6xido nitrico (ON), um importante vasodilatador, assim como
diminuir a expressdo de endotelina-1 (ET-1) circulante (um vasoconstritor), em humanos
e animais de diferentes idades e sexo. Os mecanismos pelos quais o0 exercicio altera estas
expressdes ndo sdo bem definidos, mas suas consequéncias sé&o importantes para a
manutencdo e diminuicdo da pressao arterial (DESOUZA et al., 2000; MAEDA et al.,
2001; TANABE et al., 2003; MAEDA et al., 2004). As diminuicGes da FC, PAD, PAM
e a tendéncia a diminuicdo da PAS podem também ser resultado de uma diminuigéo da
atividade simpaética. Estudos mostraram que em animais hipertensos, mesmo em repouso,
a atividade simpatica € aumentada, 0 que em grande parte contribui para a pressao
elevada, sendo que o treinamento aerdbio moderado se mostrou eficiente em diminuir
esta atividade, a partir de um maior controle autondémico, promovendo uma diminuicéo
na FC de repouso e na PA (BING et al., 2002; BERTAGNOLLI et al., 2008; GRASSI,
SERAVALLE & QUARTI-TREVANO, 2010).

Os resultados de PAS estdo de acordo com aqueles reportados na literatura, uma
vez que é amplamente relatada a diminuicdo desta varidvel com este treinamento
(PESCATELLO et al.,, 2005; HAMER, 2006; CORNELISSEN & SMART, 2013;
CARNEIRO- JUNIOR, 2013). A PAD também segue aquilo que é encontrado na
literatura. Fagard (2001) mostra que grande parte dos estudos selecionados que realizaram
analise de PAD pos-treinamento obtiveram resultados semelhantes, tanto em individuos
normotensos quanto em hipertensos. Pescatello et al. (1991) mostram também que apenas
uma sessdo, seja de exercicio leve ou moderado, é suficiente para gerar uma diminuicao
na PAD em individuos hipertensos. A PAM é obtida através de um calculo levando em
consideracdo a PAS e a PAD. Ela é a representacdo da perfusao tecidual durante todo o
ciclo cardiaco, sendo bastante estavel (MAGALHAES, 2002). Krzesiak et al. (2019) em
estudo envolvendo animais hipertensos encontraram resultados semelhantes, onde o
exercicio continuo de intensidade moderada causou uma significativa diminuicdo da
PAM. Em outro estudo (PESCATELLO et al., 1991) envolvendo humanos, foi mostrado
que apenas uma sessdo de exercicio leve e moderado foi capaz de diminuir

significativamente a PAM por um periodo de até 12 horas apds o exercicio em
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hipertensos. Skutnik et al. (2016), em seu estudo envolvendo pessoas em estagio de pré-
hipertensdo também relataram diminuic&o significativa da PAM.

Em relacdo a morfologia cardiaca, em nosso estudo a hipertensdo aumentou de
forma significativa a ESID quanto a ESIS, bem como a EPVED e EPVES. Como a
hipertensdo causa um aumento na pos-carga, ocorrem adaptacdes necessarias para que o
funcionamento do coracdo ndo seja afetado. Neste caso, as principais adaptacdes que
influenciam no aumento destas variaveis sdo 0 aumento da seccdo transversa dos
cardiomidcitos, advindo de uma resposta adaptativa & maior sobrecarga pressorica (pos-
carga), ao aumento da matriz extracelular colagena e da atividade simpatica
(SHIRWANY & WEBER, 2006, MILL et al., 2011, CARNEIRO-JUNIOR, 2013). O
exercicio moderado foi capaz de reduzir a ESID e ESIS. Ja é bem documentado na
literatura (BERNARDO et al., 2010; FERNANDES et al., 2011: ELLISSON et al., 2012;
CARNEIRO-JUNIOR et al., 2013) que 0 exercicio aerébio continuo de intensidade leve
a moderada promove adaptacOes fisiologicas na morfologia cardiaca. A hipertrofia
fisioldgica excéntrica € causada por um aumento no volume sanguineo que chega ao
coracdo, devido ao aumento do retorno venoso proporcionado pela contragdo muscular
esquelética, aumentando assim a pré-carga. Estes fatores aumentam o nUmero de
sarcOmeros em série, causando um aumento da camara cardiaca sem grande aumento do
miocardio.

A amplitude de contracdo dos cardiomidcitos dos animais hipertensos foi superior
a dos animais normotensos, na frequéncia de 5 Hz. Este resultado se difere de outros ja
encontrados na literatura (CARNEIRO-JUNIOR, 2013; ROMAN-CAMPOS et al, 2012;
KRZESIAK et al, 2019), onde os animais hipertensos apresentaram valores inferiores.
Estas divergéncias podem existir gracas a diferenca de estimulac¢do dos cardiomidcitos,
uma vez que em outros estudos eles foram estimulados a 1 Hz. Os dados encontrados
podem ser explicados uma vez que os cardiomiocitos dos animais analisados se
encontram na fase de hipertrofia compensada, de forma que todo o coragéo trabalha com
mais intensidade para manter sua funcdo, gerando assim uma resposta compensatoria
(HASENFUSS, 1998; DOGGRELL & BROWN, 1998).

Neste estudo, os cardiomiocitos dos animais hipertensos apresentaram um maior
tempo para o pico de contracdo na intensidade de 3. Estes achados vao de acordo com
aqueles apresentados na literatura (CARNEIRO-JUNIOR et al, 2010; ROMAN-
CAMPOS et al, 2012; CARNEIRO-JUNIOR, 2013; KRZESIAK et al, 2019). A
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hipertensdo afeta a membrana celular, tanto morfoldgica quanto funcionalmente. Ela gera
uma modificacao estrutural na membrana, especificamente nos tdbulos T, que faz com
que os canais tipo L nao fiqguem alinhados com os RyR2, o que diminui o subespaco,
diminuindo tanto a entrada de Ca?* para o ambiente intracelular quanto sua interagdo com
0s RyR2. Além disso, existe uma diminuicdo no potencial elétrico das células,
consequente de uma diminuicao das correntes Ito, que sdo responsaveis pela fase inicial
da repolarizacéo celular. Em adicdo, a hipertensdo também causa uma indiferenciacéo na
duracéo do potencial de acéo de células de diferentes regides do miocardio (endocérdio e
epicardio), o que pode levar a eventos arritmicos (ROMAN-CAMPOS et al, 2012:
KRZESIAK et al, 2019).

O tempo para 50% do relaxamento também apresentou dados que estdo de acordo
com a literatura (CARNEIRO-JUNIOR et al, 2010; ROMAN-CAMPOS et al, 2012;
CARNEIRO-JUNIOR, 2013; KRZESIAK et al, 2019). Os animais hipertensos
apresentaram tempos maiores a estimulacdo de 3 Hz e 7 Hz em relagdo aos seus
respectivos normotensos. A hipertensdo causa uma alteracdo na razdo o/p-MHC,
aumentando a segunda em detrimento da primeira. Este aumento acontece gracas ao
constante remodelamento cardiaco estimulado pelo estresse continuo gerado a partir da
alta pressdo sanguinea. O remodelamento é acompanhado por modificagbes na
transcrigdo génica, onde genes fetais (FNA, a-actina e B-MHC) passam a ser reexpressos,
aumentando o tempo de contracdo celular e prejudicando o seu relaxamento (MILL et al.,
2011; CARNEIRO-JUNIOR, 2013). A reexpresséo da f-MHC pode ser explicada a partir
de modificacdes epigenéticas. O miRNA 208a ¢ um RNA ndo-codificante que €
responsavel pela regulacéo positiva do gene Myh7 (precursor da p-MHC), uma vez que
ele atua como inibidor do Myh6, que ¢ ¢ precursor da a-MHC (MONTGOMERY et al.,
2011). O grupo SHR MICT apresentou o tempo de relaxamento proximo ao do grupo
WIS MICT na intensidade de 7 Hz. O exercicio aerébio moderado é capaz de aumentar a
expressdo de SERCA2a e NCX nos cardiomidcitos, o que facilita a recaptacio de Ca®*
para o reticulo sarcoplasmatico. Apesar de ndo haver diferenca significativa no tempo
para 50% do decaimento do transiente de [Ca®']; entre os SHR MICT e WIS MICT, é
valido lembrar que a amplitude do transiente de [Ca?']i foi superior nos animais
hipertensos, podendo haver entdo mais Ca?* intracelular, e uma maior recaptacdo por
parte da SERCA?2a e atividade do NCX (CARNEIRO-JUNIOR, 2013).
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5.2. Treinamento Aerobio Intervalado de Alta Intensidade (HIIT)

O HIIT diminuiu a PAS e tendeu a diminuir a PAM. E discutido que o exercicio
fisico de alta intensidade causa um aumento na atividade simpética que, por sua vez,
impossibilita a diminuicdo da pressao arterial (SUN et al., 2008). Porém, o HIIT, por ser
uma atividade intermitente, permite um melhor controle da atividade simpatica, a partir
de um maior tonus vagal, o que leva a uma diminui¢do da FC (MOLMEN-HANSEN et
al., 2012; WESTON et al., 2013). Nossos resultados estdo de acordo com aqueles
encontrados por Molmen-Hansen et al. (2012a), que também reportaram uma diminuicédo
significativa nos valores de PAS ap0s a realizacdo do programa de exercicio aerobio
intermitente de alta intensidade. Neste grupo, a PAM apresentou uma tendéncia a
diminuigdo. Krzesiak et al. (2019) em estudo envolvendo animais hipertensos e tipos de
treinamentos similares aos deste estudo, encontraram resultados semelhantes, com o
grupo HIIT apresentando diminuicdo significativa. Skutnik et al. (2016) avaliou o efeito
do HIIT envolvendo humanos em estado de pré-hipertensao, apresentando também uma
diminuig&o significativa.

Em relacdo a morfologia cardiaca, o HIIT causou um aumento significativo da
EPVED e EPVES dos animais hipertensos. O estimulo gerado pelo programa de
treinamento HIIT difere-se do MICT, uma vez que existem curtos estimulos de alta
intensidade intercalados por momentos de menor intensidade. Este tipo de estimulo faz
com que as adaptacOes cardiacas sejam mais proximas daquelas que ocorrem em um
treinamento fisico resistido, denominada hipertrofia concéntrica. Ela acontece devido ao
aumento da pressdo intraventricular durante a fase sistélica, denominado pds-carga. Este
aumento gera uma grande tensdo parietal, que faz com que ocorra aumento dos
sarcOmeros em paralelo, gerando um aumento na espessura do miocardio sem modificar
as dimensdes internas das camaras (FERNANDES et al., 2011; MELO et al., 2015). As
variaveis de fungéo cardiaca ndo foram diferentes nos animais hipertensos, e ndo foram
alteradas pelo HIIT. Isso pode ser explicado pelo fato de que os animais utilizados no
presente estudo, se encontravam na fase compensatoria da hipertensdo, onde existe um
remodelamento cardiaco na tentativa de contrapor a sobrecarga pressorica, mas ainda sem
prejudicar notadamente a funcdo do coragdo. Uma vez que 0s animais ainda se
encontravam nesta fase, os niveis de fracdo de ejecdo e fragdo de encurtamento

encontraram-se sem perda e, como o HIIT ndo gerou um aumento da camara ventricular,
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ndo houve aumento no volume de ejecdo sanguineo. (MUJUMDAR & TYAGI, 1999;
CARNEIRO-JUNIOR, 2013).

Os resultados mostraram que a hipertensdo aumentou a amplitude do transiente de
[Ca?*]i dos cardiomidcitos, sendo que o HIIT foi capaz de aproximar essa variavel dos
valores dos animais normotensos. Os resultados de Krzesiak et al. (2019) foram
divergentes dos aqui encontrados, uma vez que HIIT aumentou a amplitude de calcio dos
cardiomidcitos dos animais hipertensos. Os resultados aqui encontrados devem-se ao fato
de que o HIIT gerou adaptagdes cardiacas positivas, como a diminui¢do da sobrecarga
pressorica e, consequentemente, uma diminuicéo do trabalho celular.

A hipertensdo causou um aumento significativo no tempo para o pico de [Ca?*];,
0 que esta de acordo com a literatura (CARNEIRO-JUNIOR, 2013; KRZESIAK et al.,
2019). Em nosso estudo, assim como no de Krzesiak et al. 2019, os animais hipertensos
do protocolo HIIT apresentaram uma diminuigdo significativa deste tempo. Estudos
mostraram que a hipertensdo tem um efeito deletério na estruturacéo e consequentemente
na funcdo dos tubulos T, o que, por sua vez, pode dificultar a entrada de calcio para a
célula, aumentando assim o tempo para o pico (MANFRA et al, 2017). O exercicio fisico,
especialmente o de alta intensidade, é capaz de reorganizar estruturalmente os tubulos T,
de forma a recuperar a funcionalidade do mesmo (KRZESIAK et al, 2019). Como citado
anteriormente, a hipertensao afeta negativamente a duracdo do potencial de agéo celular,
através da diminuicdo das correntes l,, prolongando a entrada e Ca®' e,
consequentemente, 0 tempo para o pico de Ca?". Soma-se a isso o fato de que o HIIT
aumenta a expressdo de RyR2, SERCA2a e FLB fosforilada, o que acelera a liberacédo e
recaptacio de célcio, aumentando a velocidade do transiente de [Ca?*]i global (ROMAN-
CAMPOS et al., 2012;, CARNEIRO-JUNIOR, 2013; CARNEIRO-JUNIOR et al, 2014;
KRZESIAK et al., 2019). O HIIT apresenta adaptacGes semelhantes aquelas obtidas
através do treinamento resistido. Nesta linha, Melo et al. (2015) mostraram em seu estudo
que o exercicio fisico resistido foi capaz de regular a funcédo cardiaca de ratos a partir da
modulacdo epigenética. O miRNA-214 é um regulador da SERCAZ2a, sendo que apos o
treinamento resistido, ratos apresentaram menor expressdo de miRNA-214 e uma maior
expressdo de SERCA2a no VE, aumentando também a recaptagdo de Ca?* para o reticulo
sarcoplasmatico.

Os resultados encontrados neste estudo mostraram que ambos 0s tipos de

treinamento fisico promoveram beneficios ao coracdo de ratos hipertensos. O HIIT,
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apesar de ser um exercicio fisico de alta intensidade, é acompanhado de periodos de
descanso ativo, 0 que promove uma maior seguranca na pratica desta atividade, ndo
gerando um maior risco do que o MICT (WESTON, WISL@FF & COOMBS, 2013). Este
modelo de exercicio fisico aerébio, por ser mais dindmico e apresentar diversas variagdes
praticas, pode se apresentar como um atrativo para o inicio e aderéncia na préatica regular
de atividade fisica pelos individuos, inclusive hipertensos. E importante destacar que para
individuos com doencas cardiovasculares, o controle clinico e 0 acompanhamento por
profissional de Educagdo Fisica é determinante para a seguranca e efetividade do

programa de treinamento fisico.

5.4. Limitag0es e Perspectivas

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos de diferentes tipos de
treinamento fisico aerdbio sobre a morfologia, funcdo e propriedades mecénicas do
coragdo de ratos hipertensos. Além dos resultados apresentados aqui, a expressao génica
e proteica de moléculas controladoras do transiente de [Ca®']i (ex: SERCA2a, RyR2,
FLB, NCX, etc.), e da contracdo (ex: razdo o/f MHC, etc.), além da determinacdo do
conteddo de colageno, devem ser avaliados para melhor compreensdo dos efeitos da
hipertensao e dos diferentes tipos de treinamento fisico sobre a funcdo cardiaca.

As perspectivas envolvem realizar as analises supracitadas e também aprofundar
0 conhecimento na area, a partir de analises epigenéticas, especificamente de miRNAs
ligados a mecéanica contratil e de metilacdo de DNA dos genes responsaveis pela

transcricdo das proteinas reguladoras do transiente de [Ca®'];.



S7

6. CONCLUSAO

A hipertensdo aumentou as pressdes arteriais, os indices de hipertrofia cardiaca
do VE, as espessuras do septo interventricular e do ventriculo esquerdo e ndo alterou as
fracdes de ejecdo e de encurtamento. Além disso, aumentou a amplitude do transiente de
[Ca*]i, o tempo para o pico do transiente de [Ca*]i em todas as frequéncias de
estimulacdo avaliadas, e o tempo para 50% do decaimento de [Ca?]i a 5 Hz. Aumentou
ainda a amplitude de contracdo a 5 Hz, o tempo para o pico de contra¢do a 3 Hz e o tempo

para 50% do relaxamento a 3 e 7 Hz;

O MICT reduziu a FC de repouso, aumentou o desempenho fisico, diminuiu as
pressOes arteriais diastlica e média, a espessura do septo interventricular na sistole na

diastole e a amplitude de contracdo na frequéncia de 5 Hz,;

O HIIT aumentou o desempenho fisico, diminuiu a pressdo arterial sistolica,
aumentou a espessura da parede do ventriculo esquerdo na sistole e na diastole, reduziu

0 tempo para o pico do transiente de [Ca?"]; em todas as frequéncias de estimulag&o.
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8. ANEXOS

CERTIFICADO

A Comissfio de Ftica no Uso de Animais - CEUAUFY certifica que 6
processe o 982017, intiwlado “Efeitos de diferentes tipos de treinamento
fisico aerdbio svbre propriedades marfoldgicas, epigenéticas ¢ meedinicas do
coracio de ratos hipertensos”, coordenado pelo professor Miguel Araijo
Carnciro do Deparamento de Educagdo Fisica, estd de acorde com a Legislacio
vigenle (Lei N 11794, de 08 de outubro de 2008}, as Resolugdes Mormativas
editadas pelo CONCEAMCTL, a DDBCA (Diretriz Brasileira de Pratica para o
Cuidado e a Utihizagdo de Animais para Fins Cientiticos e Didaticos) ¢ as
Ehrelrizes da Pratica de Futandsia preconizadas pelo CONCEA/MCTL portanto
sendo aprovado por esta Comissdio em 16/03/2018, com validade de 12 meses.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UTV certify that the process number
B8/2017, named “Effects of different types of aerchic physical training on
morphalogical, epigenctic and mechanical propertics of the heart of
hypertensive rats”, is in agreement with the a actual Brazilian leeistation { 1.ci
N* 10794, 2008). Mormative Resolutions edwed by CONCEAMCTI, the
DBCA (Brazilian Practice Cuideline lor the Care and Use of Animals for
Soicntific Puwpuses and Teaching) and the Cuidelings of Practice the Euthunasia
recommended by CONCTEAMOTT therelone being approved by the Commillee
on March 16, 2018 valid fir 12 months.
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