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RESUMO

Avaliacdo do Colageno e das Miosinas Cardiacas em Ratos com
Hipertensao Arterial Pulmonar Submetidos a Treinamento Preventivo

O objetivo deste estudo foi investigar na fase inicial (pré-clinica) da Hipertenséo
Arterial Pulmonar (HAP) o efeito do treino aerdbio preventivo no colageno e nas
miosinas cardiacas. Foram utilizados 32 ratos Wistar machos, separados em 4
grupos de 8 animais, grupo 1: sedentario controle (S); grupo 2: treino controle
(T); grupo 3: sedentéario Hipertensdo Arterial Pulmonar (SHAP); grupo 4: treino
Hipertensdo Arterial Pulmonar (THAP). Os animais treinaram por treze
semanas em esteira rolante, com duas semanas de adaptacdo com duracédo de
15 minutos a 45 minutos e velocidade da esteira de 0,6 km/h a 0,9 km/h, ja no
treinamento o tempo aumentou para 60 minutos e a velocidade para 1,1km/h. A
HAP foi induzida por aplicacdo da monocrotalina, com consequente disfuncao
ventricular direita apdés a décima semana de treinamento, e 0s animais
controles foram submetidos a aplicacdo de solucdo salina. Foram realizados
dois testes do limiar do lactato, 24 horas e 14 dias, apdés a aplicacdo da
monocrotalina. Ao final da décima terceira semana foi realizado o
ecocardiograma para comprovar a disfuncédo cardiaca. Esses animais foram
posteriormente eutanasiados, e o ventriculo direito (VD) retirado para analises
morfolégica e de expressédo génica. O VD foi analisado por meio da coloragéo
de cortes histologicos por Picrosirius red para o conteudo de colageno, e por
PCR quantitativa apés transcricdo reversa (RT-gPCR em tempo real), para a
expressao génica de collal (collagen type | alpha 1chain), colla2 (collagen
type | alpha 2 chain), myh6 (myosin heavy chain 6) e myh7 (myosin heavy
chain 7). Houve disfuncédo cardiaca comprovada pela reducédo da velocidade
méaxima da artéria pulmonar e do tempo de aceleracdo da artéria pulmonar. Os
resultados ndo mostraram diferenca em relacdo a fracdo de colageno
intersticial. Houve aumento dos genes collal (p=0,008) entre os grupos SHAP
e THAP vs. S, THAP vs T, e myh7 (p=0,0242) entre os grupos THAP vs S.
Concluimos que no inicio da disfung¢do cardiaca por HAP ja ocorre aumento
dos genes myh7 e collal sem aumento da fracdo de colageno, porém o
treinamento preventivo ndo amenizou essas alteracdes génicas.

Palavras-chave: Hipertensdo Pulmonar; Monocrotalina; Exercicio, Disfuncdo
Ventricular.



ABSTRACT

Evaluation of Collagen and Cardiac Myosin in Rats with Pulmonary
Arterial Hypertension Submitted to Preventive Training

The purpose of this study was to investigate the effect of preventive aerobic
training on collagen and cardiac myosin in the early phase (preclinical) of
Pulmonary Arterial Hypertension (PAH). Thirty-two male Wistar rats were used,
divided into 4 groups of 8 animals, group 1: sedentary control (S); Group 2:
training control (T); Group 3: sedentary Pulmonary Arterial Hypertension
(SPAH); Group 4: training Pulmonary Arterial Hypertension (TPAH). The
animals trained for thirteen weeks on a treadmill, with two weeks of adaptation
lasting from 15 minutes to 45 minutes and speed of the treadmill from 0.6 km / h
to 0.9 km / h, while in training the time increased to 60 Minutes and the speed to
1.1km / h. PAH was induced by the application of monocrotaline, with
consequent right ventricular dysfunction after the tenth week of training, and the
control animals were submitted to saline solution. Two tests of the lactate
threshold were performed, 24 hours and 14 days, after the application of
monocrotaline. At the end of the thirteenth week, an echocardiogram was
performed to confirm cardiac dysfunction. These animals were later euthanized,
and the right ventricle (RV) removed for morphological and gene expression
analyzes. The RV was analyzed by staining of Picrosirius red histological
sections for collagen content and by quantitative PCR after reverse transcription
(RT-gPCR in real time) for the gene expression of collal (collagen type | alpha
1chain), Colla2 (collagen type I alpha 2 chain), myh6 (myosin heavy chain 6)
and myh7 (myosin heavy chain 7). There was confirmed cardiac dysfunction by
the reduction of the maximum velocity of the pulmonary artery and the time of
acceleration of the pulmonary artery. The results showed no difference in
relation to the fraction of interstitial collagen. There was an increase of the
collal genes (p = 0.008) between the SPAH and TPAH groups. S, TPAH vs T,
and myh7 (p = 0.0242) between the TPAH vs S groups. We conclude that at the
beginning of the cardiac dysfunction by PAH increases myh7 and collal genes
without increasing the collagen fraction, but preventive training did not soften
these gene alterations.

Keywords: Hypertension, Pulmonary; Monocrotaline; Exercise, Ventricular
Dysfunction.
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Qual € a questao central deste estudo?

NOs investigamos o efeito do treinamento preventivo sobre a expressdo génica de myh6
e myh7 e de collal e colla2 cardiaco, no estagio de disfungéo cardiaca na Hipertenséo
Pulmonar.

Qual ¢ a principal concluséo e sua importancia?

Nos fornecemos novos achados que na disfuncdo cardiaca por Hipertensdo Pulmonar
houve aumento na expresséo génica de myh7 e collal, mas o treinamento fisico aerdbio
preventivo ndo amenizou essas alteracdes. Esse achado tem importantes implicacOes
clinicas para os pacientes no estdgio inicial de Hipertensdo Pulmonar, pois esta

populacdo pode ter alteracBes da funcéo cardiaca.

RESUMO
O objetivo deste estudo foi investigar na fase inicial (pré-clinica) da Hipertensdo

Arterial Pulmonar (HAP) o efeito do treino aerébio preventivo no colageno e nas
miosinas cardiacas. Foram utilizados 32 ratos Wistar machos, separados em 4 grupos de
8 animais, grupo 1: sedentario controle (S); grupo 2: treino controle (T); grupo 3:
sedentério Hipertensdo Arterial Pulmonar (SHAP); grupo 4: treino Hipertensdo Arterial
Pulmonar (THAP). Os animais treinaram por treze semanas em esteira rolante, com
duas semanas de adaptacdo com duracdo de 15 minutos a 45 minutos e velocidade da
esteira de 0,6 km/h a 0,9 km/h, ja no treinamento o tempo aumentou para 60 minutos e a
velocidade para 1,1km/h. A HAP foi induzida por aplicacdo da monocrotalina, com
consequente disfuncdo ventricular direita apds a décima semana de treinamento, e 0s
animais controles foram submetidos a aplicacdo de solucdo salina. Foram realizados
dois testes do limiar do lactato, 24 horas e 14 dias, ap6s a aplicacdo da monocrotalina.
Ao final da décima terceira semana foi realizado o ecocardiograma para comprovar a

disfuncdo cardiaca. Esses animais foram posteriormente eutanasiados, e o ventriculo
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direito (VD) retirado para analises morfologica e de expressdo génica. O VD foi
analisado por meio da coloracdo de cortes histoldgicos por Picrosirius red para o
conteudo de colageno, e por PCR quantitativa apos transcri¢do reversa (RT-gPCR em
tempo real), para a expressdo génica de collal (collagen type I alpha 1chain), colla2
(collagen type | alpha 2 chain), myh6 (myosin heavy chain 6) e myh7 (myosin heavy
chain 7). Houve disfuncéo cardiaca comprovada pela reducédo da velocidade maxima da
artéria pulmonar e do tempo de aceleragdo da artéria pulmonar. Os resultados nédo
mostraram diferenca em relacdo a fracdo de colageno intersticial. Houve aumento dos
genes collal (p=0,008) entre os grupos SHAP e THAP vs. S, THAP vs T, e myh7
(p=0,0242) entre os grupos THAP vs S. Concluimos que no inicio da disfuncédo cardiaca
por HAP j& ocorre aumento dos genes myh7 e collal sem aumento da fracdo de

colageno, porém o treinamento preventivo ndo amenizou essas alteracdes génicas.
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INTRODUCAO

A Hipertensdo Arterial Pulmonar (HAP) é uma doenca grave e incapacitante,
que ocasiona insuficiéncia cardiaca (IC) direita, cuja prevaléncia segundo dados
europeus é de 15-60 casos por milhdo de habitantes e de 5-10 casos/milhdo/ano (Bocchi
et al. 2012). Uma das principais causas da HAP é a Doenca Pulmonar Obstrutiva
Crénica (DPOC) (Heck et al. 2015). Em estudo do nosso laboratério demonstramos que
ja fase inicial da HAP com disfuncdo cardiaca caracterizada por hipertrofia de
ventriculo direito e diminuicdo da contratilidade houve a reducdo nos genes de transito
de calcio. Entretanto, a compreensdo de outros mecanismos moleculares na fase inicial
da HAP sdo necessarios para que sejam tracadas novas e precoces estratégias
terapéuticas (Pacagnelli et al. 2016).

Em pacientes 0 aumento da pressao pulmonar pode levar ao Cor Pumonale como
consequéncia (Miniati et al. 2011). O Cor Pulmonale € a hipertrofia concéntrica do
ventriculo direito (VD) por sobrecarga de pressdo, devido a pds-carga no VD estar
aumentada (Han et al. 2007). Na América do Norte 50% dos casos de Cor Pulmonale
estdo relacionados a pacientes com DPOC (Loscalzo, 2013). Outras patologias que
podem levar a hipertensdo pulmonar e/ou ao Cor Pulmonale sd&o o tromboembolismo
pulmonar, fibrose cistica, hipertensdo pulmonar primaria, fibrose pleural, entre outras
(Ota et al. 1998). Devido a remodelacdo cardiaca patoldgica no Cor Pulmonale, o
paciente pode ter alteragcfes hemodindmicas (Okada et al. 2009), e quando 0 organismo
ndo consegue compensar a sobrecarga, se da inicio a insuficiéncia cardiaca (IC) (Norton
et al. 2002). O paciente com IC direita apresenta congestdo venosa sistémica, estase
jugular bilateral, edema periférico, hepatomegalia, ascite, fadiga e intolerancia ao
exercicio fisico, devido ao ventriculo direito ndo ejetar o sangue de maneira satisfatoria,

permitindo o refluxo de sangue para o sistema (Bocchi et al. 2012).
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Um dos possiveis mecanismos envolvidos na disfuncdo cardiaca na HAP sao
alteracbes nos genes relacionados a miosina e colageno. Em estudo utilizando a
monocrotalina, mas na fase de insuficiéncia cardiaca em midcitos isolados do ventriculo
direito demonstraram reducdo na atividade ATPasica na cabeca da miosina, devido as
alteracdes das isoenzimas das cadeias pesadas das miosinas para o sentido mais lento
V1 (aa) >V2 (af) >V3 (BP). Essas alteragdes nas cadeias pesadas de miosinas sdo muito
importantes uma vez que sdo as principais proteinas contrateis do coracdo e sua
alteracdo pode ocasionar diretamente a diminuicdo da contratilidade miocéardica
(Vescovo et al. 1989).

Em outros dois estudos que também utilizaram a monocrotalina como modelo de
inducdo da IC direita, além do aumento da expressdo da miosina com menor capacidade
ATPasica V3 (BB), houve aumento da expressao do colageno do tipo Il e V, e reducéo
do colageno tipo I (Ishikawa et al. 1991; Morioka et al. 1992). Assim como as miosinas,
0 colageno também exerce um papel fundamental na contracdo cardiaca, pois forma
uma rede que sustenta todas as estruturas e auxilia na funcdo sistolica e diastdlica,
regula a distensibilidade cardiaca, resisti a deformacgdes patologicas e mantem o
alinhamento dos cardiomidcitos e da matriz extracelular (Swynghedauw 1999; Zornoff
et al. 2009).

Uma das condutas amplamente utilizadas para controlar e limitar os danos
cardiacos é o exercicio fisico, o qual promove alteracGes na remodelacéo cardiaca e traz
beneficios quando utilizado em humanos e modelos animais de hipertrofia do VD, por
alterar as proteinas envolvidas na contracdo muscular (Colombo et al. 2013; Zile et al.
2015). O exercicio preventivo promove efeito cardioprotetor na HAP, pois melhora a
funcdo do VD e ameniza a evolugdo do processo de remodelamento cardiaco patoldgico
(Nogueira-Ferreira et al. 2016, Pacagnelli et al. 2016). Alguns mecanismos moleculares

foram explorados para avaliar a melhora funcional cardiaca com o treinamento
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preventivo, dentre eles o transito de calcio e a regulacdo de citocinas da superfamilia
TNF, entretanto, a avaliacdo da expressao para 0s genes das cadeias pesadas de miosina
a-MHC (gene myh6) e B-MHC (gene myh7) e colagenos do tipo 1 (gene collal) e (gene
colla2) nessa condicéo ndo tem sido explorados.

Devido os pacientes com disfuncao cardiaca por HAP evoluirem para IC, e isso
ser um problema de satde publica, pelo indice de dbito e internaces por complicagdes
ser elevado, torna-se importante verificar os mecanismos moleculares do treinamento
preventivo na disfuncéo do ventriculo direito, fase inicial da doenca e que antecede a IC
direita. A hipotese desse estudo é que o treino aerobio prévio amenize as alteracdes
génicas na fase pre-clinica de disfuncdo ventricular, nos ratos com HAP induzida pela
monocrotalina, aumentando a expressdao da myh6 e reduzindo a expressao de myh7,
collal e colla2. O objetivo do estudo foi investigar a influencia do treinamento aerdébio
preventivo em ratos com disfungédo ventricular direita na expressao génica de cadeias

pesadas de miosinas myh6 e myh7 e dos colagenos cardiaco collal e colla2.

METODOLOGIA
Aprovacéo Etica

Os protocolos experimentais que foram utilizados neste estudo foram aprovados
pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal (CEUA) da Universidade do Oeste
Paulista, Presidente Prudente, SP, Brasil (Protocolo nimero: 2483 e 2484). Os animais
receberam cuidados de acordo com os "Principios de Cuidados com Animais de
Laboratorio" formulados pela Sociedade Nacional de Pesquisas Médicas e o Guia para o
Cuidado e Uso de Animais de Laboratorio, elaborado pelo Instituto de Pesquisa em
Animais de Laboratério (2011) e publicado pelo Instituto Nacionais de Saude (NIH

Publication, revised 2011). Os investigadores compreendem 0s principios éticos sob 0s
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quais a revista Experimental Physiology opera, e este estudo esta em conformidade com

a lista de verificacdo de éetica animal da revista (Grundy, 2015).

Desenho Experimental

Os animais foram divididos em 4 grupos de 8 ratos cada: grupo 1: sedentario
controle (S); grupo 2: treino controle (T); grupo 3: sedentario Hipertensdo Arterial
Pulmonar (SHAP); grupo 4: treino Hipertensdo Arterial Pulmonar (THAP).

Os animais nos grupos T e THAP foram submetidos a um protocolo de
treinamento aerdbio em esteira rolante por 13 semanas com uma frequéncia de 5 dias
por semana. Os animais foram submetidos a duas semanas de adaptacdo e onze semanas
de treinamento (Machado et al. 2006; Pacagnelli et al. 2016 b ).

No inicio da 112 semana, nos animais do grupo S e T receberam solucéo salina
de Na'Cl a 0,9%intraperitoneal, para que todos fossem submetidos a0 mesmo estresse
devido administracdo de injecdo (Colombo et al. 2013). A HAP foi induzida nos
animais experimentais nos grupos SHAP e THAP. Foi injetada uma unica dose
intraperitoneal de monocrotalina de 60mg/kg (Sigma Chemical, St Louis, MO, EUA)
(Vescovo et al. 1998; Pacagnelli et al. 2016 b ). Um dia apés a administracdo da
monocrotalina, os animais dos grupos T e THAP continuaram o treinamento aerobio por

mais 3 semanas (Souza-Rabbo et al. 2008; Colombo et al. 2013; Pacagnelli et al. 2016).

Para ajuste da carga e continuidade do treinamento, os animais foram
submetidos teste para analise de limiar de lactato (Carvalho et al. 2005; Pacagnelli et al.
2016 b ). Duas semanas ap0s completar o protocolo de treino, foi realizada uma
avaliacdo ecocardiogréafica que identificou disfuncéo ventricular direita. Apds o exame
ecocardiografico, os animais foram pesados e, em seguida, eutanaziados com uma dose
intraperitoneal de pentobarbital de sédio (50 mg kg—1, I.P., fornecido pelo Dr. Juliano

Rodrigues Pacagnelli, Médico Veterinario, Santo Anastacio, S&o Paulo, Brasil) e mortos
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por decapitacdo realizada por uma pessoa experiente, 0 que é o caso dos autores do
presente estudo (Souza et al. 2014; Pacagnelli et al. 2016 a; Pacagnelli et al. 2016 b ).O
coracdo foi removido, dissecado e atrios e ventriculos separados e pesados. O ventriculo
direito foi posteriormente utilizado para anélise do contetdo de colageno pela técnica de
Picrosirius, e para a expressdo génica de cadeias pesadas de miosinas e colageno, pela

técnica de RT-gPCR.

Animais e procedimentos

Nesse estudo, foram utilizados 32 (trinta e dois) ratos Wistar, machos, adultos,
com trés meses de idade (120 dias), peso corporal entre 140 + 20 g, provenientes do
biotério central da Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE) Presidente Prudente-
Sdo Paulo. Os animais foram alocados em caixas plasticas com dimensao 41 x 34 x 16
cm, com 3 animais, temperatura de 21 a 23°C e com ciclos de luminosidade de 12h. Os
ratos receberam racdo (contendo 26% proteina, 3% lipidio, 54% carboidrato e 17%
outros) (Alisul; Supralab, Sao Leopoldo/RS, Brasil) de modo controlado e agua ad
libitum.
Controle de alimentacéo

Como a monocrotalina reduz a ingestdo de alimentos (Lopes et al. 2008), para
controle desse efeito, os animais foram separados em gaiolas individuais para dosar o
consumo diério de racdo. Os ratos tratados com monocrotalina (grupos SHAP e THAP)
foram permitidos comer livremente. Nos grupos S e T, os ratos foram adaptados a dieta
aos ratos tratados por monocrotalina, permitindo-lhes apenas a quantidade de alimentos
consumidos do dia anterior pelos ratos tratados. O controle de alimentagéo foi realizado
apo6s a administracdo de monocrotalina, devido os animais iniciarem a remodelacéo
patoldgica do VD, diminuindo o consumo de racdo (Lopes et al. 2008; Pacagnelli et al.

2016 b).
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Treinamento

Os animais dos grupos T e THAP foram submetidos a um protocolo de
treinamento aerobico realizado em esteira adaptada (modelo TK 1, IMBRAMED) que
consistiu em 13 semanas de treinamento, sendo 2 semanas de adaptacdo (pre
treinamento), 8 semanas de treinamento antes da aplicacdo da monocrotalina e 3
semanas apos a injecdo de monocrotalina. O treinamento foi realizado 5 dias na semana.
O periodo de pré-treinamento (adaptacdo) teve inicio com 15 minutos a 0,6 km/h na
primeira semana, com aumento gradual até o fim da segunda semana do tempo para 30
e 45 minutos, e da velocidade 0,7 0,8 até 0,9km/h. Na terceira semana o treinamento foi
a 0,9 km/h durante 45 minutos e aumentou para 60 minutos com a mesma velocidade na
quarta e quinta semana. Na sexta, sétima e oitava semanas o tempo continuou de 60
minutos, e a velocidade foi aumentada para 1,0km/h, na nona e décima semana a
velocidade foi para 1,1km/h (Rodrigues et al. 2007). Na décima semana foi aplicada a
monocrotalina e a solucdo salina nos animais. Foi realizado teste do limiar do lactato,
sendo um teste 24 horas apos a aplicagédo, para determinar a velocidade (0,9km/h T,
0,8km/h THAP) em que os ratos deveriam treinar por 60 minutos, e ap0s 2 semanas
treinando foi realizado o teste novamente e os ratos de ambos 0s grupos treinaram a

0,9km/h por 60 minutos mais uma semana.

Limiar de lactato

Para determinar a velocidade de treino dos animais o lactato foi dosado. Os
animais nos grupos T e THAP foram submetidos a um teste de esforco incremental. O
protocolo utilizado foi adaptado do descrito por Carvalho et al. (2005) e foi realizado 24
horas ap6s a administracdo de monocrotalina e no inicio das 112, 122 e 13% semanas,
para ajustar a velocidade de treino (Pacagnelli et al. 2016 b ). O teste comegou com um

aquecimento a 0,5 km / h, seguido por 5 minutos de repouso. Depois disto, a velocidade
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foi aumentada para 0,7 km / h durante 3 min com aumento de 0,2 km / h a cada 3 min
com uma inclinacao de 0%, até o lactato atingir a variacdo de Immol / | em comparagéo
com o valor, ou até a exaustdo (Svedah & Macintosh 2003). A exaustdo foi definida
como 0 momento que 0s ratos ndo puderam continuar a correr durante 3 min. Depois de
cada carga aumentada, os animais foram removidos manualmente do treinamento por 1
min para o sangue ser coletado. Amostras de sangue foram colhidas da cauda do animal
utilizando um lactimetro Accutrend Plus (Roche, San Cugatdel Vall Es, Barcelona,
Espanha). O aparelho foi calibrado de acordo com as especificagdes do fabricante. O
calculo para estipular a velocidade méxima foi realizado usando um método de média
aritmética de todas as velocidades de cada grupo experimental, até limiar de lactato ou
exaustdo (Souza et al. 2014). O limiar de lactato foi definido como a velocidade de
rotacdo que poderia ser mantida sem aumento do lactato de 1,0 mmol / | acima da
concentracdo de lactato no sangue (Ferreira et al. 2007, Pacagnelli et al. 2016 b ).
Avaliacao ecocardiografica

A avaliacdo ecocardiogréafica foi realizada utilizando o Ecocardiograma (General
Electric Medical Sistemas, Vivid S6, TiratCarmel, Israel) equipados com sonda
multifrequéncia de 5-11,5 MHz. Os ratos foram anestesiados por ketamina (50mg
kg—1;Dopalen®) e xilazina (0.5 mg kg—1; Anasedan®) intraperitoneal. O fluxo da
artéria pulmonar foi obtido por doppler, e 0 tempo da velocidade maxima de fluxo
[velocidade Tempo de aceleracdo (PVAT)], tempo de ejecdo pulmonar (PET) e
velocidade de fluxo de pico (PFV) foram medidos (Martinez et al. 2011; Eguchi et al.
2014; Pacagnelli et al. 2016 b ). O tempo de aceleracdo da velocidade pulmonar é um
indicador da gravidade da hipertensdo pulmonar, e quanto maior o nivel de pressao
arterial sistélica pulmonar, menor o valor de PVAT. O tempo de ejecdo pulmonar é um

pardmetro relacionado a funcgdo sistolica e ao grau de HAP. A velocidade maxima do
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fluxo esta relacionada com a funcéo sistélica do VD (Dabestani et al. 1987; Pacagnelli

et al. 2014; Pacagnelli et al. 2016 b ).

Analise histologica

O ventriculo direito foi dividido em duas partes, uma das partes foi fixada em
solucéo de formol tamponado a 10% por um periodo de 48 horas e a outra utilizada para
analise da expressdo génica. Apds fixacdo, o tecido foi incluso em blocos de parafina,
obtendo-se a seguir cortes histoldgicos coronais utilizando-se micrétomo Leica (RM
2155). Os cortes histoldgicos foram corados em laminas histologicas pela técnica de
Picrosirius, para visualizacdo do colageno, foram feitas para avaliacdo do intersticio do
miocardio do VD. As imagens do tecido cardiaco foram capturadas por computador
acoplado a camera de video, que envia imagens digitais obtidas a partir do microscopio
LEICA DM LS (modelo DM750, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) ao
computador dotado de programa de analise de imagens Image Pro-plus (Media
Cyberetics, Silver Spring, Maryland, USA), que pinta a coloracdo vermelha do colageno
(Picrosirius) em azul e da a porcentagem do colageno em relacdo a area total da
imagem. Foram analisados vinte campos de cada ventriculo direito, utilizando objetiva
de 40X com aumento de 400x. Os campos escolhidos estavam afastados da regido

perivascular (Zornoff et al. 2006).

Reacdo em cadeia da polimerase em Tempo Real ap6s transcricdo reversa (RT-
gPCR)

O RNA total foi extraido do tecido do VD utilizando TRIzol (ThermoScientific, EUA)
e, depois tratados com DNAse deoxyribonuclease | (ThermoScientific, EUA), seguindo
as instrugdes do fabricante. A integridade do RNA foi avaliada por eletroforese em gel

de agarose, para visualizacdo dos RNAs ribossomais. O (High Capacity Reverse
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Transcriptional Kit (ThermoScientific, EUA) foi utilizado para a sintese de RNA
complementar (cDNA) a partir de 1000 ng de RNA total, para cada amostra. Esse
cDNA foi utilizado para avaliar os niveis relativos de Rattus norvegicus collagen type |
alpha 1 chain (collal) mRNA, Rattus norvegicus collagen type | alpha 2 chain
(colla2) mRNA, Rattus norvegicus myosin heavy chain 6 (myh6) mRNA e Rattus
norvegicus myosin heavy chain 7 (myh7) mRNA utilizando

PCR quantitativa em tempo real (QPCR). A gqPCR foi realizada utilizando-se o kit
universal mastermix 1l (AppliedBiosystems™, EUA), no sistema StepOne Plus
(ThermoScientific,EUA). Todas as amostras foram analisadas em duplicatas. As
condicdes de ciclagem utilizadas foram: 50 ° C durante 2 min; 95 ° C por 10 min;
seguido de 40 ciclos de desnaturagédo a 95 ° C, durante 15 s; e extensdo final de 60 ° C,
durante 1 min. A expressdo génica foi quantificada em relagdo aos valores do grupo S,
apos normalizacdo pelo niveis de expressdo do gene de referéncia beta-actina (Actb,
Rn00667869 _m1), utilizando-se método 2~-DDCt (Livak & Schmittgen 2001). As
sequencias de iniciadores (Tabela 1) foram selecionadas a partir dos nimeros de acesso
dos transcritos no GenBank (http://pubmed.com) e desenhados utilizando-se o software

Primer Express v3.0 (ThermoScientific, EUA).

Sigla Nome Genebank

collal collagentype 1 alpha 1 NM_053304.1
chain

colla2 collagentype | alpha 2 NM_053356.1
chain

myh6 myosin heavy chain 6 NM_017239.2

myh7 myosin heavy chain 7 NM_017240.2

actb actin, beta NM_031144.3



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_053356.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_017239.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_017240.2
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Anélise dos Dados

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism (Graph-
Pad Software, La Jolla, CA, USA). Para avaliar a normalidade dos dados foi utilizado o
teste de Shapiro-Wilk. Para analisar a fracdo intersticial do colageno e a expresséo de
MRNA de collal e myh6 foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis seguido do pds teste de
Dunns, e para a expressdao de mRNA de colla2 e myh7 a ANOVA seguido do pos teste
de Tukey. Os dados foram expressos como grafico box plot mostrando primeiro e
terceiro quartil, mediana, minimo e maximo. O nivel de significancia considerado foi

de p <0,05.

RESULTADOS

Avaliacéo ecocardiografica

Os dados ja publicados por Pacagnelli et al. (2016 b ), mostram que os animais
tratados com monocrotalina apresentam disfuncdo do VD, devido a diminui¢do em 23%
da velocidade méxima da artéria pulmonar (S vs. SHAP, p = 0,001) e diminuicdo de
30% do tempo de aceleracdo da artéria pulmonar (S vs. SHAP, p = 0,005). E
comprovaram que o treino prévio aumentou em 28% a velocidade maxima da artéria

pulmonar (SHAP vs. THAP, p = 0,001).

Analise histologica

Os resultados da fracdo de colageno intersticial na lamina de Picrosirius estdo
representados nas figurasl e 2 apresentados em boxplot e por imagem da lamina
respectivamente. N&o houve diferenca estatistica (p >0,05) na porcentagem de colageno

no intersticio cardiaco entre 0s grupos.
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Figura 1. Efeito do treinamento preventivo na fracdo de coldgeno intersticial
cardiaco na HAP. Andlise das laminas do miocardio, coradas pela técnica de
Picrosirius Red, quantificadas através do programa Image Pro-Plus. Os grupos
experimentais sdo: S (8): Sedentario Controle; T (8): Treino Controle; SHAP (8):
Sedentario Arterial Hipertensdo Pulmonar; THAP (8): Treino Hipertensdo Arterial

Pulmonar.



Figura 2. Laminas para andlise da fragdo de colageno intersticial cardiaco na

HAP. Foram realizadas secc¢Oes transversais do musculo cardiaco coradas pela técnica
de Picrosirius Red e visualizadas com objetiva de 40x com aumento de 400x. A. (n=8):
Sedentério Controle; B. (n=8): Treino Controle; C. (n=8): Sedentario Hipertensao

Avrterial Pulmonar; D (n=8): Treino Hipertensdo Arterial Pulmonar.

Expressdo génica relativa das miosinas e do colageno

Os resultados da expressdo génica para miosinas e colageno estdo apresentados
na figura 3. A expressdo do gene myh7 foi maior no grupo THAP em relacdo ao
controle (S vs. THAP, p=0,0242). A expressdo do collal se apresentou maior nos
grupos com HAP em relacéo ao sedentario e ao treinado (S vs SHAP, Svs THAP, T vs
THAP, p=0,0008). Os demais grupos ndo apresentaram diferencas estatisticamente

significativas.
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Figura 3. Expressdo génica do musculo cardiaco nos grupos experimentais. Genes
collal e colla2: Genes do colageno tipo 1; myh6 e myh7: Genes das miosinas a e
respectivamente, analisados pela técnica de PCR em tempo real. S (8): Sedentario
Controle; T (8): Treino Controle; SHAP (8): Sedentario Arterial Hipertensdo Pulmonar;

THAP (8): Treino Hipertensdo Arterial Pulmonar. *Diferenca estatistica p<0,05.
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DISCUSSAO

O principal achado deste estudo foi que na fase inicial (pré-clinica) de disfungéo
cardiaca por HAP ja ocorreu aumento na expressao génica de myh7 e collal; entretanto,
o treinamento fisico prévio nao foi capaz de atenuar essas alteracdes. Para 0 nosso
conhecimento este é o primeiro estudo a identificar precocemente esta alteracdo na
expressao desses genes. Embora o treino nédo tenha revertido as alteragdes na expressao
génica de myh7 e collal, houve o efeito cardioprotetor deste comprovado pela melhora
da funcéo cardiaca apresentada pelo ecocardiograma (Pacagnelli et al. 2016 b ).

As miosinas sdo as principais proteinas contrateis do musculo, sendo que no
coracdo existem cadeias pesadas de miosinas (a-MHC e B-MHC), miosina regulatéria
de cadeia leve, miosina essencial de cadeia leve e miosina ligada a proteina C (Marsigla
et al. 2014; Zornoff et al. 2009). A o-MHC tem de duas a trés vezes maior atividade de
ATPase e maior velocidade de deslizamento que a B-MHC, mas a B-MHC pode gerar
forca com menor gasto energético (Cai et al. 2010). Essas proteinas contrateis se
diferem em relacdo a capacidade do sitio de ligacdo com a adenosina trifosfato,
enquanto a a-MHC possuem isoenzimas V1 com maior capacidade de ligacdo, sendo
mais rapida a p-MHC possui isoenzima V3 com menor capacidade, entdo de forma
decrescente de oo V1> aff V2> BB V3 (Swynghedauw 1999; Zornoff et al. 2009).

As MHC a e [ estdo alteradas na hipertrofia cardiaca e IC, com redugdo da a e
aumento da f (Swynghedauw 1999) e, em nosso experimento, mesmo Sem 0S animais
apresentarem IC, ja detectamos aumento da expressdo génica de myh7 (gene
responsavel pelo aumento da B-MHC) nos ratos com HAP submetidos ao treinamento.
Essa alteracdo precoce no gene myh7 pode estar relacionada com a disfuncdo contratil
apresentada no VD. Dentre os mecanismos que possam explicar essa alteracdo na HAP

esta 0 eixo sinalizatério TWEAK/NF-kB, onde had o aumento de citocinas pro
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inflamatdrias, como TNF-a. O TNF-a regula a via do NF-kB pelos mediadores
p100/p52 e Rel-B promovendo piora da funcéo cardiaca (Nogueira-Ferreira et al. 2016).

Os estudos de experimentacdo em ratos com modelo de IC e/ou hipertrofia
cardiaca por estenose aortica, mostraram reducdo nas a-MHC e aumento das f-MHC no
VE (Agrisano et al. 2014). Estes achados também foram constatados em outra pesquisa
com ratos em camara hiperbarica que leva a hipdxia cronica e reduz a capacidade
enzimatica do miocardio e a sintese de ATP, o que diminui o desempenho cardiaco na
altitude, entretanto essas alteracdes das MHCs ocorreram em ambos os ventriculos (Cai
et al. 2010). O que corrobora também com o estudo de Hydock et al. (2009) que
administrou em ratos o medicamento doxorrubicina, que causa cardiotoxicidade, com
degeneracdo miocardica progressiva e IC por disfuncdo ventricular sistolica, e
demonstrou a mesma alteracdo nas MHC. Estes diferentes resultados podem estar
associados ao estagio da doenca, sendo que em uma fase inicial (disfuncdo cardiaca) ha
alteracdes, entretanto sdo mais amenas quando comparados com o quadro de IC.

Além dos mecanismos ja citados, outras vias podem estar envolvidas na
regulacdo das MHC cardiacas. Hormonios tireoidianos, interleucinas, catecolaminas,
aumento do estimulo elétrico entre outros colaboram na disfungéo cardiaca (Gupta et al.
2007; Giger et al. 2009; Iwaki et al. 2014). O horménio da tireoide nos ventriculos
aumenta a expressao de myh6 e reprime myh7, mas ndo influencia a expressdo génica
nos atrios e musculatura periférica, e € mediado por meio de uma proteina nuclear,
receptor de hormdnio da tiredide (TR), um produto de c-erbAproto-oncogene (Gupta et
al. 2007). Houve alteracdo dos receptores dos hormonios da tireoide TRal, TRa2 ¢
TRP1, em ratos quando imposto a sobrecarga de pressdo por estenose da aorta, com
reducdo da expresséo do receptor nuclear de hormonio tireoidiano TRal e aumento de
TRa2, 0 qual se relaciona com a reducdo da transcricdo de myh6 (Kinugawa et al.

2001). Entretanto, um estudo com células do musculo cardiaco de ratos neonatais


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iwaki%20H%5Bauth%5D
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cultivadas em cultura teve como resultado a redu¢do da B-MHC relacionada com a
expressao de outro horménio da tiredide — TriiodotironinaT3 que realiza uma regulagéo
negativa desta miosina (lwaki et al. 2014).

Ha outros mecanismos que se relacionam com a regulacdo dos genes das MHC
que séo os fatores de transcricdo expressos de maneira precoce: GATA transcription
factor4, NK2 homeobox 5 (Nkx2-5- gene), MADS-box transcription factor, serum
response factor (Srf) (atenua a expressdo de myh6 e myh7), myocyte enhancer factor 2
(MEF2) e AT, fatores que se ligam a sequencia Mcat malonyl-CoA-acyl carrier protein
transacylase , e forkhead box O1 (Foxol). O Foxol pode atuar como repressor de myh6
através de histona deacetilase ou supressor nuclear N-CoR (Qi et al. 2015). Um
elemento rico em purina, purine-rich negative regulatory (PNR), presente na primeira
regido do gene myh6, quando aumentado reduz a expressdo desta miosina de 20 a 30
vezes (Gupta et al. 2007; Giger et al. 2009).

Além das miosinas, ha uma rede de coladgeno cardiaco que sustenta e liga todas
as estruturas, e que auxilia na adequada funcgéo cardiaca (sistolica e diastdlica), devido
exercer papel fundamental ao resistir a deformacg6es patologicas, manter o alinhamento
das estruturas e regular a distensibilidade cardiaca e a transmisséo de forca, durante o
encurtamento da fibra cardiaca (Shoulders et al. 2009; Zornoff et al. 2009; Zile et al.
2015). Em nosso estudo, ja na fase de disfungéo cardiaca pela HAP, houve aumento do
gene de collal, o que demonstra precocemente a influéncia desse gene na piora da
funcionalidade cardiaca.

Em situagdes patologicas como no infarto agudo do miocérdio e sobrecarga de
pressdo, o aumento da fibrose intersticial estd diretamente relacionada a piora da fungéo
contrétil ventricular (Yang et al. 2013). Ainda nesse estudo, os autores utilizaram

ecocardiograma para demonstrar piora da funcdo contratil, com aumento da espessura


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iwaki%20H%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shoulders%20MD%5Bauth%5D
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do septo, da parede posterior do VE e da dimensdo da camara, os quais foram
associados a fracdo de ejecdo reduzida e pressao diastolica aumentada.

Nas diferentes formas de IC, por sobrecarga pressérica ou infarto, a expresséo
génica de collal, colla2 e col3al aumentam, porém eles diferem em quantidade em
relacdo a causa da IC (Wang et al. 2014; Yang et al. 2015). Na sobrecarga de pressao, o
aumento de colageno tipo 1 promove maior rigidez cardiaca alterando primeiro a
diastole e, posteriormente, a sistole, por ndo controlar mais o alinhamento das
estruturas, regular a distensibilidade cardiaca e a transmisséo de forca (Shoulders et al.
2009; Zornoff et al. 2009; Zile et al. 2015).

Um dos mecanismos que alteram o colageno cardiaco € aumentado na
sobrecarga de pressdo devido ao estresse mecanico ativar os fibroblastos e estes
induzirem o inicio de processo inflamatorio com concomitante aumento de matriz
extracelular (Lindner et al. 2014). No modelo da HAP por monocrotalina, ha uma
sobrecarga de pressdo por aumento da resisténcia vascular pulmonar, com ativacdo da
via NF-kB e essas alteragcdes precocemente ja podem ter ocasionado o aumento do gene
collal, como evidenciado no nosso estudo (Nogueira-Ferreira et al. 2016).

Foi demonstrado no modelo de ratos com constri¢cdo da aorta maior aumento do
gene collal que de col3al (Wang et al. 2014). Ja no infarto agudo do miocardio, 0 gene
col3al aumentou mais que o collal, consequente ao processo cicatrizagcdo do tecido
cardiaco (Yang et al. 2015). Esses autores também demonstraram que ambos tipos de
genes de colédgeno podem ser atenuados por inibicdo pos transcricional realizada pelo
microRNA miR-29b. Além disso, o treino aerdbio altera um conjunto de microRNAs
associados com a melhora da funcdo cardiaca (Souza et al. 2015). No nosso estudo
houve aumento do gene collal, mas o colla2 ndo aumentou de maneira significante.

Uma das condutas ndo farmacoldgicas utilizadas na HAP é o treinamento fisico,

realizado na reabilitacdo cardiopulmonar apds a doenca instalada, entretanto, a
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implementacao do treino como conduta preventiva na disfuncao ventricular direita tem
sido pouco abordada (Nogueira-Ferreira et al. 2016; Pacagnelli et al. 2016 b ). No nosso
estudo o treino preventivo realizado em esteira por 13 semanas, 5 dias por semana com
duracdo de até 60 minutos e velocidade de até 1,1km ndo foi capaz de amenizar as
alteracbes dos genes de myh7 e de collal. Entretanto, de acordo com os dados ja
publicados, melhorou a funcéo cardiaca constatada pelo ecocardiograma (Pacagnelli et
al. 2016 b ). Outros mecanismos moleculares devem ser estudados para comprovar a
melhora do treinamento na fase inicial de HAP.

Ja foi demonstrado a influéncia benéfica de varios tipos de treinamentos nas
miosinas e colageno cardiaco. O treinamento aerdbio induz hipertrofia cardiaca
fisioldgica devido a carga de volume imposta ao coracdo sem periodo de repouso, a qual
resulta no aumento biossintese de componentes contrateis, incluindo a cadeia pesada de
miosina rapida (o -MHC), diminuicdo da isoforma lenta (B -MHC) (Mcmullen et al.

2007).

Além do treinamento aerdbio, o treinamento fisico resistido é capaz de
normalizar a quantificagdo de miosinas o/f MHC em ratos espontanecamente
hipertensos, mas com perda desta melhoria apds 4 semanas sem realizar o0 treino
(Carneiro-Junior et al. 2013). Outro estudo apresentou resultados positivos aplicando o
treino de natacdo em ratos, mas em cadmara hiperbarica (Cai et al. 2010). Nesse estudo,
0s animais que treinaram apresentaram maior quantificagdo da a-MHC e menor da (-
MHC, o que indicou melhor atividade contratil do musculo cardiaco (Cai et al. 2010).
Hydock et al. (2009) aplicou exercicio em roda voluntario por 6 semanas em ratos, onde
0s animais permaneciam 24 h na gaiola, andavam em média 45 km por semana, e uma
média de 4,3 km por dia. Esses autores verificaram um aumento na a-MHC e reducao

da B-MHC, o que demonstrou o efeito cardioprotetor do exercicio fisico. Entretanto, em
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nossos achados, o treinamento prévio ndo amenizou 0 aumento de myh7. As
modalidades do exercicio, frequéncia, duracdo, intensidade, e fase da doenca no qual o
exercicio foi implementado podem, portanto, ter ocasionado diferentes respostas na
regulacdo das cadeias pesadas de miosinas cardiacas.

Em relacdo ao colageno SOCI et al. (2011), demonstraram que em ratos
saudaveis o treinamento de natacdo aumenta a expressao de miRNA-29c o que reduziu
a expressao dos genes de colageno cardiaco collal e col3al. Outro estudo com ratos
que apresentavam alteracGes cardiacas devido ao envelhecimento, com treinamento em
esteira por 12 semanas comprovou reducdo da fibrose e colla2 (Kwak et al. 2011). Ja
no infarto agudo do miocardio, o treinamento com ratos em esteira realizado com
inclinacdo de 5° de forma moderada, durante 45 minutos, reduziu o colla2 e col3al (Xu
et al. 2008). O treinamento fisico de resisténcia 4 vezes por semana com 75% de 1RM e
series de 10-12 e o treino em esteira 5 vezes por semana a 15m/min por 12 semanas, em
animais com seis semanas apés infarto agudo do miocardio, melhorou a fracéo
intersticial de colageno, devido o efeito do exercicio de reverter a hipertrofia patoldgica
(Nunes et al. 2013; Alves et al. 2014). Porém, em nossos achados, 0s animais ainda nao
apresentavam aumento de colageno no intersticio, mas o aumento do gene collal ja
pode indicar que posteriormente o coldgeno seria aumentado, 0 que pode estar
relacionado com a fase inicial da doenca, de disfungdo cardiaca.

Assim como nas miosinas, o coldgeno pode ter sido influenciado pela
modalidade do exercicio, frequéncia, duracédo, intensidade, e fase da doenca no qual o
exercicio foi implementado.

Concluimos que na fase inicial da HAP os animais ja apresentam aumento na
expressdo do gene myh7 e collal sem aumento da fragdo de colageno intersticial;

porém, o treinamento fisico preventivo ndo foi capaz de amenizar estas alteracGes.
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Outros mecanismos, assim como variagdes na intensidade e tipo de exercicio, devem ser

investigados na fase pré-clinica da HAP.
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