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Resumo

Fundamento: A regulacao intracelular de calcio (Ca**) em cardiomidcitos é alterada pela hipertensao, e o exercicio fisico
aerébico traz beneficios para hipertensos.

Objetivo: Verificar os efeitos do treinamento fisico aerébico sobre a contratilidade e a concentracao intracelular de Ca** transitéria
em midcitos e a expressao do microRNA 214 no ventriculo esquerdo (VE) de ratos espontaneamente hipertensos (SHR).

Métodos: SHR e ratos Wistar normotensos com 16 semanas de idade foram divididos em 4 grupos de 13 animais
cada: hipertenso sedentario (HS); hipertenso treinado (HT); normotenso sedentario (NS); normotenso treinado (NT).
Os animais dos grupos HT e NT foram submetidos a um programa de treinamento progressivo de corrida em
esteira, 5 dias/semana, 1 hora/dia, em intensidade de 60-70% da velocidade maxima de corrida, durante 8 semanas.
Adotou-se p < 0,05 como nivel de significancia em todas as comparacées.

Resultados: O treinamento fisico reduziu a pressao arterial sistdlica nos animais hipertensos. Nos animais normotensos,
o treinamento fisico reduziu o tempo para 50% de relaxamento celular e o tempo para o pico de contracao celular, mas
aumentou o tempo para 50% de decaimento da concentracao intracelular de Ca?* transitéria. Nos animais SHR, o treinamento
fisico aumentou a amplitude e reduziu o tempo para 50% de decaimento da concentracao intracelular de Ca** transitéria,
sem alterar a contratilidade celular. O treinamento fisico aumentou a expressao do miR-214 apenas nos animais hipertensos.

Conclusao: O treinamento aerébico utilizado aumenta a disponibilidade e acelera o sequestro de Ca** intracelular em
miécitos do VE de ratos hipertensos, apesar do aumento da expressao de miR-214 e da manutencao da contratilidade
celular. (Arq Bras Cardiol. 2018; 111(2):172-179)

Palavras-chave: Hipertensao; Exercicio; Ratos; Sinalizagao do Calcio; Proteinas Sensoras de Calcio Intracelular.

Abstract

Background: Regulation of intracellular calcium (Ca®*) in cardiomyocytes is altered by hypertension; and aerobic exercise brings benefits to
hypertensive individuals.

Objective: To verify the effects of aerobic exercise training on contractility and intracellular calcium (Ca?*) transients of cardiomyocytes and on
the expression of microRNA 214 (miR-214) in the left ventricle of spontaneously hypertensive rats (SHR).

Methods: SHR and normotensive Wistar rats of 16 weeks were divided into 4 groups —sedentary hypertensive (SH); trained hypertensive (TH);
sedentary normotensive (SN); and trained normotensive (TN). Animals of the TH and TN groups were subjected to treadmill running program,
5 days/week, 1 hour/day at 60-70% of maximum running velocity for 8 weeks. We adopted a p < 0.05 as significance level for all comparisons.

Results: Exercise training reduced systolic arterial pressure in hypertensive rats. In normotensive rats, exercise training reduced the time to
50% cell relaxation and the time to peak contraction and increased the time to 50% decay of the intracellular Ca** transients. In SHR, exercise
increased the amplitude and reduced the time to 50% decay of Ca’* transients. Exercise training increased the expression of miR-214 in
hypertensive rats only.

Conclusion: The aerobic training applied in this study increased the availability of intracellular Ca®* and accelerated the sequestration of these
ions in left ventricular myocytes of hypertensive rats, despite increased expression of miR-214 and maintenance of cell contractility. (Arq Bras
Cardiol. 2018; 111(2):172-179)
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Introducao

A hipertensao arterial sustentada leva ao remodelamento
progressivo do miocardio. Enquanto a fungao cardiaca
é aumentada em resposta ao processo hipertréfico ativo
dos midcitos do ventriculo esquerdo (VE) durante a fase
compensada, o remodelamento do VE é caracterizado pela
combinagdo de hipertrofia de cardiomidcitos e proliferagao
de outros tecidos. Por exemplo, ha aumento da deposicao de
colageno, o que resulta em fibrosamento do tecido ventricular
e, consequentemente, enrijecimento do miocardio."?
Este quadro tem sido observado no inicio da fase compensatéria
da hipertensao (ex. 3 — 4 meses), mas a funcdo cardfaca
é preservada.! Aumento de marcadores pré-inflamatérios
(ex. IL-6; TNFa) tem sido observado no VE de ratos
espontaneamente hipertensos (SHR, do inglés spontaneously
hypertensive rats) com apenas 5 a 6 meses de idade.>*

Os beneficios do treinamento fisico aerébico para
hipertensos estdo bem estabelecidos na literatura.>®
No modelo animal para esta doenga — SHR na fase compensada
(~ 6 meses de idade) — este tipo de treinamento fisico tem se
mostrado eficaz em atenuar a disfungao sistdlica e restaurar
a elasticidade ventricular em SHR fémeas.” No miocardio de
SHR, o treinamento aerébico reduziu apoptose,*® aumentou a
funcao contrétil de cardiomidcitos isolados do VE e normalizou
a expressao de proteinas reguladoras do ciclo intracelular de
célcio, dentre elas a calcio ATPase do reticulo sarcoplasmatico
(SERCA2a) e a fosfolambam.*"

Na hipertrofia cardiaca fisiologia ou patolégica, os microRNAs
(miRNAs) sofrem alteragbes na sua expressao relacionada ao
remodelamento cardiaco.’”> O microRNA 214 (miR-214)
esta envolvido no processo de contragao muscular do tecido
cardiaco e sequestro de Ca** pelo reticulo sarcoplasmatico,
pois regula negativamente a expressdao da SERCA-2a."
Em relacao ao exercicio fisico, melhoras na fungéo contrétil
de cardiomidcitos, com aumento da proteina SERCA-2a
e reducdo da expressao de miR-214, foi observada em
ratos normotensos e infartados em resposta ao treinamento
resistido."'* Entretanto, pouco se sabe sobre a expressao do
miR-214 em animais SHR submetidos ao treinamento fisico
aerdbico. Assim, o objetivo deste estudo é verificar os efeitos do
treinamento aerdbico sobre a contratilidade de cardiomidcitos
e a expressao de miR-214 no VE de ratos hipertensos.

Métodos

Animais experimentais

SHR e normotensos (Wistar), com 16 semanas de idade,
obtidos no Biotério Central do Centro de Ciéncias Biolégicas e
da Satde da Universidade Federal de Vigosa, foram divididos
em grupos de 13 animais cada: NS (normotenso sedentario);
NT (normotenso treinado); HS (hipertenso sedentario); e HT
(hipertenso treinado). O tamanho da amostra foi definido
por conveniéncia, sendo que em cada grupo, 8 animais
foram utilizados para isolamento de cardiomidcitos e 5 para
analise de expressao génica. Todos os procedimentos foram
realizados de acordo com os Principios Eticos elaborados
pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA) e
foram aprovados pela Comissao de Ftica para Uso de Animais

(CEUA-UFV; processo n° 29/2014). Os animais foram alojados
em gaiolas coletivas (4 animais por gaiola), receberam dgua
e racdo comercial ad libitum sendo mantidos em ambiente
com temperatura média de 22°C e regime de luminosidade
de doze horas de escuridao e doze horas de claridade.

Protocolo de treinamento fisico e teste de esforco em
esteira rolante

Antes do inicio do treinamento, os animais foram
adaptados a esteira rolante durante 5 dias, 10 min/dia,
02 de inclinagdo, na velocidade de 5 m/min. Apés 48 horas,
todos os animais foram submetidos a um teste progressivo
em esteira rolante para determinar a velocidade maxima de
corrida (VMC), comegando a 5 m/mim, 0° de inclinacao,
com incrementos de 3 m/min a cada 3 minutos até a fadiga
de cada animal. A fadiga foi definida e o teste interrompido
quando os animais nao mantiveram a corrida de acordo com
a velocidade da esteira.

Os animais dos grupos NT e HT foram submetidos a um
programa de treinamento fisico por oito semanas, 5 dias/semana
(segunda a sexta-feira). Eles iniciaram correndo em esteira,
em intensidade de 5 a 6 m/min, 02 de inclinacdo e duragdo
de 10 minutos no primeiro dia. Nesta primeira semana, a
duragao foi aumentada em 5 minutos por dia e a intensidade
foi mantida. Na segunda semana, a duragao continuou sendo
aumentada em 5 minutos/dia e a intensidade em 2% da VMC
por dia, de maneira que a partir do primeiro dia da 32 até o
final da 82 semana, os animais correram a uma intensidade de
60% da VMC (~ 18 a 22 m/min), durante 60 minutos por dia.

Os testes na esteira rolante para determinagao da VMC
foram realizados em cada animal dos grupos experimentais
antes do treinamento, e no final da 42 semana nos animais
dos grupos treinados (NT e HT) para avaliagao do tempo total
de exercicio até a fadiga (TTF) e redefinicao da intensidade
de treinamento. Quarenta e oito horas ap6s a tltima sessao
de treino, os testes foram repetidos em todos os animais
dos grupos experimentais para avaliagao dos efeitos do
treinamento fisico sobre a capacidade de corrida.

Durante o periodo experimental, os animais dos grupos
sedentarios NS e HS foram manuseados e colocados na esteira
rolante 3 dias/semana (segundas, quartas e sextas-feiras),
10 min/dia, 0° de inclinagao a intensidade de 5 m/min para
expo-los a condigdes experimentais similares aquelas dos
grupos treinados.

A pressao arterial sistdlica (PAS) foi aferida no inicio e ao
final do perfodo experimental, isto €, 48 horas apés a Gltima
sessao de exercicio. As medidas foram realizadas pela manhg,
sem anestesia, por meio de pletismografia de cauda (LE 5001,
Panlab, Harvard Apparatus, Espanha), sendo realizadas trés
medidas para adogao do valor intermedidrio.

Isolamento do cardiomiocito

Quarenta e oito horas ap6s a dltima sessao de exercicio,
miécitos do VE foram isolados conforme descrito por
Locatelli et al."”” Resumidamente, os animais foram pesados
e sacrificados por deslocamento cervical, sendo o coracao
removido e pesado. Em seguida, foi canulado via artéria aorta em
um sistema Langendorff e perfundido com solugao de isolamento
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[composigao (mM): 130 Na+; 5,4 K+; 1,4 Mg*; 140 Cl-;
0,75 Ca**; 5,0 Hepes; 10 glicose; 20 taurina; e 10 creatina;
pH = 7,3 em temperatura ambiente]. Em seguida, o coragao
foi perfundido com solugao livre de célcio contendo 0,1 mM de
ethylene glycol-bis (5-aminoethyl ether)-N, N, N’, N'-tetraacetic
acid (EGTA), por um periodo de 4-6 min. Na sequéncia, o coragao
foi perfundido com a solugao de isolamento contendo 1,0 mg/mL
de colagenase tipo 2 (Worthington, EUA) e 0,1 mg/mL de protease
(Sigma-Aldrich, EUA) por 15 a 20 min. As solugdes utilizadas
foram oxigenadas (O2 100% - White Martins, Brasil) e mantidas
em temperatura de 35°C. Ap6s perfusoes, os ventriculos foram
separados dos étrios e pesados. Em seguida, o VE foi colocado
em frasco contendo 5,0 mL da solucdo enzimética (colagenase
+ protease). O frasco foi agitado moderadamente durante
05 min, em banho-maria a 37°C, ap6s o qual o tecido foi
retirado do frasco e o restante foi centrifugado (3.000 rpm) por
30s. O sobrenadante foi removido e os cardiomidcitos foram
suspendidos na solugdo de isolamento e armazenados em
refrigerador (5°C) até serem utilizados.

Medida da contratilidade celular

As contragdes dos midcitos isolados foram medidas por meio
da técnica de alteragdo do comprimento dos cardiomidcitos
usando-se o sistema de detecgdo de bordas (lonoptix, Milton,
MA-EUA) montado num microscépio invertido (Nikon
Eclipse - TS100, Japao), conforme descrito previamente.'
Resumidamente, os miécitos foram acomodados em uma camara
experimental com a base de vidro e banhados por solugdo
tampao com a seguinte composicao (em mM): 136,9 NaCl;
5,4 KCl; 0,37 NaH2PO4; 0,57 MgCl2; 5,0 Hepes = 5;
5,6 Glicose e 1,8 CaCl* (pH = 7,4 em temperatura ambiente).
Os miécitos foram visualizados em um monitor através de uma
camera (Myocam, lonoptix, frequéncia de 240 Hz) acoplada ao
microscépio utilizando-se um programa de detecgao de imagens
(lonwizard, lonoptix). Os cardiomiécitos foram estimulados
externamente na frequéncia de 1,0 Hz (20 Volts, duragdo de
5 min), em temperatura ambiente (~25°C), utilizando-se um
par de eletrodos de platina e um estimulador elétrico de campo
(Myopacer, lonoptix). Os movimentos das bordas longitudinais
dos midcitos foram capturados pelo sistema de detecgao
de bordas (lonwizard, lonoptix) e armazenados para andlise
posterior. Foram utilizados para as medidas de contracdo somente
os cardiomiécitos que estavam em boas condigbes, com as
bordas e as estriagoes sarcoméricas bem definidas, relaxados em
repouso, sem apresentar contragoes voluntarias. As contragoes
foram analisadas conforme descrito previamente.'®

Medida da concentracgao intracelular de Ca?* transitoria

As medidas da concentragao intracelular de Ca?* transitoria
nos cardiomidcitos isolados foram realizadas por meio de
sistema de fluorescéncia (lonoptix, EUA) montado em um
microscépio invertido (Nikon Eclipse — TS100, EUA) equipado
com uma lente objetiva de imersao em éleo (S Fluor, 40x,
Nikon, EUA), conforme descrito por Natali et al.’® Em resumo,
0s midcitos foram incubados com uma sonda de Ca?* (5 uM
por 10 min) (Fura-2AM, ThermoFisher, Waltham, EUA).
A razao entre a fluorescéncia emitida a 510 nm em resposta
a excitagdes a 340 nm e a emitida em resposta a excitagoes a
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380 nm foi usada como indice da concentragao intracelular de
Ca’* transitéria. Os midcitos foram estimulados eletricamente
(Myopacer, Field Stimulator, lonoptix, EUA) por um par de
eletrodos de platina com um pulso supra-limiar de 0,2 ms
(20V), na frequéncia de 1 Hz, em temperatura ambiente
(~ 25°C). Os parametros da concentragao intracelular de Ca**
transitoria foram analisados usando-se o software lonWizard
(lonWizard, 6.3, lonOptix, Milton, EUA).

Analise de expressao génica

Para as analises de expressdao génica, apés eutandsia,
fragmentos do VE foram coletados e armazenados em Freezer
a -80°C. O RNA total do VE foi isolado em 1 mL de Trizol
(Invitrogen) conforme indicagao do fabricante e armazenado a
-70°C. As amostras de RNA foram diluidas na proporgao de 1:100
em dgua, e analisadas por espectrofotometria em 260 a 280 nm.

Para andlise da expressao génica do miRNA-214 foi
utilizado o kit Tagman MicroRNA Assays (Applied Biosystems)
seguindo as indicagoes do fabricante. A quantificacao da
expressao génica foi feita em dois passos: primeiro, o DNA
complementar especifico (cDNA) foi obtido através da
transcricdo reversa da amostra de RNA total utilizando-se um
primer especifico para o miRNA analisado do tipo stem-loop
e TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit; e segundo,
por reacao de Real Time-PCR, os produtos de PCR foram
amplificados da amostra de cDNA obtida anteriormente,
utilizando TagMan® MicroRNA Assay e TagMan® Universal
PCR Master Mix Il. Foi utilizado como controle o normalizador
U6 snRNA. As analises foram feitas em equipamento ABI 7500
Real Time-PCR Systems (Applied Biosystems).

Analise estatistica

As pressuposi¢oes da andlise de variancia (ANOVA)
— homogeneidade de varidncias entre os grupos e de
normalidade das observacoes, foram checadas e nao
foram detectadas violagdes que merecessem atengao.
As variaveis se apresentam normais e continuas. Foi utilizado
os testes de Levene, Qui quadrado e Kolmogorov-Smirnov.
As comparagdes entre os valores iniciais e finais de PAS e
de TTF de cada grupo experimental foram feitas usando-se
o teste t de Student pareado. Para as comparagdes entre
os quatro grupos, usou-se ANOVA two-way, seguida do
post-hoc de Tukey. Utilizou-se o programa SigmaPlot (Systat
Software, Inc., San Jose, CA, EUA) e adotou-se como nivel
de significancia 5%. Os resultados sao apresentados como
média = desvio-padrao da média (DP).

Resultados

O programa de treinamento fisico aplicado aumentou
o TTF dos animais normotensos e hipertensos (Figura TA).
A figura 1B apresenta a velocidade de corrida desses animais
durante os treinamentos.

Os animais hipertensos apresentaram menor peso corporal
(PQ), igualdade no peso de VE (PVE), maior PVE/PC e nos
animais HT maior peso dos ventriculos (PV)/PC em relagao
aos normotensos (Tabela 1). O treinamento fisico aplicado
ndo afetou estes parametros.
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Figura 1 - (A) Tempo total até a fadiga dos animais normotensos e hipertensos antes (pré) e apés (pés) o treinamento. (B) Velocidade de corrida durante os treinamentos.
NT, normotenso treinado. HT hipertenso treinado. Dados sdo media + DP de 8 animais em cada grupo. *diferente NT-Pré; * diferente HT-Pré (p < 0.05).

Tabela 1 - Peso corporal e dos ventriculos nos grupos experimentais

NS (n=8) NT(n=8) HS (n = 8) HT(n=8) Valor de p
PC (g) 41130 + 21,51 447,10 + 43,94 350,60 + 21,97 338,90 £ 30,67 0,001
PV (9) 162+0,20 149+0,25 147 £0,17 166 +0,23 0,954
PVE (g) 112013 1,08+0,13 1,18 +0,14 125+0,15 0,265
PVIPC (mglg) 3,97 40,62 346 +047 4194045 4934080 0,000
PVE/PC (mglg) 2,754 042 2424023 3,39 £0,39* 3,72:+0,48% 0,000

NS: normotenso sedentario; NT: normotenso treinado; HS: hipertenso sedentario; HT: hipertenso treinado; PC: peso corporal; PV: peso dos ventriculos; PVE: peso
do ventriculo esquerdo; n, nimero de animais; * diferente NS; ¢ diferente NT (p < 0.05).

Os resultados referentes a PAS sao apresentados na Figura 2.
O programa de exercicio fisico aplicado nao alterou a PAS
nos animais normotensos em relagao ao pré-treinamento; por
outro lado, no grupo experimental hipertenso, o treinamento
fisico reduziu a PAS em relagdo ao pré-treinamento (Figura 2A).

A figura 3 apresenta os dados da contratilidade celular.
A amplitude de contragao nao foi afetada pela hipertensao
nem pelo treinamento fisico (Figura 3A). Da mesma forma,
o tempo para o pico de contragao nao foi alterado em
nenhum dos grupos experimentais (Figura 3B). Entretanto, o
treinamento fisico foi capaz de diminuir o tempo para 50%
de relaxamento (Figura 3C) nos animais normotensos, mas
nao nos hipertensos.

A Figura 4A mostra que o treinamento fisico nao modificou
a amplitude de [Ca’*]. nos animais normotensos. Porém, o
treinamento fisico aumentou a amplitude do [Ca?*], no
grupo HT, comparado ao HS. O treinamento fisico também
diminuiu o tempo para o pico do [Ca’**], nos animais do
grupo NT, em relagdo aos do grupo NS (Figura 4B), mas nao
nos animais hipertensos. O tempo para 50% de decaimento
do [Ca?*], (Figura 4C) foi aumentado no grupo NT em relacao
ao NS. Nos animais hipertensos, todavia, o treinamento fisico
reduziu este pardmetro (p < 0,05).

O protocolo de treinamento fisico aplicado nao causou
nenhuma modificagdo na expressao de mir-214 nos animais
normotensos (Figura 5). Entretanto, nos animais hipertensos houve
aumento no grupo HT em relagao ao HS e aos demais grupos.

Discussao

Neste estudo, verificaram-se os efeitos do treinamento
aerdbico sobre a contratilidade e a concentracao intracelular de
Ca?* transitéria em midcitos e a expressao do miR-214 no VE
de ratos hipertensos. Os resultados mostram que o treinamento
aerdbico aplicado, além de reduzir a PAS dos animais
hipertensos, aumentou amplitude e reduziu o tempo para 50%
de decaimento da concentracdo intracelular de Ca?* transitoria,
assim como aumentou a expressdao de miR-214. Todavia, a
contratilidade de midcitos isolados do VE nao foi alterada.

A eficiéncia do programa de treinamento fisico usado no
presente estudo foi confirmada quando os animais treinados
apresentaram uma maior capacidade fisica, representada pelo
TTF, comparada aos seus respectivos controles. Esta maior
capacidade fisica de SHR em resposta ao treinamento aerébico
ja foi demonstrada em estudos prévios.'*'”'® Mais importante,
o treinamento fisico reduziu a PAS nos animais hipertensos, e
esse efeito estd bem estabelecido na literatura." "
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Figura 2 - Presséo arterial sistélica (PAS) dos animais normotensos e hipertensos. (A) PAS pré-treinamento vs. pos-treinamento). (B) PAS final de todos os grupos
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Figura 3 - Contratilidade de cardiomidcitos dos animais normotensos e hipertensos. (A) Amplitude de contragdo é expressa como percentual de variagdo do
comprimento celular de repouso (% c.c.r) apés o estimulo elétrico a 1HZ; (B) Tempo para o pico de contragdo; (C) Tempo para 50% de relaxamento; NS: normotenso
sedentério; NT: normotenso treinado; HS: hipertenso sedentario; HT: hipertenso treinado. Dados sdo media + DP de 60 a 80 células de 8 animais em cada grupo.
* diferente NS; * diferente NS; * diferente HT (p < 0.05).
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# diferente NS (p < 0.05).
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No presente estudo, em relagdao a contratilidade de
cardiomiécitos do VE, apesar do treinamento fisico aerébico
reduzir o tempo de relaxamento celular nos animais normotensos,
nos animais SHR a contratilidade celular nos animais treinados
foi mantida nos mesmos niveis dos sedentarios.

Embora a contratilidade dos cardiomiécitos dos SHR nao
tenha sido afetada pelo treinamento fisico, a concentracao
intracelular de Ca?* transitéria apresentou maior amplitude
e menor tempo de decaimento nos animais treinados que
seus controles sedentdrios. Isso indica maior disponibilidade
de Ca?" no citosol, assim como maior velocidade de
remogao desse fon e consequente relaxamento celular.?
Tais achados corroboram os de outro estudo,?' o qual
demonstrou aumento da expressao de SERCA2a, principal
responsavel pela remogao do Ca** do citosol para dentro
do reticulo sarcoplasmatico.?

Em relacdo ao miR-214, regulador antagdnico da
SERCA2a, os resultados deste estudo sao contraditérios
aos existentes na literatura, pois o exercicio fisico utilizado
causou aumento na expressao deste microRNA no VE
dos animais hipertensos. Esperava-se que o treinamento
fisico aerdbico reduzisse a expressao de miR-214, o que
justificaria a redugao do tempo para 50% de decaimento
da concentracgdo intracelular de Ca?" transitéria nos
cardiomiécitos do VE dos SHR, em funcao de um esperado
aumento na expressao de SERCA2a. Apesar da expressao de
SERCA2a no VE nao ter sido avaliada no presente estudo,
um estudo' demostrou que o VE de ratos normotensos
submetidos a treinamento fisico resistido apresentou
redugdo na expressao de miR-214 e aumento na expressao
de SERCAZ2a. Tais adaptagbes estavam associadas a maior
velocidade de relaxamento dos midcitos isolados do VE
dos animais treinados. Resultados similares apresentando
redugdo na expressao de miR-214 e aumento na expressao
de SERCA2a também foram observados em ratos infartados
submetidos ao treinamento fisico resistido."> Assim, pouco
se sabe sobre os efeitos do exercicio aerébico sobre as
propriedades do cardiomidcito hipertenso, e estudos
futuros sao necessdrios para investigar outras possiveis
alteragoes associadas a regulacdo intracelular de Ca?*
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em cardiomidcitos de ratos hipertensos submetidos ao
treinamento fisico aerébico.

Conclusao

O treinamento fisico aerébico utilizado aumentou a
disponibilidade intracelular e acelera o sequestro de Ca** em
midcitos do VE de ratos hipertensos, apesar do aumento da
expressao de miR-214 e da manutencao da contratilidade celular.
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