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RESUMO

A hipertenséo arterial (HA) é acompanhada por alteracdes neurais, cardiacas e vasculares. A
hipertensdo induzida por dexametasona (DEX) é observada em animais normotensos, mas
pouco se sabe sobre os efeitos da DEX na rigidez arterial e remodelamento vascular de ratos
normotensos e espontaneamente hipertensos (SHR). O treinamento fisico combinado (exercicio
aerobio em dias alternados com exercicio resistido) tem sido recomendado para prevencao e
controle da HA, no entanto, os mecanismos induzidos pelo treinamento combinado para
reducdo da PA de hipertensos ainda nédo sdo totalmente compreendidos. Portanto, o objetivo
deste estudo foi avaliar os efeitos do tratamento com DEX na pressédo arterial (PA) e
enrijecimento arterial de ratos Wistar e SHR, bem como avaliar os efeitos do treinamento
combinado na hemodinamica de SHR tratados ou ndo com DEX. Ratos Wistar e SHR foram
tratados com DEX (50upg/kg s.c.) durante 14 dias. SHR foram submetidos a treinamento
combinado por 74 dias ou mantidos sedentarios e, nos ltimos 14 dias foram tratados com DEX.
Foram realizadas analises dos parametros ecocardiograficos, PA, velocidade de onda de pulso
(VOP), bem como anélises histoldgicas e morfométricas no miocardio e artérias aorta, carétida
e femoral. Os resultados mostram que o grupo SHR controle (SHRcT) teve maior PA que o
grupo Wistar controle (Wcr), associado a um desbalan¢o autonémico para o coragdo. Algumas
alteragOes ecocardiograficas em SHRcr (vs Wcr) foram sugestivas de remodelamento cardiaco:
maior espessura relativa da parede (Esp.rel., +28%) e indice de massa do ventriculo esquerdo
(IMVE, +26%); e menor didmetro sistdlico do VE (DSVE, -19%) e didmetro diastolico do VE
(DDVE, -10%), com discreta disfuncéo sistélica e fungdo diastolica preservada. Além disso, 0
miocardio dos SHRct apresentou menor densidade de capilares e porcentagem de area de
deposicéo de colageno semelhante, quando comparados aos Wcr. A VOP foi maior em SHRct
devido a maior deposicao de colageno aortico. Ratos wistar tratados com DEX apresentaram
maior PA (~23%) e desbalanco autondmico. A DEX néo alterou a estrutura cardiaca no Wistar,
mas a VOP (+21%) e a area de deposicdo de colageno adrtico (+21%) foram maiores em
comparagdo com o controle. Por outro lado, A DEX ndo alterou a PA ou a rigidez arterial de
SHR, mas reduziu a esp.rel da parede do VE e a area de deposicdo de colageno. Nos SHR, o
treinamento combinado reduziu a PA (~18%) e a VOP (-20%), que foram associados a um
melhor balan¢o autonémico para o coragdo, reducdo da deposicéo de coldgeno no miocardio (-
18%), bem como menor deposicao de colageno na aorta (-23%), carétida (-35%) e femoral (-
14%). Além disso, o treinamento combinado bloqueou completamente qualquer aumento de
PA ou VOP induzidos por DEX em SHR, como aconteceu nos Wistar. Nem a DEX nem o
treinamento combinado alteraram o remodelamento dos vasos. Em concluséo, os resultados
sugerem um efeito diferencial da DEX na rigidez arterial, remodelagdo miocéardica e pressao
arterial entre ratos Wistar e SHR. Por outro lado, o treinamento combinado se mostrou uma
estratégia importante para reduzir a PA e a rigidez arterial em SHR, e essas respostas menores
foram mantidas independentemente do tratamento com DEX.

Palavras chaves: Velocidade de onda de pulso; treinamento aerdbio; treinamento resistido;
deposicédo colageno; hipertensao; artérias



ABSTRACT

Arterial hypertension (HT) is usually accompanied by neural, cardiac and vascular alterations.
Dexamethasone (DEX)-induced hypertension is observed in normotensive rats, but little is
known about the effects of DEX of arterial stiffness and vessel remodeling on normotensive
and spontaneously hypertensive rats (SHR). Combined training (aerobic exercise on alternate
days with resistance exercise) has been recommended as a preventive and non-pharmacological
treatment for HT, but the mechanisms induced by combined training to reduce HT are not
totally known. Therefore, the aim of this study was to evaluate the effects of DEX treatment on
arterial pressure (AP) and arterial stiffening of Wistar and SHR, as well as the effects of
combined training on the hemodynamics of SHR treated or not with DEX. Wistar and SHR
were treated with DEX (50ug/kg s.c.) for 14 days. SHR were submitted to combined training
for 74 days and were treated with DEX during the last 14 days. Echocardiographic parameters,
AP, pulse wave velocity (PWV), as well as histological and morphometric analyses of the heart
and aorta, carotid and femoral arteries were performed. The results show that control SHR
(SHRcT) had higher AP then control Wistar (Wcr), associated with autonomic imbalance to the
heart. Echocardiographic changes in SHRct (vs WcT) were suggestive of cardiac remodeling:
higher relative wall thickness (RWT, +28%) and left ventricle mass index (LVMI, +26%) and
lower LV systolic diameter (LVSD, -19%) and LV diastolic diameter (LVDD, -10%), with
slightly systolic dysfunction and preserved systolic function. In addition, SHRct had lower
myocardial capillary density and similar collagen deposition area. PWV was higher in SHRct
due to higher aortic collagen deposition. DEX-treated Wistar rats presented higher AP (~23%)
and autonomic imbalance to the heart. DEX did not change cardiac structure in Wistar, but
PWYV (+21%) and aortic collagen deposition area (+21%) were higher compared with control.
However, DEX did not change AP, autonomic balance to the heart or arterial stiffness in SHR,
but reduced RWT and LV collagen deposition area (-12% vs SHRct). On the other hand,
combined training reduced AP (~18%), PWV (-20%) in SHR (SHR~cT), which was associated
with better autonomic balance to the heart, reduced myocardial collagen deposition (-18%), as
well as lower collagen deposition aorta (-23%), carotid (-35%) and femoral (-14%). In addition,
combined training completely blocked any increase of AP or estimated PWV induced by DEX
in SHR, as it does in normotensive rats. No effect of DEX treatment or combined training on
vessel remodeling was observed in arteries. In conclusion, the results suggest a differential
effect of dexamethasone on arterial stiffness, myocardial remodeling, and AP between Wistar
and SHR. On the other hand, combined training proved to be an important strategy to reduce
AP and arterial stiffness in SHR, and these lower responses were maintained regardless of DEX
treatment.

Keywords: Pulse wave velocity; aerobic training; resistance training; collagen deposition;
hypertension,; arteries.
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Figura 1 - llustracdo do desenho experimental durante 74 dias. Peso corporal (PC), teste de
capacidade fisica maxima (Tmax), pressdo arterial de cauda (PA cauda) e velocidade de onda
de pulso (VOP) foram medidos ao longo do protocolo experimental. O treinamento combinado
foi realizado durante 74 dias. O tratamento com DEX foi realizado nos tltimos 14 dias. Ao final
do protocolo experimental, analises ecocardiograficas e hemodinadmicas foram realizadas antes
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Figura 2 - llustracdo do procedimento de estimacgdo da velocidade de onda de pulso (VOP).
Posicionamento do animal sobre a cama aquecedora e indicacdo da localizacdo dos dois
fotodiodos: um no membro superior direito (proximo ao cotovelo) e outro no membro posterior
direito (préximo ao joelho). Os fotodiodos sdo conectados a 30 um computador e o tempo de
transito (TT, ms) entre as artérias (trajeto carétida-femoral) € detectado pelo software pOpet
1.0. A distancia entre o posicionamento dos fotodiodos deve ser incluida no software para
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Figura 3 - Valores de pressdo arterial sistélica (PAS, mmHg, Painel A), pressdo arterial
diastdlica (PAD, mmHg, Painel B) e pressdo arterial média (PAM, mmHg, Painel C) dos
grupos: Wistar controle (Wcr, n=8), Wistar tratado com DEX (Wpex, n=7), SHR controle
(SHRcT, n=8) e SHR tratado com DEX (SHRpex , n=6). Significancia: * vs controle, # vs
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Figura 4 - Analise do balango autonémico para o coracao. Banda de baixa frequéncia (LF, nu),
banda de alta frequéncia (HF, nu) e razéo entre LF e HF (LF/HF) dos grupos: Wistar controle
(WcT, n=6), Wistar tratado com DEX (Wpex, n=6), SHR controle (SHRcT, n=6) e SHR tratado
com DEX (SHRpex, n=5). Significancia: * vs controle, # vs Wistar; p<0,05. .........c..ccoveneee. 37
Figura 5 - Valores do didametro do miocito (Painel A, um) e densidade capilar no miocéardio
(Painel B, nf/mm?) dos grupos: Wistar controle (WcT, n=13), Wistar tratado com DEX (Wpex,
n=7), SHR controle (SHRcT, n=8) e SHR tratado com DEX (SHRpex, n=11). Significancia: *
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Figura 6 - Painel superior: Valores da porcentagem da area de deposicdo de colageno do
miocérdio dos grupos analisados: Wistar controle (Wcr, n=13), Wistar tratado com DEX
(Wbex, n=7), SHR controle (SHRcT, n=8) e SHR tratado com DEX (SHRpex, n=11). Painel
inferior: Imagens de cortes transversais do miocérdio que ilustram a deposicdo de colageno
coradas com Picrosirius-red. A coloracdo em amarelo representa as fibras cardiacas e a

coloracdo em vermelho, indicadas por setas, representam o tecido conjuntivo. Barra: 100um,
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400x. Wistar controle (Painel A), Wistar tratado com DEX (Painel B), SHR controle (Painel C)
e SHR tratado com DEX (Painel D). Significancia: * vs controle, # vs Wistar; p<0,05. ........ 40
Figura 7 - Valores estimados da velocidade de onda de pulso (VOP, m/s) nos diferentes grupos
analisados: Wistar controle (Wcr, n=13), Wistar tratado com DEX (Wpex, n=7), SHR controle
(SHRcT, n=8) e SHR tratado com DEX (SHRpex, n=11). Significancia: * vs controle, # vs
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Figura 8 - Painel superior: Valores da % da deposicdo de colageno na aorta (Painel superior)
dos grupos: Wistar controle (WcT, n=13), Wistar tratado com DEX (Wpex, n=7), SHR controle
(SHRcT, n=8) e SHR tratado com DEX (SHRpex, n=11). Painel inferior: Imagens
representativas da deposicdo de coldgeno na parede da aorta coradas com Picrosirius-red. As
coloragdes em amarelo representam as fibras musculares lisas e as coloragées em vermelho
representam as fibras de coldgeno. Cortes transversais (5 um) retirados da aorta toracica de um
animal de cada grupo Wistar controle (Painel A), Wistar tratado com DEX (Painel B), SHR
controle (Painel C) e SHR tratado com DEX (Painel D). Barra: 50 um, 200 X. Significancia: *
Vs controle, # Vs WIStar; P<0,05. ......oooviiiiiiic it 41
Figura 9 - Valores de Pressdo arterial sistélica (PAS, mmHg, Painel A), Pressdo arterial
diastolica (PAD, mmHg, Painel B) e Presséo arterial média (PAM, mmHg, Painel C) entre
todos os grupos SHR: sedentério controle (SHRcT, n=6), sedentério tratado com DEX (SHRpex,
n=6), treinado controle (SHRtct, n=5) e treinado tratado com DEX (SHRtpex, =7).
Significancia: * vs controle, + vs sedentario; Pp<0,05........cccccceiieiiiiieiieeie e 46
Figura 10 - Anélise do balango autondmico para o coracao. Baixa frequéncia no intervalo de
pulso (LF, nu, Painel A), Alta frequéncia (HF, nu, Painel B) e Raz&o entre LF e HF (LF/HF,
Painel C) entre todos os grupos SHR: sedentério controle (SHRcT, n=6), sedentério tratado com
DEX (SHRpex, n=6), treinado controle (SHRrcT, n=5) e treinado tratado com DEX (SHRpex,
=6). Significancia: * vs controle, + vs sedentario; P<0,05. .......ccccvevierierieie e 47
Figura 11 - Painel da direita representa imagens da deposicdo de coldgeno no miocéardio
coradas com Picrosirius red. A coloracdo em amarelo representa as fibras cardiacas e a
coloracdo em vermelho indicadas por setas representam o tecido conjuntivo. Barra: 100um,
400x. Sedentario controle (Painel A), Sedentario tratado com DEX (Painel B), Treinado
controle (Painel C) e Treinado tratado com DEX (Painel D). Painel da esquerda representa
valores da area de deposicao de coldgeno do miocéardio (%) de todos os grupos SHR: Sedentério
controle (SHRcT, n=8), Sedentario tratado com DEX (SHRpex, n=10), Treinado controle
(SHR1cT, n=12) e Treinado tratado com DEX (SHRtpex, n=11). Significancia: * vs Controle,
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Figura 12 - Valores estimados de velocidade de onda de pulso (A, VOP, m/s) e de presséo
arterial sistolica (B, medida por pletismografia de cauda, mmHg) no inicio e final do protocolo
de treinamento combinado (8 semanas) antes do tratamento com DEX em todos os grupos SHR:
Sedentario (n=23) e Treinado (n=28). Significancia: $ vs inicial; + vs sedentério; p<0,05.....49
Figura 13 - Valores estimados de velocidade de onda de pulso (VOP, m/s) no final do protocolo
experimental em todos os grupos SHR: Sedentério controle (SHRcT, n=11), Sedentario tratado
com DEX (SHRpex, n=12), Treinado controle (SHRtcT, n=15) e Treinado tratado com DEX
(SHRTpEX, N=13). Significancia: + vs sedentario; p<0,05........cccccceeviiviieieerenese e 50
Figura 14 - Painel superior mostra valores da area de deposicao de colageno nas artérias. Aorta
(%, Painel A), carotida (%, Painel B) e femoral (%, Painel C) em todos os grupos SHR:
Sedentario controle (SHRcT, n=7), Sedentario tratado com DEX (SHRpex, n=10), Treinado
Controle (SHR+cT, n=12) e Treinado tratado com DEX (SHRtpex, n=10). Significancia: + vs
sedentario; p<0,05. Painel inferior representa imagens representativas da area de deposicao de
colageno nas artérias aorta (Painel A), carétida (Painel B) e femoral (Painel C). Cortes
transversais (5um) retirados de cada animal foram corados com Picrosirius-red. As manchas de
amarelo representam as fibras musculares lisas e as manchas de vermelho representam as fibras
de COIAGEN0. Barra: SOIM. .....oiuiiiiiiieieieie ettt bbbt 51
Figura 15 - Imagens representativas da morfometria nas artérias aorta (Painel A), carétida
(Painel B) e femoral (Painel C). Cortes transversais (10um) retirados de cada animal foram
corados com Hematoxilina-Eosina. Barra: 1 mm (Painel A) e 500 um (Painel B e C). .......... 53
Figura 16 - Correlacdo entre velocidade de onda de pulso (VOP, m/s) e % area de deposi¢édo
de colageno arterial: aorta (r=0,606, p<0,0001, Painel A), car6tida (r=0,447, p=0,02, Painel B)
e femoral (r=0,370, p<0,04, Painel C) em todos os ratos SHR. Correlacdo entre a pressao arterial
sistdlica (PAS, mmHg) e a velocidade de onda de pulso (VOP, m/s) (r=0,484, p<0,001, Painel
D) em todos os ratos SHR: Sedentario controle (SHRct, n=7), Sedentario tratado com DEX
(SHRpex, n=9), Treinado controle (SHR+cT, N=12) e Treinado tratado com DEX (SHRTpEex,
n=10). Significancia: * p<0,005, **P<0,001. ......ccooiiiririeieieie s 54
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INTRODUCAO
1.1 Hipertensao arterial

A hipertenséo arterial (HA) é um importante fator de risco para o desenvolvimento de
doengas cardiovasculares, com grande impacto na morbidade e mortalidade populacional
(DI CHIARA; SCAGLIONE; CORRAO; ARGANO et al., 2017; WANI-PAREKH;
BLANCO-GARCIA; MENDEZ; MUKHERJEE, 2017). HA € uma condi¢do clinica
multifatorial que afeta mais de 4 milhdes dos brasileiros (DATASUS, 2021) e é
caracterizada por pressdo arterial sistdlica (PAS) >140 mmHg e / ou pressdo arterial
diastdlica (PAD) >90 mmHg (BARROSO; RODRIGUES; BORTOLOTTO; MOTA-
GOMES et al., 2021). Com numeros cada vez mais acentuados nas internac6es hospitalares,
a HA tornou-se um problema para a salde publica por sua abrangéncia e por demandar
enormes gastos e niveis de absenteismo.

A HA geralmente é acompanhada por um desbalanco autonémico para o coracao,
hipertrofia cardiaca e rigidez arterial (BERNARDO; WEEKS; PRETORIUS;
MCMULLEN, 2010; LI; HE; ZHAO; Ll et al., 2016; ROSSONI; OLIVEIRA; CAFFARO;
MIANA et al., 2011; STERN; TATTERSALL; GEPNER; KORCARZ et al., 2015). O
progresso da hipertensdo é normalmente acompanhado por remodelamento cardiaco que,
por sua vez, é induzido por alteracdes génicas, moleculares, celulares e intersticiais
manifestadas no coracdo, permitindo anormalidades em seu funcionamento, tamanho e
forma com o aumento da PA (COHN; FERRARI; SHARPE, 2000). As alteracdes cardiacas
sdo caracterizadas por hipertrofia do ventriculo esquerdo (VE) e disfuncdo ventricular
sistdlica e/ou diasto6lica, que muitas vezes se agravam junto ao processo de envelhecimento
(PAGAN; DAMATTO; CEZAR; LIMA et al., 2015). O aumento da massa do miocardio é
também uma caracteristica presente da hipertrofia cardiaca, decorrente de processos
patoldgicos ou fisioldgicos. Em animais espontaneamente hipertensos (SHR), mesmo com
apenas 5 meses de idade, percebe-se maior espessura relativa da parede do VE, maior
tamanho de midcito e aumento do indice de massa do VE (IMVE) (DUCHATSCH,;
TARDELLI; HERRERA; RUIZ et al., 2021; MIOTTO; DUCHATSCH; MACEDO; RUIZ
et al., 2021), que pode ser induzida por sobrecarga de pressdo (BERNARDO; WEEKS;
PRETORIUS; MCMULLEN, 2010). No processo de remodelamento cardiaco induzido por
HA além de haver hipertrofia em midcitos, também ocorre alteracdo na produgédo e
deposicdo de colageno intersticial (COHN; FERRARI; SHARPE, 2000; DUCHATSCH,;
TARDELLI; HERRERA; RUIZ et al., 2021; MIOTTO; DUCHATSCH; MACEDO; RUIZ
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et al., 2021), o que favorece o aumento de fibrose e aumento da rigidez do musculo
(VILLARI; CAMPBELL; HESS; MALL et al., 1993).

A rigidez arterial, avaliada pela técnica de velocidade de onda de pulso (VOP), que
acompanha o desenvolvimento da HA, tem sido reconhecida como um marcador de danos
a Orgaos alvos associados a idade e eventos cardiovasculares futuros, bem como marcador
de mortalidade por todas essas causas (BEN-SHLOMO; SPEARS; BOUSTRED; MAY et
al., 2014; SCUTERI; MORRELL; FEGATELLI; FIORILLO et al., 2020;
VLACHOPOULOS; AZNAOURIDIS; STEFANADIS, 2010; 2014). Estudos tém
demonstrado que a medida de VOP é uma técnica ndo invasiva que reflete o efeito a longo
prazo dos fatores de risco como diabetes, aterosclerose, sindrome metabdlica e hipertensédo
na parede arterial (DEMIR; AVCI; ERGULU ESMEN; TUNCEZ et al., 2021;
LAMBRINOUDAKI; KAZANI; ARMENI; RIZOS et al., 2018; LITHOVIUS; GORDIN;
FORSBLOM; SARAHEIMO et al., 2018; PUTAREK; BANFIC; PASALIC; KRNIC et al.,
2018; SCUTERI; CUNHA; AGABITI ROSEI; BADARIERE et al., 2014; SI; LIU, 2019).

Embora ndo esteja claro se a rigidez arterial é dependente ou independente o
desenvolvimento de HA (HAGG; ANDERSSON; NAYLOR; GRONROS et al., 2004;
LINDESAY; BEZIE; RAGONNET; DUCHATELLE et al., 2018; MARTINEZ-
MARTINEZ; RODRIGUEZ; GALAN; MIANA et al., 2016), alteracGes vasculares sdo
comumente observadas na HA primaria ou secundaria (DUPONT; KENNEY; PATEL,
JAFFE, 2019; MOZOS; MALAINER; HORBANCZUK; GUG et al., 2017; SCANDALE;
DIMITROV; RECCHIA; CARZANIGA et al., 2020). O remodelamento vascular na HA
envolve tanto a musculatura lisa vascular quanto os componentes da matrix extracelular, os
quais d&o suporte para a estrutura e funcionalidade, elasticidade e resisténcia da parede do
vaso (FRIDEZ; ZULLIGER; BOBARD; MONTORZI et al., 2003). Esses elementos estao
dispostos nas paredes dos vasos formados por trés camadas distintas: a tlnica intima, que é
constituida pelo endotélio e por tecido subendotelial; tinica média, que é constituida na sua
maior parte por musculo liso; e a tinica adventicia, que é constituida principalmente por
colageno e elastina (BRASSELET; DURAND; ADDAD; AL HAJ ZEN et al., 2005).

A rigidez arterial estd normalmente associada ao desequilibrio entre componentes da
matriz extracelular (como colageno e elastina), alteracdes nas células do masculo liso e/ou
remodelamento dos vasos (JORDAO; LADD; COPPI; CHOPARD et al., 2011,
LACOLLEY; REGNAULT; SEGERS; LAURENT, 2017; SEHGEL; VATNER,
MEININGER, 2015). Além disso, pesquisadores demonstraram que a HA causa dano ao
endotélio adrtico, inflamacéo e fibrose (WU; SALEH; KIRABO; ITANI et al., 2016), 0 que
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aumenta a rigidez arterial (HAGG; ANDERSSON; NAYLOR; GRONROS et al., 2004
MARTINEZ-MARTINEZ; RODRIGUEZ; GALAN; MIANA et al., 2016). Em SHR, sabe-
se que a area de deposicdo de colageno adrtico é maior do que em animais normotensos
(ARTHUR-ATAAM; BIDEAUX; CHARRABI; SICARD et al.,, 2019; BUNBUPHA,;
PRACHANEY; KUKONGVIRIYAPAN; KUKONGVIRIYAPAN et al, 2015;
CHAMIOT CLERC; RENAUD; BLACHER; LEGRAND et al., 1999; HAYS; MA,
ZHOU; STOLL etal., 2018; JORDAO; LADD; COPPI; CHOPARD et al., 2011; ZALBA,;
BEAUMONT; SAN JOSE; FORTUNO et al., 2000) e este, por sua vez, tem sido
considerado importante para o aumento de rigidez arterial e menor distensibilidade na aorta
de SHR (CHAMIOT CLERC; RENAUD; BLACHER; LEGRAND et al., 1999).

Portanto, compreender os mecanismos envolvidos na rigidez vascular é um alvo

emergente para tratar a HA.

1.2 Dexametasona

A dexametasona (DEX) € um glicocorticéide amplamente utilizado na pratica clinica
para o tratamento de diversas doencas, principalmente por seus efeitos anti-inflamatérios e
antialérgicos (KIM; KOO; SHIN; BAN et al., 2016; PANIAGUA; LOPEZ; MUNOZ;
TAMES et al., 2017). Ja estd bem descrito na literatura que o tratamento com DEX induz
HA, dependente da dose, da forma de administracdo do medicamento e do periodo de
tratamento, tanto em animais (CONSTANTINO; DIONISIO; DUCHATSCH; HERRERA
etal., 2017; DODIC; PEERS; COGHLAN; MAY etal., 1999; HERRERA; DUCHATSCH,;
TARDELLI; DIONISIO et al., 2020; HERRERA; JESUS; DIONISIO; DIONISIO et al.,
2017; JESUS; HERRERA; ANDREO; SANTOS et al., 2020; JOUKAR; EBRAHIMI;
KHAZAEI; BASHIRI et al., 2017; MONDO; YANG; ZHANG; HUANG, 2006; ONG;
VOHRA; ZHANG; SUTTON et al., 2013) quanto em humanos (ANWAR; SALEH; AL
OLABI; AL SHEHABI et al., 2016; BROTMAN; GIROD; GARCIA; PATEL et al., 2005;
WILLIAMSON; ONG; WHITWORTH; KELLY, 2015), mas os efeitos da DEX sobre a
rigidez arterial ainda ndo estdo claros. Nos ultimos anos, nosso grupo tem mostrado 0s
efeitos diferenciais da DEX na presséo arterial, balan¢o autonémico e remodelamento do
miocéardio de animais normotensos Wistar (CONSTANTINO; DIONISIO; DUCHATSCH,;
HERRERA etal., 2017; DUCHATSCH; CONSTANTINO; HERRERA; FABRICIO et al.,
2018; HERRERA; JESUS; DIONISIO; DIONISIO et al., 2017; HERRERA,; JESUS;
SHINOHARA; DIONISIO et al., 2016; JESUS; HERRERA; ANDREQO; SANTOS et al.,
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2020) e recentemente alguns desses efeitos em SHR (DUCHATSCH; TARDELLI,
HERRERA; RUIZ et al., 2021).

Multiplos mecanismos foram identificados para contribuir com a HA induzida pelo uso
cronico de DEX em Wistar, entre eles pode-se citar o aumento da modulacdo simpética
vascular, desbalanco autondmico para o coragdo e reducdo da efetividade da atividade
barorreflexa (CONSTANTINO; DIONISIO; DUCHATSCH; HERRERA et al., 2017;
DUCHATSCH; CONSTANTINO; HERRERA; FABRICIO et al., 2018; FLETCHER;
GARDNER; EDWARDS; FOWDEN et al., 2003; HERRERA,; JESUS; SHINOHARA;
DIONISIO et al., 2016; SEGAR; ROGHAIR; SEGAR; BAILEY et al., 2006), estresse
oxidativo (JOUKAR; EBRAHIMI; KHAZAEI; BASHIRI et al., 2017; MONDO; YANG,;
ZHANG; HUANG, 2006; SCHAFER; WALLERATH; CLOSS; SCHMIDT et al., 2005),
aumento da atividade do sistema renina angiotensina (FORHEAD; GILLESPIE;
FOWDEN, 2000; FORHEAD; JELLYMAN; DE BLASIO; JOHNSON et al., 2015;
HOSHINO; SAKAMAKI; NAKAMURA; KOBAYASHI et al., 1994) e rarefacdo da
microcirculacdo do musculo esquelético (HERRERA; DUCHATSCH; TARDELLI;
DIONISIO et al., 2020; HERRERA,; JESUS; DIONISIO; DIONISIO et al., 2017;
HERRERA; JESUS; SHINOHARA,; DIONISIO et al., 2016; JESUS; HERRERA;
ANDREOQO; SANTOS et al., 2020).

Pouco ainda se sabe sobre o0s efeitos do tratamento com DEX em individuos hipertensos.
Sabendo-se que individuos hipertensos podem necessitar de tratamento com DEX por
diversos motivos, é importante avaliar os efeitos da DEX em animais hipertensos,
principalmente baseados nos estudos em animais normotensos. Recentemente, resultados
de nosso grupo demonstraram que o tratamento com DEX parece melhorar a fungéo
cardiaca por reduzir a deposi¢do de coladgeno do ventriculo esquerdo (VE) e promover
angiogénese no miocardio (DUCHATSCH; TARDELLI; HERRERA; RUIZ et al., 2021),
no entanto os efeitos do tratamento com DEX no remodelamento cardiaco ainda s&o
controversos. Alguns autores mostraram que a DEX causa hipertrofia de cardiomidcitos e
disfuncdo cardiaca (DE; ROY; KAR; BANDYOPADHYAY, 2011; DE SALVI
GUIMARAES; DE MORAES; BOZI; SOUZA et al., 2017; DODIC; SAMUEL; MORITZ;
WINTOUR et al.,, 2001; MACEDO; SOUZA; ARAUJO; DANTAS et al., 2020;
MUANGMINGSUK; INGRAM; GUPTA; ARCILLA et al., 2000; REN; OAKLEY;
CRUZ-TOPETE; CIDLOWSKI, 2012) e outros autores mostraram efeitos cardioprotetores
da DEX (AGUILAR; STROM; CHEN, 2014; DUCHATSCH; TARDELLI; HERRERA,;
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RUIZ et al., 2021; REN; OAKLEY; CRUZ-TOPETE; CIDLOWSKI, 2012; XIA; NA;
GUO; Bl et al., 2007; XU; STROM; CHEN, 2011).

Esses resultados sd@o controversos porque a maioria dos estudos da literatura que
utilizam doses mais altas de DEX, por exemplo, De Salvi et al (DE SALVI GUIMARAES;
DE MORAES; BOZI; SOUZA et al., 2017) encontraram maior peso do coracao, fibrose
cardiaca, apoptose e dano genético de cardiomidcitos, sugerindo remodelamento cardiaco
patoldgico causado pela DEX em animais normotensos. Por outro lado, outros estudos tém
mostrado o efeito benéfico do tratamento com DEX, como por exemplo em animais com
oclusdo coronéaria, a DEX diminui a area de infarto e reduz a apoptose de cardiomiocitos
(XU; STROM; CHEN, 2011). Alguns autores justificam que a DEX em dose mais baixa
pode aumentar a ativacdo da proteina Bcl-2 em situacBes patoldgicas, que € uma proteina
antiapoptdtica, desencadeando melhora da estrutura e funcionamento cardiaco (CHEN;
ALEXANDER; SUN; XIE et al., 2005; XU; STROM; CHEN, 2011).

Nada se sabe sobre os efeitos da DEX na rigidez arterial e remodelamento vascular de
normotensos ou hipertensos. Resultados preliminares do nosso grupo (DE PAULA, 2019)
sugeriram que a hipertensdo induzida por DEX era acompanhada por aumento da rigidez
arterial em ratos normotensos, mas 0s mecanismos envolvidos ainda néo estéo totalmente

esclarecidos.

1.3 Treinamento combinado e tratamento com DEX

O treinamento fisico regular tem sido recomendado como terapia ndo farmacolégica na
prevencao e controle da HA (HANSEN; DENDALE; CONINX; VANHEES et al., 2017;
NERENBERG; ZARNKE; LEUNG; DASGUPTA et al., 2018), associados ou ndo a
tratamentos farmacoldgicos, como diuréticos, vasodilatadores, beta-bloqueadores,
inibidores da enzima conversora de angiotensina (BARROSO; RODRIGUES;
BORTOLOTTO; MOTA-GOMES et al., 2021; GRASSI; CATTANEO; SERAVALLE;
LANFRANCHI et al., 1998). Por esse aspecto, as progressivas descobertas dos beneficios
cardiovasculares, metabdlicos e autondémicos proporcionados apos exercicio fisico agudo
ou crbnico, tém levado a novas pesquisas que sugerem mudancas no estilo de vida e pratica
de atividade fisica como prevencéo e tratamento de doencas graves (PEDERSEN; SALTIN,
2015).

O treinamento fisico combinado é constituido por exercicios aerdbios e exercicios

resistidos, que podem ser realizados na mesma sessao ou em dias alternados. O exercicio
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aerobio tem sido classificado pelo Colégio Americano de Medicina do Esporte
(THOMPSON; ARENA; RIEBE; PESCATELLO et al., 2013) como atividade
naturalmente continua e ritmica, que requer a participacdo de grandes grupos musculares.
O exercicio resistido, por sua vez, é definido como qualquer atividade que envolve execucao
breve e repetida de contragfes musculares voluntarias contra uma carga aplicada (LEE;
CARROLL, 2007). De qualguer forma, o treinamento fisico aerébio é eficiente em reduzir
e controlar valores de PA e promove beneficios especificos na HA, como melhora do
balanco autonémico, da sensibilidade barorreflexa e bradicardia de repouso (BRUM; DA
SILVA; MOREIRA; IDA et al., 2000; MASSON; COSTA; YSHII; FERNANDES et al.,
2014). Além disso, o treinamento aerdbio, especificamente, promove atenuagdo do
remodelamento cardiaco patolégico (CATTADORI; SEGURINI; PICOZZI; PADELETTI
et al., 2018; GIELEN; LAUGHLIN; O'CONNER; DUNCKER, 2015; JOHNSON;
DIETER; MARSH, 2015) e melhora da rigidez arterial (COLLIER; KANALEY;
CARHART; FRECHETTE et al., 2008; GUIMARAES; CIOLAC; CARVALHO;
D'AVILA et al., 2010; LOPES; AFREIXO; TEIXEIRA; GARCIA et al., 2021) em
humanos hipertensos. Em animais SHR, o treinamento aerdbio promove angiogénese no
VE e reducdo da fibrose do miocardio, resultando na melhora da funcionalidade cardiaca
(GARCIARENA; PINILLA; NOLLY; LAGUENS et al., 2009; MIYACHI; YAZAWA,
FURUKAWA; TSUBOI et al., 2009; PAGAN; DAMATTO; GOMES; LIMA et al., 2019;
ROSSONI; OLIVEIRA; CAFFARO; MIANA et al.,, 2011). Além disso, treinamento
aerobio em SHR ¢ conhecido por alterar a morfologia dos vasos (ROQUE; BRIONES;
GARCIA-REDONDO; GALAN et al., 2013) e possivelmente indicar melhora na rigidez
arterial.

Em modelo de hipertenséo induzida por DEX, o treinamento aerdbio prévio é capaz de
atenuar o aumento da PA em Wistar causada por esse glicocorticdide (HERRERA; JESUS;
DIONISIO; DIONISIO et al., 2017; HERRERA,; JESUS; SHINOHARA,; DIONISIO et al.,
2016; JESUS; HERRERA; ANDREO; SANTOS et al., 2020) e o0s mecanismos
responsaveis por esse efeito benéfico do exercicio fisico seriam a prevencdo do desbalanco
autonémico para o0 coracao, prevencdo do aumento da atividade simpatica para 0s vasos e
prevencdo da rarefacdo muscular esquelética provocada pela DEX (HERRERA,; JESUS;
DIONISIO; DIONISIO et al., 2017; HERRERA,; JESUS; SHINOHARA,; DIONISIO et al.,
2016; JESUS; HERRERA; ANDREO; SANTOS et al., 2020). No musculo esquelético, a
DEX provoca reducdo de proteinas angiogénicas (VEGF, Bcl-2 e Bax) e aumento de

proteinas apoptdticas (Caspase-3 clivada) e, o treinamento aerobio por sua vez, atenua a
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rarefacdo microvascular induzida pelo glicocorticoide melhorando o equilibrio entre essas
proteinas, o0 que pode acarretar na atenuacdo da hipertensdo (JESUS; HERRERA;
ANDREO; SANTOS et al., 2020). J&4, em SHR, o treinamento aerébio promoveu melhora
da funcdo sistolica e diastdlica em funcdo da angiogénese cardiaca e reducdo da deposi¢ao
de colageno da parede do VE (DUCHATSCH; TARDELLI; HERRERA; RUIZ et al.,
2021), nos animais tratados com DEX.

O treinamento resistido, por sua vez, tem sido investigado como uma opc¢do de
tratamento ndo farmacolégico para adultos pré-hipertensos e hipertensos (FECCHIO;
BRITO; PECANHA; DE MORAES FORJAZ, 2021). Os resultados da literatura ainda sdo
controversos, mas alguns estudos mostram o efeito do treinamento resistido de diferentes
tipos e intensidades na pressdo ambulatorial. Quando avaliado o efeito do exercicio resistido
agudo de baixa/moderada intensidade, observa-se hipotensao pés exercicio (HPE) de até 10
horas (MELO; ALENCAR FILHO; TINUCCI; MION et al., 2006), enquanto que o
exercicio resistido agudo de alta intensidade provoca HPE por apenas 1 hora (HARDY;
TUCKER, 1998). Por outro lado, protocolos de treinamento resistido dinamico em
hipertensos provam ser eficazes em reduzir valores de PA, comparaveis ou até melhores
que o proéprio treinamento aerobio (MACDONALD; JOHNSON; HUEDO-MEDINA,;
LIVINGSTON et al., 2016). Esses dados provam que diferentes protocolos, de diferentes
intensidades e tipos de exercicios, podem gerar resultados divergentes e, apesar de diversos
estudos mostrarem que o treinamento resistido reduz a PA, pouco se sabe sobre o0s
mecanismos que desencadeiam este efeito hipotensor. Recentemente, uma revisdo
sistematica de estudos com mulheres pré-hipertensas e hipertensas avaliou os efeitos
vasculares do treinamento resistido nos mecanismos de redugéo de PA e afirmaram que este
protocolo de treinamento fisico provoca adaptacdes vasculares, melhorando a vasodilatagédo
periférica em repouso, aumentando a funcdo endotelial e a capacidade vasodilatora
microvascular (FECCHIO; BRITO; PECANHA; DE MORAES FORJAZ, 2021).

Atualmente, o treinamento combinado, que consiste em exercicios aerdbios e resistidos
em dias alternados, tem sido associado a melhores respostas no controle de fatores de risco
cardiovascular (DIAS; BERNARDES; STOYELL-CONTI; DOS SANTOS et al., 2020b;
RUANGTHAI; PHOEMSAPTHAWEE, 2019; SCHROEDER; FRANKE; SHARP; LEE,
2019; SHIMOJO; DA SILVA DIAS; MALFITANO; SANCHES et al., 2018). No entanto,
quase nada se sabe sobre os efeitos do treinamento fisico na hemodindmica, remodelamento

cardiaco e rigidez arterial em SHR tratados ou ndo com DEX.
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2. HIPOTESE

A hipotese desse trabalho foi que a HA induzida por DEX seria acompanhada de
aumento de rigidez arterial, principalmente por meio de altera¢cdes neurais, cardiacas e
vasculares em ratos Wistar e SHR. Além disso, esperava-se que o treinamento combinado
poderia atenuar o aumento de PA e VOP em SHR tratados ou ndo com DEX, por melhorar
0 balango autondmico para o coracdo, o remodelamento miocérdico e a deposicdo de

colageno nas artérias.
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3. OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do tratamento com dexametasona na

pressao arterial e enrijecimento arterial de ratos Wistar e SHR, bem como avaliar os efeitos

do treinamento combinado na hemodindmica de SHR tratados ou ndo com DEX.

3.1 Objetivos Especificos

v

Determinar 0s mecanismos que induzem alteracdes neurais, morfoldgicas e
funcionais no coracéo e vasos de SHR comparados com Wistar;

Determinar os mecanismos que induzem o aumento de pressdo arterial em
Wistar com o tratamento com DEX;

Determinar se o tratamento com DEX induz aumento da rigidez arterial em
Wistar e avaliar seus mecanismos;

Determinar os mecanismos que induzem manutencdo de pressdo arterial em
SHR com o tratamento com DEX;;

Determinar se o tratamento com DEX exacerba a rigidez arterial em SHR e
avaliar seus mecanismos;

Determinar qual a influéncia do TC na PA, balango autondémico para o coragao,
remodelamento cardiaco e alteraces vasculares em SHR tratados ou ndo com
DEX.
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4. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 23 ratos normotensos (Wistar) provenientes do Biotério Central da
UNESP, campus de Botucatu (SP) e 51 ratos espontaneamente hipertensos (SHR) provenientes
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo, USP, Sdo Paulo (SP) de
250-300 gramas e 3 meses de idade. Durante o protocolo experimental os animais foram
mantidos em gaiolas com até cinco animais, no Biotério de Manutencdo da Faculdade de
Ciéncias da UNESP, campus de Bauru, em ciclo claro escuro de 12:12 horas e temperatura
controlada de 22°C, com livre acesso a racdo e agua. Todos os procedimentos foram aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias, UNESP-BAURU
(Processo n° 775/2017), ANEXO 1.

4.1 Grupos experimentais

v' Grupos Wistar:

Grupo Sedentario Wistar controle (Wct, n:13): composto por animais normotensos que

permaneceram sedentarios durante todo o protocolo experimental. O inicio do tratamento
foi aos 61 dias do protocolo experimental, sendo que esses animais foram tratados
diariamente com solucdo salina (salina no mesmo volume que a DEX, s.c.) por 14 dias.

Grupo Sedentario Wistar tratado com DEX (Wpex, n:10): composto por animais

normotensos que permaneceram sedentarios durante todo o protocolo experimental. O
inicio do tratamento foi aos 61 dias do protocolo experimental, sendo que esses animais
foram tratados diariamente com Dexametasona (Decadron®, 50pg/kg de peso corporal, s.c.)
por 14 dias.

v" Grupos SHR:

Sedentdrio SHR Controle (SHRscr, n:11): composto por animais espontaneamente

hipertensos que permaneceram sedentarios durante todo o protocolo experimental. O inicio
do tratamento foi aos 61 dias do protocolo experimental, sendo que esses animais foram
tratados diariamente com solucdo salina (salina, mesmo volume que a DEX, s.c.) por 14
dias.

Sedentdrio SHR tratado com DEX (SHRspex, Nn:12): composto por animais que

permaneceram sedentérios durante todo o protocolo experimental. O inicio do tratamento
foi aos 61 dias do protocolo experimental, sendo que esses animais foram tratados

diariamente com Dexametasona (Decadron®, 50ug /kg de peso corporal, s.c.) por 14 dias.
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Treinado SHR Controle (SHRtct, n:15): composto por animais que realizaram o

treinamento combinado por 74 dias. O inicio do tratamento foi aos 61 dias do protocolo
experimental, sendo que esses animais foram tratados diariamente com solucédo salina
(salina, mesmo volume que a DEX, s.c.) por 14 dias.

Treinado SHR tratado com DEX (SHRtpex, n:13): composto por animais que realizaram o

treinamento combinado por 74 dias, inclusive durante o tratamento farmacoldgico. O inicio
do tratamento foi aos 61 dias do protocolo experimental, sendo que esses animais foram
diariamente tratados com Dexametasona (Decadron®, 50ug/kg de peso corporal, s.c.) por
14 dias.

4.2 Desenho experimental

PROTOCOLQO EXPERIMENTAL — 74 DIAS
SEMANAS DIAS

PC PC PC PC PC PC PC PC
T max T méx T max
VOP VOP
PA cauda PA Cauda ECO Eutanasia
VOP, PA
Tmix,
Canulacdo
PC
DEX

(Decadron®, 50pg/Kg, s.c. ou salina)

Figura 1 - llustracdo do desenho experimental durante 74 dias. Peso corporal (PC), teste de capacidade fisica
maxima (Tmax), pressao arterial de cauda (PA cauda) e velocidade de onda de pulso (VOP) foram medidos ao
longo do protocolo experimental. O treinamento combinado foi realizado durante 74 dias. O tratamento com
DEX foi realizado nos ultimos 14 dias. Ao final do protocolo experimental, analises ecocardiogréficas e
hemodinamicas foram realizadas antes da eutanasia.

4.3 Protocolo de treinamento combinado

O treinamento combinado foi realizado em esteira motorizada e em escada vertical, em
dias alternados, conforme descrito (DIAS; BERNARDES; STOYELL-CONTI; DOS
SANTOS et al., 2020b), durante 74 dias, conforme mostrado na Figura 1. E importante
ressaltar que os animais sedentarios foram adaptados a esteira e a escada para manter a
capacidade de correr e subir a cada 2 semanas, e foram submetidos aos testes maximos nos

mesmo periodos que 0s grupos treinados.
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4.3.1 Treinamento aerodbio: Todos os animais foram adaptados a caminhar e correr por
5 dias em esteira motorizada (Inbramed, Millenium, Brasil) e realizaram o teste maximo (TEM-
1), que avaliou a capacidade fisica individual conforme descrito anteriormente (Barel et al.,
2010). O teste preconiza aumentos de 5 m/min a cada 3 minutos de exercicio na esteira até a
exaustdo, ou seja, até o animal ndo conseguir completar o estagio na esteira. Como pode ser
observado na Figura 1, este teste de capacidade fisica maxima foi repetido apds 4 semanas
(TEM-2), 8 semanas (TEM-3) e ap06s os 14 dias de tratamento com a DEX (TEM-4), com a
finalidade de reajustar as velocidades para manutencdo da intensidade do treino até o final do
protocolo experimental e para avaliar o efeito do treinamento fisico, respectivamente, conforme
publicado anteriormente (HERRERA; JESUS; SHINOHARA; DIONISIO et al., 2016). O
treinamento aerdbio foi realizado na esteira, com intensidade baixa a moderada (40-60% da
velocidade maxima de corrida avaliada nos testes), por 1 hora por dia (BAREL; PEREZ,
GIOZZET; RAFACHO et al., 2010), em dias alternados com treinamento resistido.

4.3.2 Treinamento resistido: Todos os animais também foram adaptados a escada
vertical (110cm, 80° inclinada). Os animais eram colocados na base da escada e permitidos de
subir espontaneamente. Ao atingirem o topo (caixa com 20 x 20 x 20 cm), descansavam por 2
min até a proxima subida. Esse procedimento foi realizado sucessivamente até que os animais
realizassem 3 subidas consecutivas sem nenhum estimulo. Apo6s a adaptacdo, os animais
realizaram o teste de capacidade carregamento maximo voluntario (TCM-1) conforme
publicado (MACEDO; KRUG; HERRERA; ZAGO et al., 2014). Este teste de carregamento de
carga maxima foi repetido apos 4 semanas (TCM-2), 8 semanas (TCM-3) e ap6s os 14 dias de
tratamento com a DEX (TCM-4) com a finalidade de reajustar as cargas para manutencdo da
intensidade do treino até o final do protocolo experimental e para verificar a eficiéncia do
treinamento, conforme publicado anteriormente (MACEDO; KRUG; HERRERA; ZAGO et
al., 2014). O treinamento resistido foi realizado na escada vertical, com intensidade baixa a
moderada (40-60% da capacidade de carregamento de carga voluntaria maxima), conforme
descrito (MACEDO; KRUG; HERRERA; ZAGO et al., 2014), em dias alternados com

treinamento aerobio.
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4.4 Tratamento farmacolégico

O tratamento com dexametasona (Decadron, 50ug/kg de peso corporal, Aché
Laboratorios Farmacéuticos S.A) foi realizado diariamente em ratos Wistar e SHR as 9h por 14
dias. Os animais Wistar e SHR controle receberam solucdo salina no mesmo volume de DEX.
Essa dose foi escolhida baseada em resultados prévios do nosso laboratério, 0s quais mostram
que esta dosagem € capaz de induzir HA em animais normotensos (HERRERA; JESUS;
DIONISIO; DIONISIO et al., 2017; HERRERA; JESUS; SHINOHARA; DIONISIO et al.,
2016; JESUS; HERRERA; ANDREQO; SANTOS et al., 2020).

4.5 Anédlise ecocardiogréfica

O exame de ecocardiograma foi realizado no 11° dia de tratamento com a DEX (Figura
1), 24 horas apds a Ultima sessdo de treino. Os animais foram anestesiados com cloridrato de
cetamina (50 mg/Kg, i.p.) e cloridrato de xilasina (0,5 mg/Kg, i.p.). Apoés realizar a tricotomia
da regido anterior do torax e posicionados em decubito lateral esquerdo, a avaliacdo dos fluxos
transvalvar mitral e adrtico foi realizada através de um transdutor multifrequencial operando a
5,0 MHz, conectado em equipamento da General Electric Medical Systems, modelo Vivid S6
(Tirat Carmel, Israel)l. As variaveis morfoldgicas e funcionais do coracdo foram obtidas de
acordo com metodologia previamente descrita (PAGAN; DAMATTO; CEZAR; LIMA et al.,
2015). Posteriormente, as estruturas cardiacas foram medidas manualmente com auxilio de um
paquimetro de precisdo, de acordo com as recomendacdes da American Society of
Echocardiography. As estruturas cardiacas foram medidas em pelo menos cinco ciclos
cardiacos consecutivos. As estruturas avaliadas foram: didmetro sistdlico (DSVE) do VE e
diastélico (DDVE); espessura diastdlica da parede posterior do VE (EDPP); espessura
diastélica do septo intraventricular (EDSIV); didmetro do atrio esquerdo (AE). A massa do VE
foi calculada pela seguinte formula [(DDVE + EDPP + EDSIV)? - DDVE3] x 1,04, em que 1,04
representa a densidade especifica do miocardio. A espessura relativa do VE foi calculada a
partir da formula [(2x EDPP) / DDVE]. A funcéo sistolica do VE foi avaliada pelos seguintes
indices: 1) velocidade de encurtamento da parede posterior (VEPP), que ¢ a tangente maxima
do movimento sistolico da parede posterior; 2) indice de performance miocérdica do VE (indice
de Tei). A funcdo diastolica do VE foi analisada pelos seguintes indices: 1) razdo entre os picos

de velocidade de fluxo de enchimento inicial (onda E) e da contragéo atrial (onda A) do fluxo

! Estes experimentos foram realizados em parceria com o laboratério UNIPEX, sob coordenacdo do prof. Titular
Katashi Okoshi, na Faculdade de Medicina da UNESP, campus de Botucatu.



29

transmitral; 2) tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) (TRIV) (PAGAN; DAMATTO;
CEZAR; LIMA et al., 2015).

4.6 Anédlise da velocidade de onda de pulso

As analises de velocidade de onda de pulso (VOP) foram realizadas no inicio do
protocolo do experimental, ao final de 60 dias de periodo de treinamento combinado e aos 12
dias do tratamento com DEX, como mostrado na Figura 1. Os animais foram anestesiados com
cloridrato de cetamina (50 mg/Kg, i.p.) e cloridrato de xilasina (10 mg/Kg, i.p.), seguindo os
procedimentos publicados anteriormente (FABRICIO; JORDAO; MIOTTO; RUIZ et al., 2020;
MIOTTO; DIONIZIO; JACOMINI; ZAGO et al., 2021). A anélise foi realizada a partir do
posicionamento de dois probes (Axelife SAS, Saint Nicolas de Redon, France), um no membro
anterior direito (proximo ao cotovelo) e outro no membro posterior direito (préximo ao joelho)
dos animais anestesiados e esses animais se mantiveram em repouso sobre uma placa
aquecedora, como mostrado na figura 2. Para obter um bom sinal, as avaliagdes foram
realizadas em uma sala silenciosa, com a temperatura da sala mantida em 22°C e 0 aquecimento
da placa entre 43-45°C. Ap0s garantir a estabilizacdo do sinal, o aquecimento era desligado e o
posicionamento desses probes permitia que o dispositivo ndo invasivo pOpet registrasse o
tempo de trénsito (TT, s) durante 10 segundos pelo software pOpet 1.0. A distancia percorrida
da onda de pulso foi estimada em cada rato pela distancia (D, cm) medida por régua entre os
probes. Assim, a VOP foi calculada, seguindo a formula: VOP (m/s) =D (m) / TT (s), onde D
seria a distancia entre os probes. A média de 10 medidas foi considerada como valor estimado
de VOP (FABRICIO; JORDAO; MIOTTO; RUIZ et al., 2020; MIOTTO; DIONIZIO;
JACOMINI; ZAGO et al., 2021).

HEATING PLATE

o LEFEx

Figura 2 - llustracdo do procedimento de estimacgdo da velocidade de onda de pulso (VOP). Posicionamento do
animal sobre a cama aquecedora e indicacdo da localizagdo dos dois fotodiodos: um no membro superior direito

(préximo ao cotovelo) e outro no membro posterior direito (proximo ao joelho). Os fotodiodos sdo conectados a 30
um computador e o tempo de transito (TT, ms) entre as artérias (trajeto carétida-femoral) é detectado pelo software
pOpet 1.0. A distancia entre o posicionamento dos fotodiodos deve ser incluida no software para calibracdo da medida

de cada animal. A VOP ¢ calculada pela formula: VOP (m/s) = D (m) / TT (s), onde D seria a distancia entre 0s
fotodiodos.
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4.7 Analise da pressao arterial

4.7.1 Pressédo arterial sistolica (PA por pletismografia de cauda)

Todos os animais foram adaptados, por 5 dias, ao tubo cilindrico de acrilico que
mantinha o rato em repouso. As andlises de PA sistdlica (PAS) foram realizadas no inicio do
protocolo do experimental, aos 30 dias e aos 60 dias de treinamento combinado, como mostrado
na Figura 1. Para medicdo da PAS caudal foi utilizado o sistema de pletismografia (PanLab
LE5001, Barcelona, Espanha) conforme publicado (MIOTTO; DIONIZIO; JACOMINI;
ZAGO et al., 2021; MIOTTO; DUCHATSCH; MACEDO; RUIZ et al., 2021). Neste sistema
um manguito foi posicionado ao redor da cauda do animal acordado que estava contido em um
tubo cilindrico, pré-aquecido a 37° C. Quando o pulso era detectado pelo transdutor, 0 manguito
era inflado a uma PA de 300 mmHg. A partir do primeiro pulso detectado, durante o processo

de deflacdo, foi determinada a PAS, considerando a média de 5 medidas.

4.7.2 Confecgéo de canulas e canulagéo

Para a realizacdo da confec¢édo das canulas foram utilizados tubos de polietileno PE-50
(Scientific Commodities Inc.), os quais foram previamente soldados a tubos de polietileno PE-
10 (Scientific Commaodities Inc). No 14° dia de tratamento com DEX (Figura 1), ap6s a tltima
sessédo de treino, os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina (50 mg/Kg, i.p.) e
cloridrato de xilasina (10 mg/Kg, i.p.) e posicionados em decubito dorsal para realizagdo de
uma incisdo na regido ventral direita para dissec¢do e isolamento da artéria carétida. Apos a
localizacdo da artéria carotida foi introduzida a canula preenchida com solucao fisioldgica
heparinizada. A parte oposta da canula foi exteriorizada na regido dorsal do animal, conforme
descrito anteriormente por nosso laboratério (CONSTANTINO; DIONISIO; DUCHATSCH,;
HERRERA et al., 2017; DUCHATSCH; CONSTANTINO; HERRERA; FABRICIO et al.,
2018; DUCHATSCH; TARDELLI; HERRERA; RUIZ et al., 2021; HERRERA; JESUS;
DIONISIO; DIONISIO et al., 2017; HERRERA; JESUS; SHINOHARA; DIONISIO et al.,
2016; JESUS; HERRERA; ANDREO; SANTOS et al.,, 2020; MIOTTO; DIONIZIO;
JACOMINI; ZAGO et al., 2021; MIOTTO; DUCHATSCH; MACEDO; RUIZ et al., 2021).
Durante a recuperacao anestésica, 0s animais permaneceram aquecidos, em gaiolas individuais,

com livre acesso a agua e racgdo, ateé a realizacdo dos experimentos no dia seguinte.
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4.7.3 Registro de pressao arterial direta e analise espectral

Ap0s a recuperacao da cirurgia por 24 h, a PA direta foi registrada continuamente nos
ratos acordados, pela conexao da canula da artéria cardtida ao sistema de registro (transdutor +
pré-amplificador, AD instrumenst®), que foi conectado ao computador. PA pulsatil foi
registrada utilizando o software Lab Chart Pro 7.1 e a FC foi computada a partir dos pusos de
PA (DUCHATSCH; CONSTANTINO; HERRERA; FABRICIO et al., 2018; HERRERA,;
JESUS; SHINOHARA; DIONISIO et al., 2016; MIOTTO; DUCHATSCH; MACEDO; RUIZ
et al., 2021). A partir do registro da PA direta, obtida por periodo de pelo menos 30 minutos,
com frequéncia de aquisicdo de 2000 Hz, por meio do software LabChartPro 7.1, foi possivel
realizar a variabilidade da FC (VFC), sendo esta variabilidade quantificada pela média do
desvio padrdo. A andlise no dominio da frequéncia foi feita pela decomposicdo do sistograma
pela Transformada Répida de Fourier. A partir destes dados foram obtidas as poténcias
absolutas da banda de baixa frequéncia (LF, 0,20-0,75 Hz) (a poténcia absoluta da banda de
alta frequéncia (HF, 0,75-3,0 Hz), que caracterizam a atividade simpética e parassimpatica,
respectivamente. O balanco simpato-vagal foi analisado pela razéo de LF/HF (DUCHATSCH,;
CONSTANTINO; HERRERA; FABRICIO et al., 2018; HERRERA,; JESUS; SHINOHARA;
DIONISIO et al., 2016; MIOTTO; DUCHATSCH; MACEDO; RUIZ et al., 2021).

4.8 Procedimentos histoldgicos para analises morfométricas/morfoldgicas

Ao final dos experimentos funcionais, 0s animais foram anestesiados com cloridrato de
cetamina (160 mg/Kg, i.p.) e cloridrato de xilasina (20 mg/Kg, i.p.). Logo apds a parada
respiratoria foi realizada uma incis@o ventral, na linha mediana da regido toracica com abertura
do térax, para expor o coragdo. Assim, os animais foram perfundidos utilizando uma bomba
peristaltica (EngCO, EG-0.2) via ventriculo esquerdo, por meio da introducdo da agulha no
apice do ventriculo esquerdo e abertura do atrio direito para extravasamento do sangue. A
perfusdo foi realizada na pressdo de 30 mL/min utilizando solucdo salina estéril e
posteriormente solucdo de paraformoldeido a 4% tamponado com PBS (FABRICIO; JORDAO;
MIOTTO; RUIZ et al., 2020). Logo apos, foi realizada a dissecagdo para a retirada dos tecidos:
ventriculo esquerdo (VE), artéria aorta toracica, artéria carétida esquerda e artéria femoral
esquerda. Apds a remocdo, os tecidos foram pré-fixados em solucdo de paraformoldeido
tamponado com 4% durante 24 horas e armazenados na geladeira a 8°C.

Ap0s 24 horas de fixacgdo os tecidos foram submetidos as seguintes etapas:
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e Os tecidos foram lavados e desidratados gradativamente em solucéo de etanol
com as concentrac6es de 95% (2x de 30 minutos) e 100% (3x de 30 minutos),
etapa de desidratacdo;

e Os tecidos foram mergulhados em xilol (3x de 30 minutos), etapa de
diofanizacéo;

e Os tecidos foram mergulhados em vidros contendo paraplast aquecido em estufa
a 57-60°C (3x de 30 minutos), etapas de infiltracédo e inclusao;

e Posteriormente os tecidos foram emblocados em paraplast (Sigma Aldrich,
USA) em forma de silicone e colocados em temperatura ambiente, etapa de

emblocagem;

Apos emblocagem do VE, aorta, femoral e carétida foram seccionados cortes
transversais dos tecidos utilizando laminas de ferro em microtomo manual (Thermo/ Microm
HM 325 Rotary Microtome, Artisan Technology Group, EUA) e colocados em laminas de
vidro. Todas as imagens foram capturadas através de camera Leica MC170 HD, acoplada ao
microscopio Leica DM4 B (aumento de 25 a 400x), dependendo dos diferentes tipos de tecidos.
Todas as andlises (off-line) foram realizadas usando o software ImageJ. Além disso, as analises
foram realizadas as cegas para evitar qualquer interpretacdo subjetiva por parte do avaliador.

Em cada lamina de vidro foram colocados de 3 a 6 cortes e para cada corte foram
realizadas 3 fotos, totalizando 9 a 18 imagens por VE de cada animal. A montagem dos cortes

foi realizada entre 1amina e laminula.

4.8.1 Analises morfométricas de densidade capilar, diametro de midcitos e
deposicéo de colageno do VE

Cortes de 5um foram corados com Hematoxilina-Eosina (HE, Easy Path, SP) para
analise de diametro do midcito e densidade capilar, conforme publicado anteriormente
(DUCHATSCH; TARDELLI; HERRERA; RUIZ et al., 2021; HERRERA; JESUS;
SHINOHARA; DIONISIO et al., 2016; MIOTTO; DUCHATSCH; MACEDO; RUIZ et al.,
2021). Para densidade capilar foram identificados os midcitos (em rosa) e os ndcleos dos
capilares em roxo. A densidade capilar foi calculada a partir da contagem de capilares da
imagem e obtida a média dividida pela area da imagem (0,055488 um?2). Em seguida, a area foi
normalizada em mm2 e a densidade foi demonstrada em nimero de capilares/mmz, como
previamente publicado (DUCHATSCH; TARDELLI; HERRERA; RUIZ et al., 2021,
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HERRERA; JESUS; SHINOHARA; DIONISIO et al., 2016; MIOTTO; DUCHATSCH,;
MACEDO; RUIZ et al., 2021; ROSSONI; OLIVEIRA; CAFFARO; MIANA etal., 2011). Para
didmetro do midcito foram identificados os midcitos reconhecendo o nucleo e as membranas
limitantes entre um midcito e outro. A partir de uma linha reta tracada entre as membranas
passando pelo nucleo, foi obtida a analise de didmetro de midcito (um), conforme demonstrado
anteriormente (DUCHATSCH; TARDELLI; HERRERA; RUIZ et al., 2021; HERRERA,
JESUS; SHINOHARA; DIONISIO et al., 2016; MIOTTO; DUCHATSCH; MACEDO; RUIZ
et al., 2021; ROSSONI; OLIVEIRA; CAFFARO; MIANA et al., 2011).

Cortes de 7um foram corados com Picrosirius-red (Sigma Aldrich, EUA) para avaliar a
deposicdo de colageno (CURY; FREIRE; MARTINUCCI; DOS SANTOS et al., 2018;
DUCHATSCH; TARDELLI; HERRERA; RUIZ et al., 2021; MIOTTO; DUCHATSCH,;
MACEDO; RUIZ et al., 2021) que foi identificada pelos midcitos (em amarelo) e as fibras de
colageno (em vermelho). A quantificacdo da area de colageno e a porcentagem (%) da area de
coldgeno foram calculadas automaticamente pelo software ImageJ, a partir da detecgdo de
coloracdo vermelha numa determinada &rea (CURY; FREIRE; MARTINUCCI; DOS SANTOS
et al., 2018; DUCHATSCH; TARDELLI; HERRERA; RUIZ et al., 2021; MIOTTO;
DUCHATSCH; MACEDO; RUIZ et al., 2021).

4.8.2 Analises morfométricas e deposi¢cao de colageno nas artérias aorta toracica,
caroétida e femoral.

Cortes de 10um foram corados com Hematoxilina-Eosina (HE, Easy Path, SP) para
analises morfométricas das artérias (FABRICIO; JORDAO; MIOTTO; RUIZ et al., 2020;
MIOTTO; DUCHATSCH; MACEDO; RUIZ et al., 2021). Para analisar a morfometria das
artérias foram identificadas: a area de seccdo transversa externa (ASTe — lamina elastica
externa), area de sec¢do transversa interna (ASTi — lamina elastica interna), diametro externo
(De) e diametro interno (Di). A partir desses valores, foram calculadas a espessura da parede
[(De-Di)/2], um) e a razdo parede/luz (parede/Di), conforme publicado anteriormente
(FABRICIO; JORDAO; MIOTTO; RUIZ et al., 2020; MIOTTO; DUCHATSCH; MACEDO;
RUIZ et al., 2021).

Cortes de 5um foram corados com Picrosirius-red (Sigma Aldrich, USA) para quantificar a
densidade de colageno (CURY; FREIRE; MARTINUCCI; DOS SANTOS et al., 2018) que foi
identificada pelo musculo liso (em amarelo) e as fibras de coldgeno (em vermelho). A

quantificacdo da area de colageno e a porcentagem (%) da area de colageno foram calculadas
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automaticamente pelo software ImagelJ, a partir da detec¢édo de coloragdo vermelha numa
determinada area (CURY; FREIRE; MARTINUCCI; DOS SANTOS et al., 2018).
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5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sdo apresentados como meédia * erro padrdo da média. A andlise de
variancia (ANOVA) de duas vias foi usada para comparar 4 grupos sedentarios (Wct, Wpex,
SHRcTe SHRpex) e 4 grupos SHR (SHRscT, SHRspex, SHRtcT € SHRTpEX). ANOVA com
medidas repetidas de dois fatores foi usada para PAS e VOP durante o periodo de
treinamento em SHR. Post-hoc de Tukey foi usado quando houve interagdo entre 0s grupos.
Testes de correlagdo de Pearson foram usados para associar dois parametros. Nivel de

significancia adotado foi de 5%.
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6. RESULTADOS

Para fins de facilitar a compreensao, os resultados foram divididos em duas partes, a
saber: 1/ efeitos da hipertensao e do tratamento com a DEX, que inclui os animais normotensos

e hipertensos sedentarios; e 2/ efeitos do treinamento combinado nos SHR, tratados ou ndo com

DEX.

6.1 Efeitos da hipertensao

A figura 3 mostra que ratos SHRcT apresentaram maior PAS (208 + 5 vs 105 + 3 mmHg,
Painel A), PAD (170 + 8 vs 95 £ 5 mmHg, Painel B) e PAM (183 % 8 vs 99 + 4 mmHg,
Painel C) quando comparados aos ratos Wcr. Esta resposta foi acompanhada por valores
mais altos de LF (+25%, p<0,01, Painel A) e valores mais baixos de HF (-13%, p<0,003,

Painel B), como observado na figura 4.
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Figura 3 - Valores de pressdo arterial sistélica (PAS, mmHg, Painel A), pressdo arterial diastdlica (PAD,
mmHg, Painel B) e pressdo arterial média (PAM, mmHg, Painel C) dos grupos: Wistar controle (Wcr, n=8),
Wistar tratado com DEX (Wopex, n=7), SHR controle (SHRct, n=8) e SHR tratado com DEX (SHRpex , n=6).
Significancia: * vs controle, # vs Wistar; p<;0,05.
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Figura 4 - Anélise do balango autondmico para o coracdo. Banda de baixa frequéncia (LF, nu), banda de alta
frequéncia (HF, nu) e razéo entre LF e HF (LF/HF) dos grupos: Wistar controle (Wcr, n=6), Wistar tratado
com DEX (Wpex, n=6), SHR controle (SHRct, n=6) e SHR tratado com DEX (SHRpex, n=5). Significancia:
* vs controle, # vs Wistar; p<0,05.

A Tabela 1 mostra os efeitos da HA per se nos parametros ecocardiograficos. Ratos
SHRcT apresentaram menores valores de DSVE (-18%, p<0,05) e DDVE (-10%, p<0,05)
acompanhados por aumento de diametro AE (+7%, p<0,012), de IMVE (+26%, p<0,05) e
espessura relativa da parede do VE (+28%, p<0,05). Considerando a fun¢do cardiaca, SHR
apresentou menor valor de VEPP (-9%, p<0,005), que esta relacionado com a funcéo

sistolica. Outros parametros de fungéo cardiaca ndo foram significativamente afetados pela

HA.
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Tabela 1 - Peso corporal e parametros ecocardiogréficos entre animais sedentarios
normotensos (Wistar) e hipertensos (SHR)

Wer Whex SHRct SHRpex
Peso corporal
PC inicial, g 4354 +14.4 4304+9.6 328.9+53# 3295+6.8#
PC final, g 437.2+13.9 3749+105* 331.8+6.3# 290.5 + 6.3 #*
APC, g 1,69+0,87 -555+573* 29+158 -38.9 + 3,06 *
Parametros estruturais do coragéo
DDVE (mm) 8,06+0.58 8,50+0.6 7,28+0.42# 7,65+0,47#
DSVE (mm) 428+0,68 4,45+0,67 349+048# 4,04 +0,52 *
AE (mm) 538+0,06 5,51+0,09 576 £0,14 # 574+0,1
Massa VE (g) 0,73£0.03 0,81 +0,04 0,73 +£0,03 0,75 +0,03
IMVE (g/kg) 1,73+0,17 2,01+£0,37* 2,188 +0,35# 2,46 +0,3#*
Esp.Rel.VE 0,32+0,02 0,31+0,01 0.41+£0,03 # 0,38 £ 0,04 #*

Parametros da funcéo sistolica. Funcéo diastdlica e performance do VE

VEPP (mm/s)
Tei index
FEVE

E/A

TRIV (m/s)

41,55+ 3,78 40,46 £ 5,07

0,513 +0,05 0,50 0,07

0,847 +£0,04 0,853 +£0,04

1,64 +0,34

1,47 £ 0,25

27,38 +554 26,8 4,61

3789+14 +

0,515+ 0,05
0,886 + 0,03
1,80 + 0,56

28,36 + 1,74

37,98 +0,92
0,50 £ 0,85
0,85+0,03
1,71 +0,31

26,18 +2,75

Peso corporal (PC), Didmetro sistolico do ventriculo esquerdo (DSVE, mm), Didmetro diastolico do
ventriculo esquerdo (DDVE, mm), Didmetro do atrio esquerdo (AE), Espessura relativa da parede do
ventriculo esquerdo (Esp. Rel. VE), Velocidade de encurtamento da parede posterior (VEPP, mm/s), Fracdo
de ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE), Performance do miocardio Index (TEI index), raz&o da onda E pela
onda A (E/A), Tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV, ms) entre dos grupos: Wistar controle (Wcr,
n=13), Wistar tratado com DEX (Wpex, n=10), SHR controle (SHRct, n=11) e SHR tratado com DEX
(SHRpex, n=11). Significancia: * vs controle, # vs Wistar; p<0,05.
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Pode-se observar na Figura 5 que o didmetro do midcito ndo foi alterado

significativamente pela hipertensdo (Painel A), mas por outro lado, os SHRcT apresentaram

densidade de capilares no miocardio mais baixa (-25%, p<0,0001) em comparac¢éo aos WcT

(Painel B).
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Figura5 - Valores do diametro do midcito (Painel A, um) e densidade capilar no miocardio (Painel B, n/mm2)
dos grupos: Wistar controle (Wcr, n=13), Wistar tratado com DEX (Wpex, n=7), SHR controle (SHRcr, n=8)
e SHR tratado com DEX (SHRpex, n=11). Significancia: * vs controle, # vs Wistar; p<0,05.

A Figura 6 mostra que a porcentagem da area de deposicéo de colageno no miocardio

néo foi alterada significaticamente pela HA (Painel superior). O Painel inferior da Figura 6

contém imagens de cortes transversais histologicos ilustrando a deposic¢éo de coldgeno no

miocérdio coradas com Picrosirius-red, em cada grupo analisado.
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Figura 6 - Painel superior: Valores da porcentagem da area de deposi¢éo de colageno do miocardio dos grupos
analisados: Wistar controle (Wcr, n=13), Wistar tratado com DEX (Wpex, n=7), SHR controle (SHRcT, n=8)
e SHR tratado com DEX (SHRpex, n=11). Painel inferior: Imagens de cortes transversais do miocardio que
ilustram a deposicdo de colageno coradas com Picrosirius-red. A coloragcdo em amarelo representa as fibras
cardiacas e a coloracdo em vermelho, indicadas por setas, representam o tecido conjuntivo. Barra: 100um,
400x. Wistar controle (Painel A), Wistar tratado com DEX (Painel B), SHR controle (Painel C) e SHR tratado
com DEX (Painel D). Significancia: * vs controle, # vs Wistar; p<0,05.

Por outro lado, HA determinou aumento na VOP dos SHRc (5,21 £ 0,21 vs 4,24 £ 0,18

m/s) em comparagdo com Wcr, como mostrado na Figura 7.
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Figura 7 - Valores estimados da velocidade de onda de pulso (VOP, m/s) nos diferentes grupos analisados:
Wistar controle (Wer, n=13), Wistar tratado com DEX (Wpex, n=7), SHR controle (SHRcr, n=8) e SHR
tratado com DEX (SHRpex, n=11). Significncia: * vs controle, # vs Wistar; p<0,05.

Esta resposta foi acompanhada por maior deposicdo de coldgeno na aorta (35%,
p<0,0008), como mostrado na Figura 8 (Painel superior). Imagens representativas da
deposicao de coladgeno na aorta coradas com Picrosirius-red estdo demonstradas no Painel

inferior da Figura 8.
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Figura 8 - Painel superior: Valores da % da deposicéo de colageno na aorta (Painel superior) dos grupos: Wistar
controle (Wcr, n=13), Wistar tratado com DEX (Wpex, n=7), SHR controle (SHRct, n=8) e SHR tratado com
DEX (SHRpex, n=11). Painel inferior: Imagens representativas da deposicdo de colégeno na parede da aorta
coradas com Picrosirius-red. As colorac6es em amarelo representam as fibras musculares lisas e as colora¢fes em
vermelho representam as fibras de colageno. Cortes transversais (5 pm) retirados da aorta toracica de um animal
de cada grupo Wistar controle (Painel A), Wistar tratado com DEX (Painel B), SHR controle (Painel C) e SHR
tratado com DEX (Painel D). Barra: 50 um, 200 X. Significancia: * vs controle, # vs Wistar; p<0,05.
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Na Tabela 2 estdo representados os resultados de morfometria da aorta, que foram

semelhantes entre os grupos SHRct e Wer.

Tabela 2 - Dados morfométricos da aorta entre animais sedentarios normotensos (Wistar)

e hipertensos (SHR) tratados ou ndo com DEX

Wer WoEx SHRcr SHRpex
AST ext, 2315229 + 98 2099689 + 79 2318402 £ 79 2159886 + 79
pm
AST int, 1810533 £79 1621119 + 68 1793670 + 46 1651364 +49
Hm
D ext, 1713,1 £36,1 1633,3 +£30,8 1717 £22,4 1655,6 +£29,5
Hm
D int, 1514,1 + 33,5 1434,6 + 30,8 1510,2 £19,8 1448,4 £21,5
Hm
Parede, pm 99,5 +3,9 99,35 +4,4 103,4 £3,1 103,6 +6,2
Parede/luz 0,065 +0,002 0,069 +0,003 0,068 +0,001 0,071 +0,003

Avrea de seccdo transversa externa (AST ext), Area de secgdo transversa interna (AST int), Diametro externo (D
ext), Diametro interno (D int), espessura da parede (parede) e razdo entre a parede e o didmetro interno (parede/luz)
dos grupos: Wistar controle (Wcr, n=11), Wistar tratado com DEX (Wpex, n=7), SHR controle (SHRcr, n=8) e
SHR tratado com DEX (SHRpex, n=11).

6.2 Efeitos do tratamento com DEX em normotensos (Wistar) e hipertensos (SHR)

sedentarios

Como mostrado na Figura 3, Wpex apresentaram maior PAS (206 £ 6 vs 130 £ 4 mmHg,
Painel A), PAD (169 + 6 vs 122 £ 5 mmHg, Painel B) e PAM (181 % 4 vs 125 + 4 mmHg,
Painel C) em comparagdo com Wocr. Estas respostas foram associadas ao desbalango
autondmico para o coragdo, como mostrado na Figura 4, com aumento significativo em LF
(28,1 + 3,1 vs 13,5 £ 2,3 nu, Painel A) e LF/HF (0,46 = 0,08 vs 0,17 + 0,03, Painel C). Além
disso, o tratamento com DEX induziu a reducdo de HF (71,8 + 3,1 vs 86,5 £ 2,3 nu, Painel B).
Por outro lado, o tratamento crénico com DEX néo alterou os valores de PAS (220 + 3,8 vs 206
+ 6,1 mmHg), PAD (187 = 10,1 vs 168 £ 5,7 mmHg) e PAM (198 = 7,7 vs 181 + 4,4 mmHgQ)
em SHR sedentérios (SHRspex), conforme mostrado na Figura 3 (Painel A-C). A Figura 4
(Painel A-C) mostra que as respostas relacionadas ao balango autonémico também nao sofreram
nenhuma alteragdo apds o tratamento com DEX, ou seja, respostas de LF (painel A, 28 + 2,4 vs
33,8 £ 3,4 nu), HF (Painel B, 76,1 + 3,4 vs 66,2 = 3,4 nu) e LF/HF (painel C, 0,34 £ 0,05 vs

0,53 = 0,07) foram semelhantes entre os nos SHR sedentarios (SHRspex) e 0s SHR controles.
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Wistar tratados com DEX (Wpex) apresentaram aumento do IMVE (+16%, p=0,039, vs
WerT), que pode ter sido influenciado pela reducdo do PC induzida por DEX, como mostrado
na Tabela 1. De uma forma geral, os parametros ecocardiograficos foram semelhantes entre os
grupos Wpex e Wcr, conforme Tabela 1. Da mesma forma, a DEX né&o alterou o diametro do
midcito (Figura 5, Painel A) nem a densidade de capilar no miocéardio (Figura 5, Painel B).

Pode-se observar ainda na Tabela 1 que o tratamento com DEX alterou ligeiramente
alguns parametros estruturais cardiacos em SHR sedentérios, ou seja, os SHR tratados com
DEX (SHRspex) apresentaram maior DSVE (+16%, p<0,003), IMVE (+13%, p<0,014) e
menor espessura relativa da parede do VE (-7%, p<0,007) em compara¢do com 0S SHRscT.
Essas alteracdes ndo foram acompanhadas por uma melhora na funcdo cardiaca (Tabela 1),
embora a area de deposicédo de colageno do miocardio tenha sido menor apos o tratamento com
DEX (-9%, p<0,019) em comparagdo com SHRsct, como mostrado na Figura 6. O tratamento
com DEX n&o alterou a area de deposicao de colageno no midcito dos ratos Wistar (Figura 6).

A Figura 7 revela que a VOP dos animais Wistar tratados com DEX (Wpex) foi maior
do que aWct (4,71 £ 0,08 vs 3,88 + 0,05 m/s) e esta resposta foi provavelmente relacionada ao
aumento da area de deposicdo de colageno da aorta, conforme mostrado na Figura 8, uma vez
que as andlises morfométricas da aorta ndo foram alteradas pelo tratamento com DEX em
Wistar (Wpex vs WcT), como mostrado na Tabela 2. Por outro lado, o tratamento com DEX
ndo alterou os valores de VOP (5,14 = 0,17 vs 5,49 £ 0,35m/s, para SHRspex VS SHRscT,
respectivamente) nos SHR sedentarios, como mostrado a Figura 7, e estas respostas foram
acompanhadas de manuten¢do da deposigdo de colageno na parede da aorta (Figura 8), bem

como dos parametros morfométricos (Tabela 2).

6.3 Efeitos do treinamento combinado em SHR controles e tratados com DEX

Para avaliar os efeitos do tratamento com DEX em ratos SHR, repetimos os dados de
ambos 0s grupos sedentarios SHR controle e tratado, afim de garantir comparagcdes com 0s

grupos treinados.

A Tabela 3 mostra as caracteristicas antropométricas e os resultados dos testes de

capacidades aerdbias na esteira (aerobio) e de carregamento maximo na escada (resistido)
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durante o protocolo experimental. Os animais apresentaram valores semelhantes de PC no
inicio do protocolo de exercicio (293 + 4,69, 300 + 6,29, 281 + 7,69, 296 + 5,8¢g, para SHRcT,
SHRpex, SHR1cT, SHRTDEX, respectivamente). Como mostrado na Tabela 3, o aumento do
peso corporal (delta PC) foi semelhante entre os grupos SHR durante o periodo de treinamento
combinado. O tratamento com DEX diminuiu o PC em SHR sedentério representado por delta
(-38,9+3,1gvs 2,9+ 1,5 para SHRpex vs SHRcr, respectivamente) e o treinamento combinado
ndo evitou esta resposta, uma vez que o SHRtpex também apresentou menores valores de PC
(-34,7+3,29gvs 1,57 +1,9 g, para SHRpex vs SHR tcT, respectivamente), como mostrado na
Tabela 3.

A capacidade fisica maxima na esteira (representada pelo tempo maximo na esteira
durante o teste) era semelhante entre todos 0s grupos no inicio do treinamento combinado (618
+ 41s, 617 + 53,2s, 777 = 15s, 777 = 16s, para SHRct, SHRpex, SHRtcT, SHRTDEX,
respectivamente). Da mesma forma, a capacidade de carregamento maxima também era
semelhante entre os grupos no inicio do treinamento combinado (316 *+ 9g, 321 + 11¢g, 328 +
99, 336 + 99, para SHRcT, SHRpex, SHRrcT, SHRTDEX, respectivamente). Conforme mostrado
na Tabela 5, o treinamento combinado aumentou a capacidade fisica aerébia na esteira (delta
em s) e 0 carregamento de carga na escada (delta em g), independente do tratamento com DEX.
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Tabela 3 - Parametros do peso corporal e capacidade fisica durante o treinamento

combinado e tratamento com DEX nos grupos SHR.

SHRcT SHRDEX SHRTcT SHRTDEX

PC

Delta PC 375+41 37+43 38,4+4,1 34,2+6,2
treinamento

(9)
Delta PC 290+158  -389+31%* 157+19 347 +32%*

tratamento
DEX (9)

Teste max

aerobio

Delta 243,1 +49.3 376,5+55.2 637,2 + 56,1 + 679,4 +492 +
treinamento

(s)

Delta 443+268  437+245  2043+593+  211,2+517+
tratamento
DEX (s)

Teste max
resistido

Delta 7175+72.2 647,0 +75,0 11738+545+ 1150,7 £85,3 +
treinamento

@)

Delta 310,3+976 397,8+64,2 506,1+1144+ 5548+715+
tratamento

DEX (9)

Peso corporal (PC) durante o periodo de treinamento combinado e durante os 14 dias de tratamento com DEX
associado ao treinamento combinado. Delta em segundos (s) durante o treinamento aer6bio na esteira e delta em
gramas (g) durante o treinamento resistido na escada em todos os grupos SHR: Sedentério controle (SHRsc, n=13),
Sedentario tratado com DEX (SHRpex, n=10), Treinado controle (SHRrcr, n=11) e Treinado tratado com DEX
(SHRtpex, n=11). Significancia: * vs controle; + vs sedentério; p<0,05.

Ao final do protocolo experimental de 74 dias, foi possivel observar que SHR treinados
apresentaram valores menores de PAS (-11%, p=0,029, Painel A), PAD (-23%, Painel B) e
PAM (-21%, Painel C), em compara¢édo aos SHR sedentarios, como mostrado na figura 9. Essa
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resposta foi possivelmente induzida por menores valores de LF (-47%, p<0,005, Painel A)

observados em SHRtct em comparacdo com SHRcr, respectivamente, encontrados apés o

treinamento, como mostrado na Figura 10. Curiosamente, o treinamento combinado atenuou o

aumento de LF induzido pelo tratamento com DEX em SHR (-21%, p<0,05, Painel A) de

SHRpex vs SHRpex (Figura 10), o que pode ter contribuido para manutengdo da PAS, PAD e

PAM observados na Figura 9.
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Figura 9 - Valores de Pressdo arterial sistélica (PAS, mmHg, Painel A), Pressdo arterial diast6lica (PAD, mmHg,
Painel B) e Pressdo arterial média (PAM, mmHg, Painel C) entre todos os grupos SHR: sedentério controle
(SHRcr, n=6), sedentério tratado com DEX (SHRpex, n=6), treinado controle (SHR+cr, n=5) e treinado tratado
com DEX (SHRrpex, =7). Significancia: * vs controle, + vs sedentério; p<0,05.
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Figura 10 - Analise do balanco autondmico para o coragdo. Baixa frequéncia no intervalo de pulso (LF, nu,
Painel A), Alta frequéncia (HF, nu, Painel B) e Razéo entre LF e HF (LF/HF, Painel C) entre todos os grupos
SHR: sedentario controle (SHRcr, n=6), sedentario tratado com DEX (SHRpex, n=6), treinado controle
(SHR1cT, n=5) e treinado tratado com DEX (SHRtpex, =6). Significancia: * vs controle, + vs sedentério;

p<0,05.

Como pode ser observado na Tabela 4, o treinamento combinado per se alterou

significativamente somente o didmetro do AE (-7%, p< 0,008) entre as estruturas cardiacas dos

SHR, no entanto, a massa do VE estava menor nos SHRtpex em comparacdo ao SHRpex. A

Tabela 4 também mostra que, nos animais treinados, a DEX determinou redugdo da esp rel do

VE e aumento de VEPP (funcdo sistolica), em relacdo aos SHR treinados controle (SHRcT),

embora a deposicdo de coldgeno no miocardio tenha sido semelhante entre 0os SHR treinados,

como observado na Figura 11. O treinamento combinado ndo alterou significativamente os

valores de TRIV (funcéo diastdlica) nos animais SHR tratados com DEX. Ainda na Tabela 4

pode-se observar que o didmetro do midcito e a densidade capilar do VE ndo foram afetados

nem pelo treinamento combinado nem pelo tratamento com DEX nos SHR.
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Tabela 4 - Efeitos do tratamento com dexametasona e treinamento combinado nos
parametros estruturais, funcionais e analises histologicas do ventriculo esquerdo nos
grupos SHR

SHRct SHRpEex SHRtct SHRpEx
Parametros
estruturais e
funcionais do VE
DDVE (mm) 7,28 £0,12 7,65+0,14 7,09 £ 0,16 7,43+0,12
DSVE (mm) 3,49+0,14 4,04 +0,52 * 3,43+0,15 3,7+£0,15
AE (mm) 5,76 + 0,14 574+0,1 5,34 £0,09 + 5,43 £0,09 +
Massa VE (g) 0,73 +£0,03 0,75+£0,03 0,68 £ 0,02 0,67 +0,02 +
IMVE (g/kg) 2,18 £0,10 2,46 £0,09 * 2,13 +£0,05 2,36 £ 0,07
Esp. Rel. VE 0,41+0,01 0,38 £0,01~* 0,41 +0,01 0,37+0,01*
VEPP (mm/s) 37,8+1,40 37,9+0,92 36,2 £1,03 40,8 +0,90 *
Tei index 0,51+0,01 0,50 +0,01 0,54 £0,01 0,49 +£0,01
FEVE 0,88 £0,01 0,85 +0,01 0,88 £ 0,01 0,87 £0,01
E/A 1,80 £ 0,17 1,71 £0,09 2,02 £ 0,09 1,84 +£0,04
TRIV (ms) 28,3+0,5 26,1+0,8 31,2+0,5+ 265+0,8*
Anélises
histol6gicas
Diametro Miocito 16,8 +0,9 15,6 £0,5 16,7+0,4 155+0,6
(um)
Densidade 1016,6 £12,2 11175+445 1042,4 £ 97,7 1076,1 + 38,6

Capilar (n/mm?)

Diametro diastélico do ventriculo esquerdo (DDVE); Diametro sistélico do ventriculo esquerdo (DSVE);
Diametro do atrio esquerdo (AE); Massa do ventriculo esquerdo (Massa VE); Indice de massa do ventriculo
esquerdo (IMVE); Espessura relativa da parede do ventriculo esquerdo (Esp. Rel. VE); Velocidade de
encurtamento da parede posterior (VEPP); indice de performance do miorcéardio (TEI INDEX); Fragdo de Ejec&o
pelo VE (FEVE); razdo entre onda (E) e onda (A) (E/A) e Tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) em todos
grupos SHR: sedentério controle (SHRct, n=13), Sedentario tratado com DEX (SHRpex, h=10), Treinado controle
(SHRtcr, n = 11) e Treinado tratado com DEX (SHRtpex, n = 11). Significancia: * vs Controle, + vs Sedentario;
p <0.05.

Apesar do tratamento com DEX ndo alterar a area de deposicdo de colageno do
miocardio nos animais SHR treinados, € possivel observar que o treinamento combinado
reduziu em -18% (SHRtcTVvs SHRcT, p<0,001) a area de deposi¢do de colageno do miocardio,

como mostrado na figura 11.
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Figura 11 - Painel da direita representa imagens da deposicdo de colageno no miocardio coradas com Picrosirius
red. A coloragdo em amarelo representa as fibras cardiacas e a coloracdo em vermelho indicadas por setas
representam o tecido conjuntivo. Barra: 100um, 400x. Sedentério controle (Painel A), Sedentario tratado com DEX
(Painel B), Treinado controle (Painel C) e Treinado tratado com DEX (Painel D). Painel da esquerda representa
valores da area de deposicédo de colageno do miocardio (%) de todos os grupos SHR: Sedentario controle (SHRcr,
n=8), Sedentario tratado com DEX (SHRpex, n=10), Treinado controle (SHRtct, N=12) e Treinado tratado com
DEX (SHRrpex, n=11). Significancia: * vs Controle, + vs Sedentario; p<0,05.

A Figura 12 mostra que o treinamento combinado, por si so, reduziu a VOP (-13%,
p<0,03), quando os valores foram comparados com o inicio do treinamento. Durante 0 mesmo
periodo de protocolo, a VOP ndao mudou significativamente entre os ratos sedentarios (Figura
12, Painel A). Neste periodo observou-se também a reducéo da PAS (-5%, p<0,02) dos animais
SHR (Figura 12, Painel B). Note que durante este mesmo periodo a PAS aumentou nos animais

sedentarios (+11%).
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Figura 12 - Valores estimados de velocidade de onda de pulso (A, VOP, m/s) e de pressdo arterial sistélica (B,
medida por pletismografia de cauda, mmHg) no inicio e final do protocolo de treinamento combinado (8 semanas)
antes do tratamento com DEX em todos os grupos SHR: Sedentério (n=23) e Treinado (n=28). Significancia: $ vs
inicial; + vs sedentario; p<0,05.
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Ao final do protocolo experimental pode-se observar na Figura 13 que os SHR treinados
(SHRtcT) apresentaram valores reduzidos de VOP (-20% vs SHRcT, p=0,001) e essa resposta
foi acompanhada por reducdo da deposicdo de colageno na aorta (-23%, p=0,001, Figura 14,
Painel A), carétida (-35%, p<0,001, Figura 14, Painel B) e femoral (-14%, p=0,003, Figura 14,
Painel C) em comparagdo com SHR sedentarios. As respostas de VOP (-14% vs SHRpex) e %
de area de deposicdo de colageno permaneceram menores nos animais treinados, mesmo apos
tratamento com DEX, como pode ser observado nas Figuras 12 e 13, para VOP e % de area de

deposicao de colageno, respectivamente).
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Figura 13 - Valores estimados de velocidade de onda de pulso (VOP, m/s) no final do protocolo experimental em
todos os grupos SHR: Sedentério controle (SHRct, n=11), Sedentério tratado com DEX (SHRpex, n=12), Treinado
controle (SHRrct, Nn=15) e Treinado tratado com DEX (SHRrpex, n=13). Significancia: + vs sedentario; p<0,05.
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Figura 14 - Painel superior mostra valores da area de deposi¢do de colageno nas artérias. Aorta (%, Painel A),
carétida (%, Painel B) e femoral (%, Painel C) em todos os grupos SHR: Sedentario controle (SHRcr, n=7),
Sedentério tratado com DEX (SHRpex, n=10), Treinado Controle (SHRrcr, n=12) e Treinado tratado com DEX
(SHR1pex, n=10). Significancia: + vs sedentario; p<0,05. Painel inferior representa imagens representativas da
area de deposicdo de colageno nas artérias aorta (Painel A), carétida (Painel B) e femoral (Painel C). Cortes
transversais (5um) retirados de cada animal foram corados com Picrosirius-red. As manchas de amarelo
representam as fibras musculares lisas e as manchas de vermelho representam as fibras de coldgeno. Barra: 50um.
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Por outro lado, o treinamento combinado ndo determinou qualquer alteracdo no

remodelamento das artérias analisadas, como mostrado na Tabela 5.

Tabela 5 - Anélise morfométrica da aorta, carétida e femoral em todos os grupos SHR.

SHRcT SHRDpEX SHRrcT SHRTDEX
Aorta
D ext, um 1717+ 22,4 1655,6 + 29,5 1688,8 + 27,5 1671,5+ 19,6
D int, um 1510,2+£19,8 1448,4+215 1466,9 £ 23,3 1463,9 £ 16,7
Espessura 103,4+ 3,1 103,6 + 6,2 1109+4.4 103,8 +4,3
parede, um
Parede/luz 0,068 +0,001 0,071 +0,003 0,075 + 0,002 0,071 + 0,003
Carotida
D ext, um 735,6 £12,9 7141 + 13,8 709,3 £12,6 698,8 + 17,3
D int, um 635,9 + 13,5 616,2 + 15,9 604,8 + 16,1 604,3+17,4
Espessura 498+2]1 489+19 52,2+2,3 472+22
parede, um
Parede/luz 0,079 +0,004 0,079 + 0,004 0,087 + 0,006 0,079 £ 0,004
Femoral
D ext, um 664,8 + 18,3 619,9 + 15,9 599,1 + 14,6 611,5+6,9
D int, um 569,1 + 16,6 525,2+ 17,6 503,7+125 518,7+7,3
Espessura 47,8 +42 47,21 +3,8 47,7+29 46,3 + 2,46
relativa, um
Parede/luz 0,08 + 0,008 0,09 + 0,009 0,095 + 0,005 0,09 + 0,005

Diametro externo (D ext, um); Didmetro interno (D int, um); razdo parede/luz (espessura da parede / D int) em
todos os grupos SHR: Sedentério controle (SHRct, n = 8), Sedentéario tratado com DEX (SHRpex, n=11),

Treinado controle (SHRyct, n = 12) e Treinado tratado com DEX (SHRtpex, n = 11).
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A Figura 15 ilustra cortes transversais das artérias aorta (Painel A), carotida (Painel B)
e femoral (Painel C), corados com Hematoxilina-Eosina em todos os grupos: A, SHR
Sedentério controle; B, SHR Sedentéario tratado com DEX; C, SHR Treinado controle e D, SHR
Treinado tratado com DEX. A Figura 15 sugere que nem o treinamento combinado nem o
tratamento com DEX alteraram remodelamento das artérias, confirmando os resultados

mostrados na Tabela 5.
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Figura 15 - Imagens representativas da morfometria nas artérias aorta (Painel A), carétida (Painel B) e femoral
(Painel C). Cortes transversais (10um) retirados de cada animal foram corados com Hematoxilina-Eosina.
Barra: 1 mm (Painel A) e 500 um (Painel B e C).
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Para analisar a possivel correlacdo entre deposicdo de colageno arterial e VOP, foram
realizados testes de correlacdo de Pearson, como mostrados na Figura 16. A VOP foi
positivamente correlacionada com a area de deposicdo de coldgeno da aorta (r=0,606,
p<0,0001, Painel A), cardtida (r=0,447, p=0,02, Painel B) e femoral (r=0,370, p<0,04, Painel
C) entre todos os grupos SHR. Além disso, a PAS foi positivamente correlacionada com 0s

valores de VOP (r=0,484, p<0,01, Painel D) entre todos os grupos SHR.
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Figura 16 - Correlagao entre velocidade de onda de pulso (VOP, m/s) e % area de deposicéo de colageno arterial:
aorta (r=0,606, p<0,0001, Painel A), carétida (r=0,447, p=0,02, Painel B) e femoral (r=0,370, p<0,04, Painel C)
em todos os ratos SHR. Correlagdo entre a pressdo arterial sistdlica (PAS, mmHg) e a velocidade de onda de
pulso (VOP, m/s) (r=0,484, p<0,001, Painel D) em todos os ratos SHR: Sedentario controle (SHRcr, n=7),
Sedentério tratado com DEX (SHRpex, n=9), Treinado controle (SHRrcr, n=12) e Treinado tratado com DEX
(SHRtpex, n=10). Significancia: * p<0,005, **p<0,001.
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7. DISCUSSAO

Os principais achados deste estudo foram que o tratamento com DEX induziu
hipertensdo arterial acompanhada por desbalan¢o autondmico para o coracéo e remodelamento
adrtico em animais Wistar, entretanto o tratamento com DEX ndo exacerbou a PA e a rigidez
arterial em SHR. Além disso, em SHR o remodelamento cardiaco e a deposicao de colageno
do miocardio foram ligeiramente melhoradas pelo tratamento com DEX. Por outro lado, o
treinamento combinado por si sé reduziu a PA e VOP em SHR e os animais treinados
mantiveram valores mais baixos de PA e VOP mesmo ap0s o tratamento com DEX. Este estudo
revelou também que menor VOP em SHR treinados foi associada a menor area de deposicdo

de colageno das artérias aorta, carétida e femoral, independente do tratamento com DEX.

Para entender os efeitos da DEX e treinamento combinado em SHR, era necessario,
primeiramente identificar / confirmar os mecanismos que estavam alterados na HA. Como ja
estd bem descrito na literatura, animais SHR, que representam um modelo experimental de
hipertensdo priméria (DORIS, 2017; OKAMOTO; AOKI, 1963), apresentam alteracdes neurais
(BERTAGNOLLI; CAMPOS; SCHENKEL; DE OLIVEIRA et al., 2006; DUCHATSCH,;
TARDELLI; HERRERA; RUIZ et al., 2021; MASSON; NAIR; SILVA SOARES;
MICHELINI et al., 2015; MIOTTO; DUCHATSCH; MACEDO; RUIZ et al., 2021), seguido
por remodelamento cardiaco (DUCHATSCH; TARDELLI; HERRERA; RUIZ et al., 2021; LlI;
KEMP; HOWELL; MASSEY etal., 2019; MIOTTO; DUCHATSCH; MACEDO; RUIZ et al.,
2021; PAGAN; DAMATTO; CEZAR; LIMA et al., 2015; PAGAN; DAMATTO; GOMES;
LIMA et al., 2019; SILVA; JARA; PERES; LIMA et al., 2017), os quais contribuem para a
manutencdo dos niveis elevados de PA, bem como alteracBes na estrutura e funcdo de vasos
(HAGG; ANDERSSON; NAYLOR; GRONROS et al., 2004; JORDAO; LADD; COFPPI,
CHOPARD et al., 2011; LINDESAY; RAGONNET; CHIMENTI; VILLENEUVE et al., 2016;
MORAES-TEIXEIRA JDE; FELIX; FERNANDES-SANTOS; MOURA et al., 2010), que
contribuem para aumentar a rigidez arterial (LINDESAY; BEZIE; RAGONNET,;
DUCHATELLE et al., 2018; LINDESAY; RAGONNET; CHIMENTI; VILLENEUVE et al.,
2016; MORGAN; CASABIANCA; KHOURI; KALINOSKI, 2014; SAFAR; CHAMIOT-
CLERC; DAGHER; RENAUD, 2001; ZHANG; LIN; SHAO; SU et al., 2020). A primeira parte
deste presente estudo comparou os resultados de hemodindmica, parametros cardiacos e
vasculares entre ratos sedentarios SHR e Wistar e confirmou que os SHR tinham maior PA,
acompanhada de desbalan¢o autondémico para o coragdo. Além disso, os resultados obtidos por



56

meio das técnicas histoldgicas e ecocardiograficas mostraram que os SHR apresentavam menor
DSVE e DDVE, maior diametro do AE e espessura relativa da parede do VE, seguido por menor
capilarizacdo do miocardio. Estas respostas contribuiram para reduzir discretamente a funcao
sistlica embora a deposicao de colageno no miocérdio nao estivesse elevada nos SHR, como
encontrado em outros estudos (MIOTTO; DUCHATSCH; MACEDO; RUIZ et al., 2021,
SILVA; JARA; PERES; LIMA et al., 2017). Estes resultados estdo de acordo com achados
anteriores do nosso grupo (DUCHATSCH; TARDELLI; HERRERA; RUIZ et al., 2021) e
confirmam que os SHR, mesmo aos 5 meses de idade, ja apresentam alguma disfuncao cardiaca
(LAMMERICH; GUNTHER; PFITZER; STORCH et al., 1995; LI; KEMP; HOWELL,
MASSEY et al., 2019). Além disso, o presente estudo expandiu as pesquisas anteriores de nosso
grupo e de outros autores (FABRICIO; JORDAO; MIOTTO; RUIZ et al., 2020; HAGG,;
ANDERSSON; NAYLOR; GRONROS et al., 2004; JORDAO; LADD; COPPI; CHOPARD
et al., 2011; LINDESAY; RAGONNET; CHIMENTI; VILLENEUVE et al., 2016) e mostrou
maior porcentagem de area de deposicdo de colageno nas artérias aorta, carétida e femoral em

comparagao aos ratos Wistar, correlacionando positivamente com os valores de VOP.

A proxima etapa do presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos do
tratamento crénico com DEX em ratos normotensos e hipertensos, analisando o balanco
autonébmico para o0 coracdo, parametros ecocardiograficos e enrijecimento arterial. Em
concordancia com estudos anteriores, o tratamento com DEX aumentou significativamente a
PA de ratos Wistar (CONSTANTINO; DIONISIO; DUCHATSCH; HERRERA et al., 2017,
HERRERA; DUCHATSCH; TARDELLI; DIONISIO et al., 2020; HERRERA; JESUS;
DIONISIO; DIONISIO et al., 2017; HERRERA; JESUS; SHINOHARA; DIONISIO et al.,
2016; JESUS; HERRERA; ANDREO; SANTOS et al., 2020; MACEDO; SOUZA; ARAUJO;
DANTAS et al., 2020). Na verdade, a HA induzida por glicocorticéides ndo é novidade, mas
0s mecanismos envolvidos nesta resposta ainda séo inconclusivos, principalmente por causa
dos diferentes procedimentos experimentais, dosagens, vias de administracdo e periodos de
tratamento (CONSTANTINO; DIONISIO; DUCHATSCH; HERRERA et al., 2017; DE
SALVI GUIMARAES; DE MORAES; BOZI; SOUZA et al., 2017; DODIC; SAMUEL;
MORITZ; WINTOUR et al., 2001; HERRERA,; JESUS; SHINOHARA,; DIONISIO et al.,
2016; JESUS; HERRERA; ANDREO; SANTOS et al., 2020; MACEDO; SOUZA; ARAUJO;
DANTAS et al., 2020; MONDO; YANG; ZHANG; HUANG, 2006; SAVITHA; SUVILESH,;
SIDDESHA; MILAN GOWDA et al., 2020). Além disso, a maioria deles foram realizados em

ratos normotensos e ha pouca informacao sobre os efeitos da DEX em ratos hipertensos.
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Embora alguns autores tenham mostrado que HA induzida por glicocorticdides esta
associada a deficiéncia de oxido nitrico (NO) (MIAO; ZHANG; LIM; KANJANAPAN et al.,
2007; WALLERATH; GODECKE; MOLOJAVYI; LI et al., 2004; WHITWORTH,;
SCHYVENS; ZHANG; ANDREWS et al., 2002) e superprodugdo de espécies reativas de
oxigénio (EROS) (MACEDO; SOUZA; ARAUJO; DANTAS et al., 2020; MONDO; YANG;
ZHANG; HUANG, 2006; ONG; VICKERS; ZHANG; MCKENZIE et al., 2007; ONG;
ZHANG; WHITWORTH, 2008; ZALBA; BEAUMONT; SAN JOSE; FORTUNO et al.,
2000), nosso grupo e outros demonstraram que a HA induzida por DEX foi acompanhada por
um desbalanco autondmico para o0 coracdo e atividade barorreflexa reduzida
(CONSTANTINO; DIONISIO; DUCHATSCH; HERRERA et al., 2017; HERRERA,; JESUS;
SHINOHARA; DIONISIO et al., 2016; MACEDO; SOUZA; ARAUJO; DANTAS et al.,
2020). Na verdade, ajuste neural inadequado do coracéo, induzido pelo tratamento DEX, ocorre
mesmo antes do aumento da PA, como mostrado em estudo anterior de nosso grupo
(DUCHATSCH; CONSTANTINO; HERRERA,; FABRICIO et al., 2018). Uma vez que 0s
hipertensos podem ser submetidos a um tratamento com DEX ao longo da sua vida, restava
uma duvida sobre os riscos da DEX para esta populacdo, especialmente relacionado a um
possivel evento cardiovascular induzido por uma exacerbacdo da PA. Os resultados do presente
estudo mostraram que a dose baixa (50 ug / kg) de tratamento com DEX alterou o controle
autondmico para o coracdo em ratos Wistar, que em parte contribuiram para aumentar a PA, no
entanto, a maior atividade simpatica para o coracéo, ja presente nos SHR, foi mantida apos o

periodo de tratamento com DEX.

Recentemente, mostramos que esta dose de DEX ndo aumentava o peso do coragcdo em
ratos Wistar (HERRERA; DUCHATSCH; TARDELLI; DIONISIO et al., 2020). De acordo,
no presente estudo, o tratamento com DEX ndo alterou significativamente os parametros
cardioldgicos estruturais ou funcionais, avaliados por técnicas ecocardiograficas e histolégicas.
Dados sobre os efeitos de DEX em remodelagdo miocérdica ainda sdo controversos,
principalmente porque alguns autores mostraram que a DEX causa hipertrofia de
cardiomidcitos companhada por disfuncédo cardiaca (DE; ROY; KAR; BANDYOPADHYAY,
2011; DE SALVI GUIMARAES; DE MORAES; BOZI; SOUZA et al., 2017; DODIC;
SAMUEL; MORITZ; WINTOUR et al., 2001; MACEDO; SOUZA; ARAUJO; DANTAS et
al., 2020; MUANGMINGSUK; INGRAM; GUPTA; ARCILLA et al., 2000; REN; OAKLEY;
CRUZ-TOPETE; CIDLOWSKI, 2012) e outros autores mostram um efeito cardiaco protetor
da DEX (AGUILAR; STROM; CHEN, 2014; CHEN; ALEXANDER; SUN; XIE et al., 2005;
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DUCHATSCH; TARDELLI; HERRERA; RUIZ et al., 2020; RAO; XU; NARAYANAN,
2001; REN; OAKLEY; CRUZ-TOPETE; CIDLOWSKI, 2012; XIA; NA; GUO; BI et al.,
2007; XU; STROM; CHEN, 2011).

Em relacdo a esses resultados controversos na remodelag&o cardiaca, € importante notar
que a maioria dos estudos na literatura que observou hipertrofia de cardiomiécitos e disfungéo
cardiaca usou doses mais altas de DEX tanto em animais normotensos como em células
saudaveis. Por exemplo, de Salvi et al (DE SALVI GUIMARAES; DE MORAES; BOZI;
SOUZA et al., 2017) trataram ratos normotensos com 35 pg/g de DEX e encontraram aumento
do peso e fibrose cardiaca, apoptose de cardiomidcitos e dano genético em cardiomidcitos,
sugerindo uma remodelacdo cardiaca patoldgica, com ativacdo da via de sinalizacdo da
calcineurina cardiaca, que prejudica a funcéo diastélica. De acordo, Ren e colaboradores (REN;
OAKLEY; CRUZ-TOPETE; CIDLOWSKI, 2012) sugeriram que a hipertrofia de
cardiomidcitos induzida por tratamento com DEX € geralmente mediada por meio de receptores
de glicocorticoides. Da mesma forma, a fibrose miocardica intersticial e perivascular, com
funcdo cardiaca preservada, foram observadas apds 2 mg / kg de DEX tratamento (MACEDO;
SOUZA; ARAUJO; DANTAS et al., 2020). A hipertrofia cardiaca também pode ser observada
em ratos Sprague-Dawley recém-nascidos tratados com DEX (MUANGMINGSUK;
INGRAM; GUPTA; ARCILLA et al., 2000) ou em Sprague-Dawley adulto, tratado com 35 pg
/ 100 g de DEX (DE; ROY; KAR; BANDYOPADHYAY, 2011). Da mesma forma, a
hipertrofia do ventriculo esquerdo foi observada em ovelhas adultas ap6s uma exposicao pré-
natal de DEX (11 mg / d). Adicionalmente a este resultado, Ren e colaboradores (REN;
OAKLEY; CRUZ-TOPETE; CIDLOWSKI, 2012) mostraram que excesso de DEX causa

hipertrofia dos cardiomidcitos.

Por outro lado, especialmente em situagdes patoldgicas, como adrenalectomia, infarto,
insuficiéncia cardiaca e HA, a DEX pode ter um efeito cardioprotetor. Por exemplo, Xia e
colaboradores (XIA; NA; GUO; BI et al., 2007) mostraram que a DEX melhorou a funcéo
cardiaca, reduzindo o fator de necrose tumoral miocardico-a (TNF-a), que, por sua vez, reduziu
as metaloproteinases MMP-2 e MMP-9, espécies reativas de oxigénio e fibrose no VE de ratos
com insuficiéncia cardiaca. Da mesma forma, Xu e colaboradores (XU; STROM; CHEN, 2011)
trataram alguns ratos com DEX 24 h antes da cirurgia de oclusdo corondria esquerda e viram
uma prevencao do tamanho do infarto nesses ratos infartados. Usando Experimentos "in vitro",
DEX ou outros glicocorticoides preveniram a apoptose celular induzida por doxorrubicina, que
¢ usada para quimioterapia em céancer (AGUILAR; STROM; CHEN, 2014; CHEN;
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ALEXANDER; SUN; XIE et al., 2005) ou induzido por TNF-a (REN; OAKLEY; CRUZ-
TOPETE; CIDLOWSKI, 2012).

Da mesma forma, o tratamento de animais adrenalectomizados com DEX induziu um
aumento na quantidade de CaM quinase Il associada ao reticulo sarcoplasmatico cardiaco, o
que sugere um importante papel modulador de DEX na homeostase celular de Ca*? no
miocardio (RAO; XU; NARAYANAN, 2001). Observe que, embora esses estudos acima
mostraram resultados benéficos, a maioria deles usou doses mais altas de DEX que o presente
estudo (1-50 mg / kg), podendo causar diversos efeitos colaterais, conforme descrito
anteriormente. Recentemente, nosso grupo (DUCHATSCH; TARDELLI; HERRERA; RUIZ
et al., 2020) revelou que a mesma dose baixa de DEX usada neste estudo (50 pg / kg) causa
diminuicao da espessura relativa da parede, aumento dos didmetros internos (LVDD e LVSD),
aumento da densidade de vasos do VE e reducdo da &rea de deposi¢do de coldgeno miocardico,
0 que provavelmente contribuiu para melhorar a PAS e fun¢éo diastdlica em SHR, no entanto,
naquele estudo, a funcéo sistolica e diastolica ja estavam reduzidas nos SHR em comparacao
aos ratos Wistar antes do tratamento com DEX. Isso acontece porque a remodelacdo miocardica
pode ser de alguma forma determinada por um processo inflamatério (COHN; FERRARI;
SHARPE, 2000; NIAN; LEE; KHAPER; LIU, 2004; XIE; WANG; LIANG; ZENG et al.,
2019; ZIMMER; TEIXEIRA; BONETTO; BAHR et al., 2020) e da mesma forma, tem sido
demonstrado que os animais SHR apresentam niveis mais elevados de interleucina-6 (IL-6) e
TNF-a no miocardio, acompanhados por infiltracdo fibrotica e deposicdo de colageno (SILVA,;
JARA; PERES; LIMA et al., 2017; YAO; CHEN; LU; ZHENG et al., 2009; YOU; WU,
ZHANG:; YE et al., 2018). E possivel considerar que a DEX, que é um potente antiinflamatério,
poderia diminuir essas citocinas inflamatérias e melhorar a fibrose cardiaca e deposicédo de
colageno (XIA; NA; GUO; Bl et al., 2007). Em concordancia, no presente estudo, o tratamento
com DEX reduziu a espessura relativa da parede, aumentou o diametro sistolico do VE e
reduziu a &rea de deposicdo de colageno miocardico, no entanto, essas respostas ndo foram

suficientes para melhorar a funcao sistolica em SHR.

Embora tenha sido relatado que a hipertensdo, assim como o envelhecimento, é
acompanhada por alteracdes estruturais e mecanicas nos vasos de condugdo (CHAMIOT
CLERC; RENAUD; BLACHER; LEGRAND et al., 1999; FABRICIO; JORDAO; MIOTTO;
RUIZ et al., 2020; JORDAO; LADD; COPPI; CHOPARD et al., 2011; LACOLLEY; LI;
CHALLANDE; REGNAULT, 2017), até agora existem poucos estudos investigando os efeitos

do tratamento cronico com DEX na rigidez arterial em ratos normotensos ou hipertensos, e 0s
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mecanismos ainda sdo pouco claros. Os resultados do presente estudo mostraram, pela primeira
vez, que o tratamento com DEX aumentou a VOP em ratos Wistar e ndo alterou os valores ja
elevados de VOP em SHR. A analise histologica realizada no presente estudo revelou que a
area de deposicédo de col&geno adrtico foi maior em ratos Wistar tratados com DEX em relagdo
aos nao tratados, no entanto, a maior a &rea de deposi¢ao de coldgeno adrtico observada na aorta
de SHR néo foi afetada pelo tratamento com DEX, e este resposta ajudou a justificar os
resultados da manutencdo da VOP. Como afirmado antes, sdo poucos 0s estudos que
investigaram os efeitos do tratamento com DEX na rigidez arterial e nenhum deles foi realizado

com hipertensos.

Lietman e colaboradores (LIETMAN; SARAL, 1985) demonstraram que a DEX causa
aumento na sintese e secrecdo de colageno em células do masculo liso da aorta bovina, que
poderiam fundamentar os resultados do presente estudo em ratos normotensos. De acordo, um
estudo de coorte de acompanhamento por periodo de 25 anos mostrou distensibilidade aortica
reduzida e aumento da VOP em individuos nascidos prematuros que foram expostos a
glicocorticéides antes do nascimento, e esta resposta foi associada com mudangas no
metabolismo da glicose (KELLY; LEWANDOWSKI; WORTON; DAVIS et al., 2012). De
forma similar, efeitos dependentes de glicocorticdides na complacéncia cerebrovascular e
rigidez também foi demonstrada por Durrant e colaboradores (DURRANT; KHORRAM;
BUCHHOLZ; PEARCE, 2014), que observaram uma “programagido” de efeitos a longo prazo
em ratos apOs um estresse de restricdo alimentar materna. Esses autores (DURRANT;
KHORRAM; BUCHHOLZ; PEARCE, 2014) sugeriram que esses efeitos ocorreram por meio
de mudancas na organizacdo e abundancia de proteinas da matriz extracelular. Mais
recentemente, Kumar e colaboradores (KUMAR; IM; HUILGOL,; YENDIGERI et al., 2015)
demonstraram que alteracBes da arteriosclerose induzida por DEX no endotélio da aorta era
dependente da dose. Esses autores (KUMAR; IM; HUILGOL; YENDIGERI et al., 2015)
sugeriram que o espessamento das camadas endoteliais, como a tunica média e a adventicia,
pode resultar na diminuicdo da complacéncia aortica. Independente de qualquer mudanca
estrutural, Schafer e colaboradores (SCHAFER; WALLERATH; CLOSS; SCHMIDT et al.,
2005) demonstraram que a administracdo a longo prazo de DEX bloqueia a vasodilatacao
dependente do endotélio de arteriolas de resisténcia em camundongos intactos, sugerindo que
essa resposta foi mediada pela regulacdo negativa da eNOS. Usando outro glicocorticéide,
Yadav e colaboradores (YADAV; JAHAN; YADAV; SACHDEYV et al., 2013) mostraram que

4 semanas de tratamento com prednisolona oral, em criancas, determinaram alteragfes na
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mecénica da parede arterial, mas ndo o suficiente para causar disfuncdo endotelial, uma vez que
desapareceu ap0s a interrupcao do tratamento. Entdo, analisando todos estes estudos, é possivel
acreditar que o mecanismo induzido por DEX para aumentar a rigidez arterial envolve uma
abundancia de proteinas da matriz, regulacdo negativa da eNOS, disfuncdo endotelial e
alteragdes no metabolismo da glicose. Por outro lado, o presente estudo revelou, pela primeira
vez, que a rigidez arterial patoldgica, presente em SHR, foi mantida apds o tratamento com
DEX. Esta resposta foi congruente com a area de deposicdo de colageno aortica. Da mesma
forma que o observado no miocéardio, era esperado que DEX fosse melhorar a fibrose e a
deposicdo de colageno na parede do vaso devido aos seus efeitos anti-inflamatérios. Uma
possivel explicacdo para a manutencdo da rigidez arterial é que a aorta de SHR normalmente j&
apresenta rupturas e duplicacdo da lamina elastica interna (JORDAO; LADD; COPPI;
CHOPARD et al., 2011), que podem néo ser afetadas por DEX.

Na terceira e Ultima parte deste estudo, investigamos os efeitos do treinamento
combinado (exercicios aerébicos alternados com dias de exercicio resistido) na hemodinamica,
remodelacdo cardiaca e rigidez arterial em SHR, tratados ou ndo com DEX. Sabe-se que 0
treinamento fisico tem sido considerado uma importante estratégia ndo farmacolégica para
prevenir e controlar a HA e é reconhecido por varias sociedades de HA no Brasil e no mundo
(BARROSO; RODRIGUES; BORTOLOTTO; MOTA-GOMES et al., 2021; SHARMAN;
SMART; COOMBES; STOWASSER, 2019; VERDECCHIA; REBOLDI; ANGELI, 2020;
WILLIAMS; MANCIA; SPIERING; AGABITI ROSEI; AZIZI; BURNIER; CLEMENT;
COCA; DE SIMONE; DOMINICZAK; KAHAN; MAHFOUD; REDON; RUILOPE;
ZANCHETTI; KERINS; KIJELDSEN; KREUTZ; LAURENT; LIP; MCMANUS;
NARKIEWICZ; RUSCHITZKA; SCHMIEDER; SHLYAKHTO; TSIOUFIS; ABOYANS;
DESORMAIS, 2018). E amplamente preconizado que o treinamento aerébio € o principal (mas

ndo o unico) componente do treinamento fisico para individuos hipertensos.

Sdo varios 0s mecanismos induzidos pelo treinamento fisico aerobio que estdo
envolvidos com o controle de PA, como restauracéo da atividade barorreflexa e normalizacéo
do balanco autdmico para o coracdo (BRITO; PECANHA; FECCHIO; REZENDE et al., 2019;
CERONI; CHAAR; BOMBEIN; MICHELINI, 2009; FERREIRA-JUNIOR; RUGGERI;
SILVA; ZAMPIERI et al., 2019; MASSON; BORGES; DA SILVA; DA NOBREGA et al.,
2016; MASSON; COSTA; YSHII; FERNANDES et al., 2014), normalizacdo do impulso
nervoso simpatico para os vasos (DUCHATSCH; TARDELLI; HERRERA; RUIZ et al., 2021,
LEMOS; MOTA; MAROCOLO; SORDI et al., 2018; LI; CHEN; LIU; KUO et al., 2019;
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MIOTTO; DUCHATSCH; MACEDO; RUIZ et al., 2021), atenuacdo da inflamacdo cardiaca,
estresse oxidativo e hiperatividade do sistema renina angiotensina (SILVA; JARA; PERES;
LIMA et al., 2017), remodelamento das arteriolas do musculo esquelético (AMARAL;
MICHELINI, 2011; CERONI; CHAAR; BOMBEIN; MICHELINI, 2009; MELO;
MARTINHO; MICHELINI, 2003; MIOTTO; DUCHATSCH; MACEDO; RUIZ et al., 2021),
angiogénese do miocardio e masculo esquelético (AMARAL; MICHELINI, 2011; MIOTTO;
DUCHATSCH; MACEDO; RUIZ et al., 2021), entre outros. Alem disso, o treinamento aerébio
demonstrou prevenir e/ou reverter a rigidez arterial, como comumente observado ndo apenas
em individuos com hipertensdo, mas com sidrome metabdlica e (GIOSCIA-RYAN;
CLAYTON; FLEENOR; ENG et al., 2021; GUERS; FARQUHAR; EDWARDS; LENNON,
2019; HASEGAWA,; FUJIE; HORII; MIYAMOTO-MIKAMI et al., 2018; KITZMAN;
BRUBAKER; HERRINGTON; MORGAN et al., 2013; KOHN; BORDELEAU; MILLER;
WATKINS et al., 2018; LOPES; AFREIXO; TEIXEIRA; GARCIA et al., 2021; MIOTTO;
DIONIZIO; JACOMINI; ZAGO et al., 2021; MORA-RODRIGUEZ; RAMIREZ-JIMENEZ;
FERNANDEZ-ELIAS; GUIO DE PRADA et al., 2018; MORAES-TEIXEIRA JDE; FELIX;
FERNANDES-SANTOS; MOURA et al., 2010). Embora alguns estudos tenham mostrado
alguns beneficios do treinamento resistido na reducdo da PA (FEITOSA; CARVALHO;
DANTAS; DE SOUZA et al., 2021; PERILHAO; KRAUSE NETO; DA SILVA; ALVES et
al., 2020), ndo ha evidéncias suficientes de que o treinamento resistido isoladamente reduza
significativamente a PA ambulatorial na populacdo hipertensa (CARDOSO; GOMIDES;
QUEIROZ; PINTO et al., 2010) ou melhore a rigidez arterial (ASHOR; LARA; SIERVO,;
CELIS-MORALES et al., 2014; HASEGAWA; FUJIE; HORII; MIYAMOTO-MIKAMI et al.,
2018; LI; HANSSEN; CORDES; ROSSMEISSL et al., 2015).

Portanto, a recomendacdo de exercicio fisico para controlar e tratar a HA é uma
combinacdo de treinamento aer6bio complementado por treinamento (BARROSO;
RODRIGUES; BORTOLOTTO; MOTA-GOMES et al., 2021; SHARMAN; SMART;
COOMBES; STOWASSER, 2019; VERDECCHIA; REBOLDI; ANGELI, 2020; WILLIAMS;
MANCIA; SPIERING; AGABITI ROSEI; AZIZI; BURNIER; CLEMENT; COCA; DE
SIMONE; DOMINICZAK; KAHAN; MAHFOUD; REDON; RUILOPE; ZANCHETTI;
KERINS; KJELDSEN; KREUTZ; LAURENT; LIP; MCMANUS; NARKIEWICZ;
RUSCHITZKA; SCHMIEDER; SHLYAKHTO; TSIOUFIS; ABOYANS; DESORMAIS et
al., 2018), que é chamado de treinamento combinado. Na verdade, existem varios estudos

clinicos que demonstram a eficacia do treinamento combinado para HA, realizado em dias
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alternados ou no mesmo dia (FIGUEROA; OKAMOTO; JAIME; FAHS, 2019; FIGUEROA,
PARK; SEO; SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2011; LI; HANSSEN; CORDES; ROSSMEISSL
et al., 2015; MASROOR; BHATI; VERMA; KHAN et al., 2018; PEKAS; SHIN; SON;
HEADID et al., 2020; SON; SUNG; BHARATH; CHOI et al., 2017; SON; SUNG; CHO;
PARK, 2017), no entanto, os mecanismos induzidos pelo treinamento combinado para reduzir

a PA e VOP em SHR néo séo completamente compreendidos.

Os resultados do presente estudo mostraram que o treinamento combinado per se
reduziu a PA em SHR e, 0 mecanismo envolveu um melhor balango autondmico para o coragao.
De acordo, Conti et al., (CONTI; BRITO JDE; BERNARDES; DIAS DDA et al., 2015) e
Shimojo et al., (SHIMOJO; DA SILVA DIAS; MALFITANO; SANCHES et al., 2018)
mostraram que o treinamento combinado melhora a sensibilidade barorreflexa, reduz a
variabilidade da PAS e a atividade nervosa simpatico para 0s vasos, 0 que contribui para reduzir
a PA em um modelo de syndrome metabdlica e menopausa. Mais recentemente, Dias et al.,
(DIAS; BERNARDES; STOYELL-CONTI; DOS SANTOS et al., 2020a) mostraram que 0
treinamento combinado reduz a disfuncdo autondmica cardiovascular e 0 aumento da PA

induzida por sobrecarga de frutose em SHR.

Como o remodelamento cardiaco geralmente esta associado a HA e é considerado um
indicador de mortalidade (PONIKOWSKI; VOORS; ANKER; BUENO et al., 2016), nosso
objetivo foi analisar os efeitos do treinamento combinado na hipertrofia e remodelamento
cardiaco. No presente estudo, o treinamento combinado ndo melhorou nenhum dos parametros
estruturais ecocardiograficos em SHR. Provavelmente, os efeitos do treinamento combinado
sobre a estrutura e fungéo do coragédo sejam mais evidentes em situages com comprometimento
significativo da funcdo cardiaca, como envelhecimento, insuficiéncia cardiaca, sindrome
metabolica e menopausa, diabetes, entre outros others (DIAS; BERNARDES; STOYELL-
CONTI; DOS SANTOS et al., 2020a; SANCHES; BUZIN; CONTI; DIAS et al., 2018;
SHIMOJO; DA SILVA DIAS; MALFITANO; SANCHES et al., 2018). Sanches et al.,
(SANCHES; BUZIN; CONTI; DIAS et al., 2018) demonstraram que o treinamento combinado
atenua a disfuncdo cardiaca observada em modelo de diabetes e menopausa e essa resposta foi
associada a menor concentracdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e inflamacéo
cardiaca. Da mesma forma, redugdo do estresse oxidativo do VE e inflamagdo do miocérdio
foram demonstradas ap6s treinamento combinado, o que ajuda a melhorar disfuncéo cardiaca
(CONTI; BRITO JDE; BERNARDES; DIAS DDA et al.,, 2015; DIAS; BERNARDES;
STOYELL-CONTI; DOS SANTOS et al, 2020a; SHIMOJO; DA SILVA DIAS;
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MALFITANO; SANCHES et al., 2018). Embora o treinamento combinado no presente estudo
ndo tenha melhorado significativamente a hipertrofia cardiaca dos SHR ou aumentado a
densidade capilar do coracéo, o exercicio foi capaz de reduzir a rea de deposi¢éo de colageno
do miocérdio. Provavelmente essa foi uma resposta inicial e periodos mais longos de
treinamento combinado poderiam melhorar parametros e funcGes cardiacas prejudicadas em

SHR sedentérios.

Além disso, o treinamento combinado reduziu a VOP em SHR, o que foi uma resposta
positiva, uma vez que arigidez arterial é considerada um importante marcador de satde do vaso
e um preditor de eventos cardiovasculares futuros, bem como indicativo subclinico de lesdo de
6rgdos (SCUTERI; MORRELL; FEGATELLI; FIORILLO et al., 2020; SHCHETYNSKA-
MARINOVA, LIEBE; PAPAVASSILIU; DE FARIA FERNANDEZ et al., 2021). A medida
clinica da VOP tem sido sugerida para controlar precocemente o desenvolvimento da rigidez
arterial, tanto em pacientes com risco cardiovascular aumentado quanto na populagdo em geral
(COUTINHO; TURNER; KULLO, 2011; JANNASZ; SONDEJ; TARGOWSKI;
DOBROWOLSKI et al., 2019). E importante notar que a rigidez arterial pode ser independente
dos valores de (GUERS; FARQUHAR; EDWARDS; LENNON, 2019), ou seja, embora a
hipertenséo, associada ou ndo ao envelhecimento, leve ao aumento da rigidez arterial
(MORGAN; CASABIANCA; KHOURI; KALINOSKI, 2014; RODE; TEREN; WIRKNER;
HORN et al., 2020), alguns dos estudos mostraram que o desenvolvimento de rigidez arterial
pode ser anterior a hipertensdao (CELIK; YILMAZ; KEBAPCILAR; GUNDOGDU, 2017).
Existem algumas metandlises e estudos de revisdo utilizando exercicios combinados ou
comparando os efeitos dos diferentes tipos de exercicios (aerdbico, resistido, combinado e
intercalado de alta intensidade) na VOP, porém incluem hipertensos e normotensos
(GREENWOOD; KOUFAKI; MERCER; RUSH et al., 2015; MARTINEZ-VIZCAINO;
CAVERO-REDONDO; SAZ-LARA; POZUELO-CARRASCOSA et al., 2019; MONTERO,;
VINET; ROBERTS, 2015), que dificultam a compreensao dos resultados.

A relevancia clinica do treinamento combinado tem sido demonstrada na HA,
envelhecimento e diversas doencas cardiovasculares ou sindromes metabolicas (FIGUEROA,;
PARK; SEO; SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2011; MONTERO; VINET; ROBERTS, 2015;
PEKAS; SHIN; SON; HEADID et al., 2020; SCHMIDT-TRUCKSASS; WEISSER, 2011;
SHIOTSU; WATANABE; TUJII; YANAGITA, 2018; SON; SUNG; CHO; PARK, 2017), mas
0s mecanismos subjacentes induzidos pelo treinamento combinado para diminuir a rigidez

arterial em individuos hipertensos ndo sdo completamente compreendidos, basicamente devido
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os desafios dos estudos mecanicos em grandes artérias em humanos. Além disso, a maioria dos
estudos em humanos/animais que investigam os mecanismos de reducéo de rigidez arterial sdo
realizados usando exercicios aerébios (ANDRADE; CINTRA; ALVES; BARBOSA NETO et
al., 2013; GIOSCIA-RYAN; CLAYTON; FLEENOR; ENG et al., 2021; HASEGAWA,
FUJIE; HORII; MIYAMOTO-MIKAMI et al., 2018; KOHN; BORDELEAU; MILLER,;
WATKINS et al., 2018; MORAES-TEIXEIRA JDE; FELIX; FERNANDES-SANTOS;
MOURA et al., 2010). O presente estudo mostrou que o treinamento combinado reduziu a area
de deposicdo de colageno adrtico, carotideo e femoral, sem alteracdes no remodelamento do
vaso em SHR e, a menor quantidade de colageno na parede das artérias foi positivamente
correlacionada com a VOP. Em concordancia, melhor equilibrio entre colageno e elastina
aorticos, bem como a reducdo do contelido de colageno na camada intima da aorta foram
associados a reducdo da VOP, mas esses resultados foram encontrados ap0s o exercicio aerébio
em ratos idosos (GU; WANG; ZHANG; MA et al., 2014; KOHN; BORDELEAU; MILLER,;
WATKINS et al., 2018) and SHR (GUERS; FARQUHAR; EDWARDS; LENNON, 2019;
MORAES-TEIXEIRA JDE; FELIX; FERNANDES-SANTOS; MOURA et al., 2010). Além
disso, 0 aumento da sintese de NO (HASEGAWA; FUJIE; HORII; MIYAMOTO-MIKAMI et
al., 2018) ou o aumento da biodisponibilidade de NO devido a reducdo do estresse oxidativo
(GUERS; FARQUHAR; EDWARDS; LENNON, 2019; ROQUE; BRIONES; GARCIA-
REDONDO; GALAN et al., 2013) estavam envolvidos na reducdo da rigidez arterial apds
exercicios aerébicos. Poucos estudos investigaram 0s mecanismos de treinamento combinado
na VOP. Recentemente, Otsuki et al., (OTSUKI; NAMATAME; YOSHIKAWA; ZEMPO-
MIYAKI, 2020) demonstraram que 0 treinamento combinado aumentou a concentragdo
plasméatica de NOx, um marcador de producdo de 6xido nitrico, que foi associado com a menor
VOP, mas esses autores estudaram idosos e ndo hipertensos. Em concordancia, o treinamento
combinado elevou a concentracao de nitrito/nitrato, bem como reduziu endotelina-1 em garotas
obesas e pré-hipertensas (SON; SUNG; BHARATH; CHOI et al., 2017). Da mesma forma,
Pekas et al., (PEKAS; SHIN; SON; HEADID et al., 2020) também mostraram que 0
treinamento combinado reduziu a VOP em mulheres mais velhas no periodo pds-menopausa e
essa resposta foi associada a uma melhora da PAS, lipoproteina de baixa densidade e percentual
de gordura corporal. Assim, mais estudos sdo necessarios para compreender os mecanismos do

treinamento combinado na VOP de SHR.

O ultimo resultado importante deste estudo foi que o treinamento combinado bloqueou

completamente qualquer aumento de PA ou VOP induzida por DEX em SHR, como acontece
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com ratos normotensos. A melhora alcangada pelo treinamento combinado no balanco
autonémico do coracdo e na deposicdo de colageno do miocardio ndo foi afetada pelo
tratamento com DEX, provavelmente devido ao melhor estado inflamatorio e estresse oxidativo
induzido pelo treinamento combinado (DIAS; BERNARDES; STOYELL-CONTI; DOS
SANTOS et al., 2020a; SANCHES; CONTI; BERNARDES; BRITO JDE et al., 2015;
SHIMOJO; DA SILVA DIAS; MALFITANO; SANCHES et al., 2018), que poderia ser
adicionado com o papel antiinflamatério de DEX. Além disso, o tratamento com DEX néo
aumentou a deposicdo de colageno na parede do vaso em SHR como faz em ratos normotensos,
0 que ajudou a manter a VOP mais baixa. Portanto, até onde sabemos, este é o primeiro estudo
a demonstrar que os valores mais baixos da PA e da VOP, obtidos ap6s o treinamento

combinado, foram mantidos mesmo ap6s o tratamento com DEX em SHR.

Este estudo tem algumas limitagGes: primeiro, como o treinamento combinado reduziu
a PA e a VOP, ndo podemos evitar a possibilidade de que a resposta da VOP seja dependente
da PA, embora alguns estudos tenham mostrado que a reducdo da rigidez arterial pode ser
independente da reducdo da PA; segundo, devido a limitacdo da técnica, a VOP foi analisada

em ratos anestesiados.
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8. CONCLUSAO

Em concluséo, os resultados do presente estudo sugerem que esta dosagem de DEX tem
efeitos diferenciais na PA, rigidez arterial e remodelacdo do miocardio em ratos normotensos e
espontanemanente hipertensos, ou seja, a hipertensdo € induzida em Wistar devido as altera¢6es
neurais e rigidez adrtica, e em SHR, a hipertensdo nao foi exacerbada devido melhora no
remodelamento do miocardio e menor deposicdo da area de colageno, sem efeitos adicionais na

rigidez arterial.

Por outro lado, o treinamento combinado por si s6 reduz a PA e VOP em SHR e, mesmo
apos o tratamento com DEX, os animais mantiveram valores mais baixos desses parametros
hemodinamicos. Portanto, o treinamento combinado pode ser uma estratégia ndo farmacoldgica
importante para reduzir a PA e a rigidez arterial em SHR e essas respostas mais baixas foram

mantidas independentemente do tratamento com DEX.
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LWVERSIDADE ESTADUAL PALLISTA
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CERTIFICADO
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Certificamos que a proposta intitulada “"Alteragdes
hemodindmicas e remodelamento cardiaco e vascular induzidos pelo
treinamento fisico combinado em SHR tratados com dexametasona”.
registrada com o n® 775/2017 Vol. 1, sob a responsabilidade da Prof Dr®.
SANDRA LIA DO AMARAL CARDOSO - que envolve a producao,
manutencio ou utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa centlfica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com o0& preceitos da Lei n”11.764, de 8 de outubro
de 2008, do Decreto n* 6.664, de 15 de julho de 2009, @ com as nomMmas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal
(CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS {CEUA) DA UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA "JULIO DE
MESQUITA FILHO" - UNESP - FACULDADE DE CIENCIAS, CAMPUS DE
BAURU, em reunido de 23082018

Finalidade ( JEnsino (X)) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da Autorizagao De 15/0%2017 a 31/03/2021
Espécwllinhagemiraga Rato heterogénico/Wistar
N° de animais 10

Pesalldade 250g/45 dias

Sexo Macho

Origem Biotario
Espéca/linhagem/raga Rato isogénico/SHR

N° de animais 64

Pesolldade 2509/45 dias

Sexo Macho

Origem ngteﬂo

84



