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Resumo

Fundamento: O surgimento da doenca cardiaca coronariana aumenta com a menopausa, inatividade fisica e dislipidemia.
Sabe-se que o treinamento fisico promove a melhora das funcées cardiovasculares

Obijetivo: Investigar os efeitos do treinamento fisico aerdébico sobre o ventriculo esquerdo em camundongos LDL
knockout ovariectomizadas.

Métodos: Trinta animais foram divididos em 6 grupos (n = 5): controle sedentario nao ovariectomizado, controle sedentario
ovariectomizado, controle treinado ovariectomizado, sedentario LDL-knockout nao ovariectomizado, sedentario LDL-knockout
ovariectomizado e treinado LDL-knockout ovariectomizado. Analisamos os parimetros médios da densidade de volume de
fibras colagenas tipo I e 111, e metaloproteinases 2 e 9. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

Resultados: Os resultados mostram que o protocolo de exercicio proposto alterou o volume de fibras colagenas do
tipo I e os parametros de remodelamento do colageno (MMP-2), e ainda reduziu o parametro de estresse oxidativo do
8-hidroxi-2’-deoxiganosina (8-OhdG).

Conclusao: O treinamento aerdbico de intensidade moderada age sobre o volume das fibras colagenas e sobre o
remodelamento de colageno, com reducao do estresse oxidativo em ventriculos esquerdos de camundongos
ovariectomizados LDLr Knockout. (Arq Bras Cardiol. 2020; 114(1):100-105)

Palavras-chave: Doenca da Artéria Coronaria; Exercicio; Menopausa; Dislipidemia; Atividade Fisica; Colageno; Estresse
Oxidativo; Inflamagao; Camundongos.

Abstract

Background: The emergence of coronary heart disease is increased with menopause, physical inactivity and with dyslipidemia. Physical training
is known to promote the improvement of cardiovascular functions.

Objective: To investigate the effects of aerobic physical training on the left ventricle in ovariectomized LDL knockout mice.

Methods: Thirty animals were divided into 6 groups (n = 5): Sedentary non-ovariectomized control; Sedentary ovariectomized control; Trained
ovariectomized control; Sedentary non-ovariectomized LDL-knockout, sedentary ovariectomized LDL-knockout and trained ovariectomized
LDL-knockout. We analyzed the average parameters of apparent density of collagen fibers types I and Ill, and metalloproteinase type 2 and type 9,
were considered significant p < 0.05.

Results: The results showed that the proposed exercise protocol altered the volume of type I collagen fibers, altered collagen remodeling
parameters (MMP-2), and also reduced the 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8OHdG) oxidative stress parameter.

Conclusion: Moderate intensity aerobic training acts on collagen fiber volume, on collagen remodeling with the reduction of oxidative stress in
the left ventricles of ovariectomized LDL-knockout mice. (Arq Bras Cardiol. 2020; 114(1):100-105)
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Introducao

Durante o processo de envelhecimento, as mulheres na
menopausa tém maior risco de desenvolver condi¢bes como
dislipidemia, hipertensdo, resisténcia a insulina e mudangas
na composigao corporal, uma vez que o estilo de vida e
o sedentarismo estdo associados a maior prevaléncia de
desenvolvimento de doengas cardiovasculares (DC)."2

O processo de envelhecimento esta associado ao aumento
do estresse oxidativo, que da origem a danos em vdrias
macromoléculas celulares, em parte devido a diminuicdo da
capacidade antioxidante, bem como a reducao da capacidade
de reparacao, que acarretam o aumento da susceptibilidade a
apoptose.>* Especialmente em mulheres na fase da menopausa,
as alteracoes neuroenddcrinas afetam a funcionalidade, a
capacidade metabdlica e a atividade antioxidante de varios
6rgaos, principalmente em decorréncia da falta de estrogénio,
que é considerado um antioxidante feminino, causando
aumento adicional do estresse oxidativo.®

P

O metabolismo lipidico também é influenciado por
alteragbes fisiolégicas durante a menopausa, resultando em
aumento do LDL e diminui¢ao da HDL, o que contribui para
o surgimento de doengas cardiovasculares.®” Em relagao aos
homens da mesma idade, as mulheres pds-menopdausicas
apresentam maior risco de desenvolver doenga cardfaca,®®
que constitui uma das principais causas de morbidade e
mortalidade neste estégio fisiolégico."

A atividade fisica regular alivia os efeitos do envelhecimento e
da menopausa e melhora a aptidao aerébica, além de manter o
indice de peso corporal de gordura visceral, os niveis plasmaticos
de lipidios, o aumento da sensibilidade a insulina, o aumento
da sensibilidade barorreflexa, a melhora da funcao endotelial,
o estresse de cisalhamento na parede vascular, resultando no
aumento do fluxo sanguineo e estimulando a liberacao de 6xido
nitrico.""3 Esses fatores promovem uma melhor qualidade de
vida relacionada a satde, prolongam a sobrevivéncia e podem
ser considerados padrées nao farmacolégicos essenciais para o
tratamento dos efeitos da pés-menopausa e de outras condigoes
fisiolégicas e patolégicas.™

O objetivo deste estudo é analisar os efeitos do treinamento
fisico aerébico sobre o ventriculo esquerdo de camundongos
fémeas ovariectomizadas selvagens e LDLr knockout, tendo
como base os seguintes parametros: densidade de volume de
fibras colagenas tipo | e I, expressao das metaloproteinases
2 e 9, além da expressdao de COX 2 e 8-OhdG.

Métodos

Animais

Foram utilizados trinta camundongos fémeas, com 10
meses de idade: 15 camundongos fémeas geneticamente
modificados, com nocaute do receptor de lipoproteinas de
baixa densidade (LDLr Knockout), e 15 camundongos fémeas
selvagens (C57BL/6)), obtidos no biotério da Universidade de
Sdo Paulo. Os animais foram mantidos no biotério da USJT
em temperatura (22-24 °C) e iluminagao controlada (12 horas
de luz e 12 horas de escuridao) recebendo alimentacdo
comercial (NUVILAB CR1, Nuvital Nutrients LTDA, Curitiba,
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PR) e agua "ad libitum". Os animais foram divididos em 6
grupos (n=5): controle sedentdrio ndo-ovariectomizado
(CS), controle ovariectomizado sedentario (COS), controle
ovariectomizado treinado (COT); LDLr Knockout nao
sedentdrio ovariectomizado (LDLr-S), LDLr Knockout
ovariectomizado sedentdrio (LDLr-OS) e LDLr Knockout
ovariectomizado treinado (LDLr-OT). Os animais foram
categorizados por conveniéncia.

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Sao Judas Tadeu (CEP-Protocolo:
058/2007) e a pesquisa foi conduzida como indicado pelos
Principios de cuidados com animais de laboratério publicados
pelos Institutos Nacionais de Sadde.

Ovariectomia

Aos nove meses de idade, os animais foram submetidos ao
procedimento da ovariectomia. Eles foram anestesiados com
uma solugao de ketamina e xilazina (120:20 mg/Kg, im) e
colocados em posicao supina e uma pequena incisao foi feita
no tergo inferior da regiao abdominal, paralelamente a linha
do corpo. Os ovarios, 0s cornos uterinos e vasos sanguineos
foram localizados, seccionados e removidos. Em seguida,
a musculatura e a pele foram suturadas. A confirmagao
da eficacia da ovariectomia foi determinada através da
colpocitologia da secregdo vaginal realizada durante quatro
dias consecutivos. No dltimo dia de andlise, a eutandsia foi
realizada nesses animais.'®

Protocolo de Treinamento

Teste de treinamento maximo

Um teste de treinamento maximo foi realizado em todos
0s grupos no inicio e no final do programa de treinamento
de exercicios. O teste consiste em colocar o animal em uma
esteira ergométrica a 0,3 km/h por 3 minutos, e essa carga
de trabalho era aumentada em 0,3 km/h a cada 3 minutos,
até que o animal atingisse o esgotamento. O tempo do teste
e a velocidade da Gltima carga de trabalho foram observados
e usados para determinar o valor médio da capacidade
aerébica de cada grupo.

Treinamento de exercicios

O treinamento de exercicios comegou 7 dias depois
da cirurgia de ovariectomia. Os grupos treinados foram
submetidos a um protocolo de treinamento fisico em uma
esteira ergométrica com baixa intensidade moderada (=50%
a 70% de velocidade maxima) durante 1 hora por dia,
5 dias por semana, por 4 semanas, com aumento gradual da
velocidade de 0,3 a 1,2 km/h. Os animais foram adaptados
a esteira durante 10 minutos nos trés dias que precederam o
inicio dos treinamentos.

Eutanasia e preparacao dos tecidos

No final do treinamento os animais foram sacrificados
por decapitagdo. Uma toracotomia foi realizada, através da
qual o coragéo e os atrios foram removidos, e os ventriculos
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direito e esquerdo foram seccionados. Amostras do ventriculo
esquerdo foram fixadas em formalina tamponada a 10%
durante 24 horas. Em seguida, o tecido foi transferido para
uma solugao de alcool etilico 70%, desidratado em sequéncia
crescente de etanol, diafanizados em xil6is e embebidos em
parafina. Foram realizados cortes nao seriados de 5um de
espessura, onde cada lamina recebeu um total de 6 cortes.
As laminas foram coradas pela técnica de Picrosirius, para a
analise das fibras coldgenas I e Ill no ventriculo esquerdo e
visualizadas através de microscopia de luz polarizada.

A densidade de volume das fibras colagenas I e Ill (Vvlfc])
expressa a fragao do volume ocupado pelas fibras colagenas em
relagdo ao volume total da imagem avaliada. Para essa andlise,
foi utilizado o sistema teste com um total de 475 pontos, que
corresponde a 100% da imagem, usando o programa Image J.
(versao 1.47 - National Intitutes of Health; COLLINS, 2007).

Imunohistoquimica

Para as técnicas de imunohistoquimica, foram feitos cortes
com espessura de 3 a 4 micrometros, que foram montados
em laminas previamente silanizadas a 4%. Depois, as laminas
foram desparafinizadas, utilizando estufa a 57°C pernoite,
sendo entdo imersas em banhos de xilol com duracio de
30 minutos. Em seguida, elas foram hidratadas em dlcool etilico
nas concentragoes decrescentes de 100%, 80% e 70%, cada
qual com uma duragdo de 5 minutos e, depois, lavadas em
agua corrente. Na etapa seguinte, a recuperagao antigénica foi
realizada em banho-maria a 90°C. As [aminas foram colocadas
em tampao citrato durante 30 minutos e, entdo, lavadas em
agua corrente. Foi realizado o bloqueio da peroxidase endégena
com H,0, por 15 minutos, seguindo-se as lavagens em dgua
corrente e destilada e em PBS pH= 7,4. Para cada lamina, foi
utilizado um anticorpo especifico (Tabela 1), apés o que foram
incubadas, em cdmara Gimida (overnight, a 49C). O material
foi entdo lavado com tampao PBS e incubado com anticorpo
secundario biotinilado por 30 minutos, lavado de novo com
PBS e incubado com um anticorpo streptoavidina-peroxidase
por outros 30 minutos. Um substrato cromogénico, solugao
DAB (33-Diaminobenzidina) na proporgao de 1:1, foi utilizado,
durante cinco minutos, em temperatura ambiente, para lavar o
material com solugdo PBS e revelar a reagdo. Ao observar-se a
formagao de um precipitado castanho escuro, as laminas foram
colocadas em 4gua corrente e, em seguida, contra-coradas com
hematoxilina de Harris por 2 minutos. Depois disso, foram
submetidas a 3 banhos de xilol para diafinizar e 2 banhos de
alcool. As [aminas foram montadas com laminulas e Entellan®.

Em todas as técnicas, observando-se a presenca de
um precipitado castanho escuro, a amostra foi visualizada
utilizando-se microscépio de luz. A andlise quantitativa das
imagens foi realizada através do programa ImageLab 2000, por
meio do qual foram selecionadas as marcagbes em marrom
e contabilizadas a intensidade da imunoexpressao, como
demonstrado na figura 1.

Analise estatistica

Valores absolutos e relativos foram utilizados para descrever
as varidveis qualitativas. Para as andlises quantitativas com

distribuigdo normal (Shapiro-Wilk > 0,05), utilizou-se média,
desvio padrdao, minimo e méaximo e, para as varidveis sem
distribuicao normal (Shapiro-Wil < 0,05), mediana e percentis.
Para estudar as diferencas entre varidveis clinicas com os
grupos, os testes de Kruskal-Wallis e Anova foram utilizados,
complementados pelo teste de Dunn ou Bonferroni. Para todas
as andlises, um nivel de confianca de 95% foi usado. Para a
andlise estatistica, o programa STATA (versao 11.0) foi utilizado.

Resultados

Nossos dados mostraram redugao significativa da
densidade de volume de fibras coldgenas do tipo | no grupo
dislipidémico ovariectomizados (LDLr-OS) (-51%). O grupo
LDLr-OT apresentou uma diminuigdo de 100% quando
comparado com o grupo COS e uma diferenga significativa
em relagdo aos grupos COT e LDLr-S. A tabela 2 mostra a
associagao das varidveis expressio de COX-2 e MMP 9 e
densidade de volume de fibras coldgenas tipo I, em relagao
aos grupos de animais estudados.

Em relacdo a expressdo da metaloproteinase tipo 2, no
grupo controle (CS), houve aumento significativo de 24%
no grupo ovariectomizado (COS). Quando realizado o
treinamento fisico (COT), houve um aumento de 72% e, na
presenca de dislipidemia (LDL-S), o aumento foi de 92%.
No grupo dislipidémico (LDL-OS), com a ovariectomia,
os valores cairam 27% em relagdo do grupo LDLr-S e
18% em relagdo ao grupo COT, mas os valores ainda
permaneceram acima daqueles observados nos grupos
controle (42% em relagao ao grupo CS e 14% em relagao
ao grupo COS). Quando realizado o treinamento no grupo
dislipidémico ovariectomizado LDLr-OT, os resultados obtidos
demonstraram um aumento de 15% na comparagdo com o
grupo ovariectomizado sedentario LDLr-OS e uma diminuigao
de 15% em relagdo ao grupo LDLr-S. Quando comparados
com o grupo controle, houve um aumento de 64% em
relagdo ao grupo CS, de 32% em relagdo ao grupo COS e
uma diminuigao de 5% em relagdo ao grupo COT.

Quando os dados do estresse oxidativo foram analisados,
em relagdo a expressao de 8OHDG, houve uma diminuigao
dos indices para o grupo controle (CS); diminuicao de 33%
no grupo submetido a ovariectomia (COT) e diminuigao de
39% no grupo submetido ao treinamento. Com a presenga
de dislipidemia (LDLr-S), houve uma diminuicao de 51% em
relagdo ao grupo CS, e no grupo dislipidémico ovariectomizado
(LDLrOS), houve diminuigdo de 85% em relagao ao grupo CS,
78% no grupo COS, 76% em relagao ao grupo COT e 70% em
relagdo ao grupo LDLr-S.

Quando realizado o treinamento no grupo dislipidémico
ovariectomizado (LDLr-OT), os dados apresentaram um
aumento de 152% em relacdo ao grupo LDLr-OS e uma
diminuigao nos grupos controle, com 63% para o grupo CS,
45% para o grupo COS e 40% para o grupo COT. Para os
parametros relacionados a densidade de volume de fibras
coldgenas do tipo Ill, metaloproteinase 9 e inflamagao
(COX2), os valores obtidos para os grupos controles e
dislipidémicos nao mostraram diferengas significativas em
nenhum parametro (Tabela 3).
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Tabela 1 - Anticorpos utilizados para detecgao de proteinas

Anticorpo Diluigao Marcagao Fungao Fabricante
MMP2/72KDa 1:250 Citoplasma Remodelamento do colageno sc-10736, Santa Cruz®
MMP9/KDa 1:300 Citoplasma Remodelamento do colédgeno sc-6840, Santa Cruz®
COX 2 1:100 Citoplasma Inflamagéo sc-1745 P, Santa Cruz®
8-OHdG 1:100 Citoplasma Estresse oxidativo sc-66036, Santa Cruz®
Colageno | e Il MMP2 MMP9 APOPTOSE CoX2 8-OHdG
COoS ;
coT
S
LDLr-S p T8
LDLr-OS i
LDLr-OT (
ZE "
- et ]

Figura 1 - Imunoexpresséo de proteinas. CS: controle sedentario ndo-ovariectomizado; COS: controle ovariectomizado sedentario; COT: controle ovariectomizado
treinado; LDLr-S: LDLr Knockout ndo sedentario ovariectomizado; LDLr-OS: LDLr Knockout ovariectomizado sedentario; LDLr-OT: LDLr Knockout ovariectomizado treinado.

Tabela 2 - Comparagao da ciclo-oxigenase-2, densidade de volume das fibras colagenas | e metaloproteinase tipo 9, com os grupos estudados

Variveis cs cos cot LDL-S LDL-0S LDL-OT p*

COX-2 350(23,9;463)  465(44,2,797) 461 (31,3;47,7)  47,7(458,631)  87,8(425,924) 494 (49,1;50,) 0,232
W] 0.21(021;043) 0,43 (0,21;0,43) - . 0,21 (0,0;0,4125¢ 0,0 (0,0; 0,21)4%¢ <0,001
MMP9 447(401;448)  409(39,8;456) 539(486;662)  530(383;58,1) 422(273;537)  64,1(455;939) 0,169

* Kruskal-Wallis. Dados expressos em mediana e percentis 25% e 75%. COX-2: ciclo-oxigenase-2; Vv [fc I]: densidade de volume das fibras de coldgeno I;
MMP 9: Metaloproteinase tipo 9; CS: controle ndo-ovariectomizado sedentério; COS: controle ovariectomizado sedentario; COT: controle ovariectomizado treinado;
LDL-S: nocaute LDL ovariectomizado ndo sedentério; LDL-OS: nocaute sedimentar ovariectomizado de LDL; LDL-OT: nocaute LDL ovariectomizado treinado.
A: diferenga estatisticamente significante entre o grupo estudado e o grupo COS; B: diferenca estatisticamente significante entre o grupo estudado e o grupo TOC;

C: diferenca estatisticamente significante entre o grupo estudado e o grupo LDL-S.

Discussao

A atividade fisica é reconhecida como importante
tratamento ndo farmacolégico para vdrias doengas e
condigoes, inclusive para a dislipidemia e a menopausa.
Estudos apontam que as fibras coldgenas estdo presentes no
processo de remodelamento do miocardio, que ocorre devido
ao envelhecimento e a outros fatores.'”'®

Nossos dados mostram que, no miocérdio, a expressao
das fibras coldgenas de tipo Ill ndo apresentaram diferengas
entre os grupos e parametros. Em relagdo ao coldgeno
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tipo I, a ovariectomia e o treinamento trouxeram uma
diminuigao dos niveis apresentados em relagao ao grupo
controle ovariectomizado sedentdrio. Resultados similares
aos encontrados neste estudo verificaram a mesma varidvel
em animais ap6s um periodo de obesidade induzida por uma
dieta rica em gordura insaturada.' Curiosamente, os achados
relatados neste artigo possuem resultados semelhantes apenas
mediante a atividade fisica proposta. Outro estudo no qual o
infarto agudo do miocardio foi induzido em ratos, observou-se
0 aumento gradativo do coldgeno tipos | e Il no perido de
4 semanas. A cinética do aumento do colageno I/lll, em
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Tabela 3 - Comparagao das variaveis Metaloproteinase tipo 2, Anti-8-Hydroxydeoxyguanosine e Densidade de Volume das fibras colagenas i
(Vv [fc IlI]), com os grupos estudados

Varidveis cs cos cot LDL-S LDL-0S LDL-OT p*
MMP 2 28,5 (4,0) 35,3 (9,1)" 490 (3.8)* 54,8 (52,0)* 405(96)8°0 46,8 (31,0)80E <0,001
8-OHDg 105,2 (7.6) 70,0 (10,8)% 64,9 (4,7) 51,7 (0,51 153 (7,5/800 387 (8.4)80E <0,001
Wvfc 1] 0,007 (0,037) 0,003 (0,024) 0,016 (0,067) 0,015 (0,057) 0,013 (0,062) 0,009 (0,043) 0,649

*ANOVA. Dados expressos em média e desvio padréo. A: diferenca estatisticamente significante entre o grupo estudado e o grupo CS; B: diferenga estatisticamente
significante entre o grupo estudado e o grupo COS; C: diferenga estatisticamente significante entre o grupo estudado e o grupo TOC; D: diferenga estatisticamente
significante entre o grupo estudado e o grupo LDL-S; E: diferenca estatisticamente significante entre o grupo estudado e o grupo LDL-OS. MMP2: Metaloproteinase
tipo 2; 80HAG: Anti-8-hidroxi-desoxi-guanosina; Vv [fc lll]: densidade de volume das fibras de colégeno Ill; CS: controle ndo-ovariectomizado sedentario;
COS: controle ovariectomizado sedentario; COT: controle ovariectomizado treinado; LDL-S: nocaute LDL ovariectomizado ndo sedentario; LDL-OS: nocaute
sedimentar ovariectomizado de LDL; LDL-OT: nocaute LDL ovariectomizado treinado.

combinacdo com a diminuicdo das fibras eldsticas na drea
infartada ap6s o IAM, ofereceu evidéncias de que a fungao
cardiaca pejudicada ap6s o IAM foi decorrente da cura ou do
processo de cicatrizagdo pés-infarto, com aumento da rigidez
e menor flexibilidade do coragao.?®

Nossos resultados sugerem que o periodo de envelhecimento
neste estudo parece nao interferir no aumento da expressao
de fibras colagenas apresentadas em outros estudos.?'??
Entretanto, quando os grupos LDLr-OT foram avaliados,
houve nitida reducao do volume das fibras coldgenas tipo I.
Essa verificagao ocorreu quando da utilizagao do treinamento
proposto (intensidade ou duragao).?>

As metaloproteinases do tipo 2 e 9 também participam
do processo de remodelamento do tecido cardiaco, e estao
presentes em varias patologias, como as doengas inflamatérias
e cardiovasculares, dentre outras lesoes.?*>? A expressdo da
metalloproteinase tipo 9 nao apresentou diferengas entre
0s grupos e parametros. Em relagdo & metalloproteinase
tipo 2, um aumento foi observado no grupo controle, com
a ovariectomia e com o treinamento fisico, até mesmo na
presenca da dislipidemia. Esse processo explica o fato de
os indices de coldgeno nao estarem elevados, porque a
degradagao do colageno e da matriz extracelular é feita
através da atuacao das metalloproteinases.?3%3? A elevagao
das MMPs em pacientes com dislipidemias, encontrada em
alguns estudos, sugere a participagao das mesmas no processo
de degradagdo da matriz em placas ateroscleréticas e nas suas
rupturas, que fazem com que o nticleo fique exposto.'”> Além
disso, as MMPs sdo preditoras independentes para a progressao
de doenca renal e estao associadas independentemente com
o aumento do risco de mortalidade.*

A expresao de COX2, neste estudo, ndo apresentou
significancia estatistica, o que indica que, em todos os
grupos e pardmetros, ndo houve mudangas para esses dados.
Assim, nesse parametro escolhido para verificar a inflamacao,
nao foram observadas mudangas, o que mostra que os fatores
associados aos grupos nao interferem nessa avaliagdo.

O envelhecimento, a menopausa e a dislipidemia sao fatores
que também causam o estresse oxidative.>> Nesta pesquisa, o
estresse oxidative foi verificado através da expressao de 8OHdG,
e a ovariectomia diminuiu os valores deste parametro nos
grupos dislipidémico e controle, o que diverge dos resultados

encontrados em outros estudos.>* Quando o treinamento
fisico foi realizado, os valores diminuiram no grupo controle
mas, no grupo dislipidémico, eles apresentaram um aumento.
Curiosamente, esse marcador parece nao estar associado aos
grupos propostos neste modelo experimental.

Conclusao

Os dados desta pesquisa indicam que o exercicio fisico
influenciou positivamente os grupos controle e dislipidémico
no parametro de densidade e volume de fibras colagenas do
tipo | e o grupo controle em relagdo ao estresse oxidativo.
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