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RESUMO

Sanchez-Delgado, J.C. Efeito da privacdo dos hormdnios ovarianos sobre a reatividade
do leito coronariano e contratilidade cardiaca em ratas espontaneamente hipertensas —
papel do treinamento fisico aerdbio. 52 p. Tese (Doutorado). — Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Introducdo: A hipertensdo arterial sisttémica (HAS) é caracterizada por
perturbacdes no equilibrio autondémico cardiaco que podem resultar em modificacbes na
morfologia e funcionalidade cardiaca. A reducdo na contratilidade cardiaca e na reatividade
do leito coronariano também estdo presentes, no entanto essas caracteristicas foram
observadas, principalmente, em estudos experimentais com animais machos. N&s suspeitamos
que em fémeas, a HAS possa promover distintos efeitos sobre a contratilidade cardiaca e
reatividade do leito coronariano quando os hormdnios ovarianos sdo considerados. Por sua
vez, o tratamento por meio da préatica regular de exercicios fisicos resulta em beneficios
autondmicos, morfologicos e funcionais cardiovasculares comprovados. No entanto, pouco
sabemos sobre o0s seus efeitos sobre a contratilidade cardiaca e reatividade do leito
coronariano quanto aplicado na presenga ou ndo dos hormonios ovarianos. Nesse caso, nos
investigamos em ratas espontaneamente hipertensas (Spontaneously Hypertensive Rats -
SHR), com e sem a funcdo ovariana preservada, os efeitos da hipertensdo sobre a reatividade
do leito coronariano e contratilidade cardiaca, bem como o papel terapéutico do treinamento
fisico aerobio sobre esses parametros em ambas as condi¢cdes. Métodos: Para tanto, 64 SHR
fémeas foram distribuidas em dois grandes grupos: grupo de ratas ovariectomizadas com 38
semanas de vida (grupos OVX; N=32) e grupo de ratas submetidas a cirurgia sham, também
com 38 semanas (grupos SHAM; N=32). Cada grande grupo foi subdividido em 2 grupos
menores (N=16); grupo de ratas sedentarias; e grupo de ratas treinadas por meio da natacéo
em sessdes diarias de 45 min. O treinamento fisico foi realizado entre a 40% e 54% semanas. Os
protocolos experimentais consistiram na avaliagdo hemodindmica da pressdo arterial (PA) e
frequéncia cardiaca (FC) por meio da pletismografia de cauda; duplo blogueio farmacoldgico
de receptores autonémicos cardiacos; e avaliacdo da reatividade do leito coronariano e da
pressdo ventricular esquerda (PSV) utilizando a técnica de Langendorff em coracéo isolado.
Resultados: Ambos os grupos treinados, SHAM e OVX, apresentaram reducdo da PA
quando comparados aos grupos nao treinados (127 £7 e 146 £ 5vs. 167 £5e 171 + 5 mmHg,
respectivamente). Os grupos treinados também apresentaram aumento da influéncia vagal
e/ou reducdo da influéncia simpética na determinacdo da FC basal. A reatividade do leito
coronariano nao foi diferente entre 0s grupos, entretanto somente o grupo SHAM treinado
apresentou aumento da contratilidade ventricular esquerda (PSV), dP/dTmax e dP/dTmin em
relacdo ao grupo SHAM néo treinado e aos grupos OVX. A administracdo de dobutamina e
salbutamol resultou em maiores valores da PSV nos grupos SHAM treinado e grupos OVX
em relacdo ao grupo SHAM ndo treinado. Discussdo e Conclusfes: Nossos achados mostram
que ovariectomia afeta o balango autonémico cardiaco, mas ndo influencia na reatividade do
leito coronariano e na contratilidade cardiaca fluxo-dependente. Entretanto, aumenta a
resposta contratil a administracdo de dobutamina e salbutamol. Por sua vez, o treinamento
fisico reduziu a influéncia autonémica simpatica no balan¢o autondémico cardiaco, e aumentou
a capacidade contratil cardiaca, entretanto esses efeitos ndo parecem ocorrer em SHR
ovariectomizadas. Por fim, nosso estudo confirma um papel determinante dos hormdnios
ovarianos na contratilidade cardiaca, bem como o papel do exercicio fisico aerébio nesse
processo. Os mecanismos pelos quais 0s horménios ovarianos ou a falta deles interferem na
contratilidade cardiaca deverdo ser elucidados em futuros estudos.

Palavras-chave: hipertensdo; horménios ovarianos; treinamento fisico; adaptacdes
cardiovasculares.



ABSTRACT

Sanchez-Delgado, J.C. Effect of ovarian hormone deprivation on coronary bed reactivity
and cardiac contractility in spontaneously hypertensive rats — role of aerobic physical
training. 52 p. Thesis (Ph.D) — Ribeirdo Preto Medical School, University of Sdo Paulo,
Ribeirdo Preto, 2022.

Introduction: Systemic arterial hypertension (SAH) is characterized by disturbances in
cardiac autonomic balance that can result in changes in cardiac morphology and functionality.
Decreased cardiac contractility and coronary bed reactivity are also present. These
characteristics were mainly observed in experimental studies with male animals. We suspect
that in females, SAH may promote different effects on cardiac contractility and coronary bed
reactivity when ovarian hormones are considered. Treatment through the regular practice of
physical exercises results in proven autonomic, morphological, and functional cardiovascular
benefits. However, little is known about its effects on cardiac contractility and reactivity of
the coronary bed when applied in the presence or absence of ovarian hormones. We suspect
the results could be quite different. In this case, we investigated in Spontaneously
Hypertensive Rats (SHR), with and without preserved ovarian function, the effects of
hypertension on the reactivity of the coronary bed and cardiac contractility, as well as the
therapeutic role of aerobic physical training on these parameters in both conditions. Methods:
For this purpose, 64 female SHR were divided into two large groups: a group of
ovariectomized rats at 38 weeks of age (OVX group; N=32) and a group of rats submitted to
sham surgery, also at 38 weeks of age (SHAM groups; N=32). Each large group was
subdivided into 2 smaller groups (N=16); group of sedentary rats; and a group of rats trained
through swimming in daily sessions of 45 min. Physical training was performed between the
40th and 54th weeks. The experimental protocols consisted of the hemodynamic assessment
of arterial pressure (AP) and heart rate (HR) through tail plethysmography; double blockade
of cardiac autonomic receptors with methylatropine and propranolol; assessment of coronary
bed reactivity and left ventricular contractility through increased flow and administration of
dobutamine and salbutamol using the Langendorff technique in an isolated heart. Results:
Both trained groups, SHAM and OVX, presented BP reduction when compared to untrained
groups (127 + 7 and 146 + 5 vs. 167 £ 5 and 171 = 5 mmHg, respectively). The trained groups
also showed increased vagal influence and/or reduced sympathetic influence in determining
baseline HR. Coronary bed reactivity was not different between the groups, however the
trained SHAM group showed an increase in systolic ventricular systolic pressure (PSV),
dP/dTmax and dP/dTmin in relation to the OV X groups. Dobutamine administration resulted
in higher PSV values in the trained groups compared to the SHAM group. In turn, the
administration of albuterol resulted in higher PSV values in the OVX groups compared to the
untrained SHAM group. Discussion and Conclusions: Our findings show that ovariectomy
affects cardiac autonomic balance, but does not influence coronary bed reactivity and flow-
dependent cardiac contractility. However, it increases the contractile response to the
administration of dobutamine and salbutamol. In turn, physical training reduced the
sympathetic autonomic influence on the cardiac autonomic balance, and increased the cardiac
contractile capacity, however these effects do not seem to occur in ovariectomized SHR.
Finally, our study confirms a determining role of ovarian hormones in the regulation of
cardiac contractility, as well as the role of aerobic physical exercise in this process. The
mechanisms by which ovarian hormones or the lack of them interfere with cardiac
contractility should be elucidated in future studies.

Keywords: hypertension; ovarian hormones; physical training; cardiovascular adaptations.
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1. INTRODUCAO

Os hormonios ovarianos, mas principalmente os estrogénios, exercem importante
papel na regulacdo cardiovascular, atuando em diferentes processos fisiolégicos, como na
regulacdo autondmica, morfologia e funcionalidade cardiaca. Conhecidos como “hormonios
protetores do sistema cardiovascular”, ganharam notoriedade e importancia nas ultimas
décadas, principalmente por meio de estudos que mostraram que mulheres na pds-menopausa,
em comparagdo com mulheres antes da menopausa, apresentariam maiores riscos de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (DCVs), representando a principal causa de
morte nessa populacdo (MOSCA et al., 2006; GHOLIZADEH; DAVIDSON, 2007).

De fato, evidéncias epidemioldgicas sugerem que as alteragdes hormonais desse
periodo, em particular o declinio estrogénico, seriam os fatores primarios responsaveis pelo
aumento do risco de DCVs (GORDON et al., 1978; KANNEL et al., 1976; UTIAN, 1989; LA
VECCHIA et al., 1987; VAN DER GRAAF; DE KLEIJN; SCHOUW, 1997). Sendo assim,
0s prejuizos na funcdo cardiaca resultando em reducdo da capacidade de bombeamento do
coracdo esta associada, principalmente, a disfuncdo diastélica do ventriculo esquerdo
(DDVE), caracterizada por alteracfes mecanicas e funcionais presentes durante o relaxamento
e/ou enchimento ventricular. Este, geralmente, ¢ um estado pré-patologico, em que o coragédo
tenta se adaptar as alteracdes impostas por um relaxamento anormal ou aumento da rigidez do
ventriculo esquerdo, muitas vezes decorrente do aumento da fibrose cardiaca (FELIX et al.,
2015), sobrecarregando o atrio esquerdo com o intuito de manter o volume apropriado de
sangue, mantendo, pelo menos por hora, um débito cardiaco satisfatorio (ZHAO et al., 2014).
Tal condicdo é hoje reconhecida como uma fase precursora da insuficiéncia cardiaca e tem
sido associada a sensivel reducdo nos niveis de estrogénios circulantes (BROZENA, 2003).

Nesse sentido, evidéncias sugerem que a faléncia hormonal ovariana que resulta na
menopausa contribui para o desenvolvimento da hipertensdo arterial sistémica (HAS) e
hipertrofia cardiaca, acarretando a disfuncdo diastolica e sistlica do ventriculo esquerdo
(REGITZ-ZAGROSEK; LEHMKUHL ; WEICKERT, 2006; REDFIELD et al., 2003; FELIX
et al., 2019). Corroborando com esses achados, estudos demonstraram que esses hormdnios
sd0 responsaveis por atenuar o desenvolvimento da hipertrofia cardiaca causada por
sobrecarga pressorica (VAN EICKELS et al., 2001; BABIKER et al., 2004). Nessa linha, foi
observado que a deficiéncia estrogénica em ratas pode promover reducdo da funcéo cardiaca
(HAINES; HARVEY; LEINWAND, 2012) e reducdo da contratilidade miocardica em longo
prazo (PAIGEL et al.,, 2011; TEZINI et al., 2013; FELIX et al., 2019), evidenciando a

importéncia do estrogénio na manutencgéo da eficiéncia do trabalho cardiaco.
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Levando em consideracdo a parte estrutural do coragdo, um estudo recente demonstrou
que o tratamento com reposicdo estrogénica atenuava a disfuncdo diastélica e o
remodelamento cardiaco, observados pelo aumento do coldgeno perivascular no coracdo de
ratas ovariectomizadas (JESSUP et al., 2013). Além deste, outros estudos observaram ainda
que a deficiéncia estrogénica promoveria aumento no nimero de sarcdmeros em paralelo
(BERNARDO et al., 2010), resultando em hipertrofia patoldgica concéntrica e aumento da
fibrose (PEDRAM et al.,, 2010; CABANELAS et al., 2012; FELIX et al., 2015). Esses
achados parecem evoluir para a reducdo da eficiéncia do coracdo em sua fungdo como bomba,
seja através da diminuicdo da contratilidade ou aumento da rigidez, promovendo em longo
prazo o desenvolvimento do quadro de insuficiéncia cardiaca (ZHAO et al., 2014). Entretanto,
0s danos cardiovasculares da privagdo dos hormonios ovarianos associados a presenga prévia

da HAS necessitam ser melhor investigados.

1.1 Estrogénios e hipertensao arterial

Considerada um fator de risco independente, linear e continuo para DCVs, a
hipertensdo € uma doenca multifatorial e multicausal de grande prevaléncia. Estima-se que até
0 ano 2025 haja um aumento de 60% na sua prevaléncia, atingindo cerca de 1,5 bilhdo de
pessoas em todo 0 mundo (KEARNEY, 2005).

Ainda que sua etiologia seja em grande parte desconhecida, existe uma importante
ligacdo genética com a manifestacdo dos altos valores de pressdo arterial (PA) (DICKSON &
SIGMUND, 2006). Além disso, a incidéncia de HAS é maior em sedentarios e pessoas que
apresentam sobrepeso (KAHN; ZOLA; JUNI; VINIK, 2008), além, é claro, em individuos
que fazem uso excessivo de sal ou alcool (WHELTON et al., 2002), demonstrando uma
intima relacdo dos habitos de vida no desenvolvimento e instalacdo da doenca.

Uma importante complicacdo dessa doenca que tem sido muito estudada e com
importantes avancgos, é disfuncdo autondmica. Embora a PA seja regulada por diferentes
mecanismos fisioldgicos, o sistema nervoso autondmico é considerado o seu mais importante
mecanismo regulador. Dessa forma, uma disfuncdo nesse sistema pode ser um importante
fator causal da HAS. Sabe-se que o aumento dos niveis pressoricos esta relacionado a um
predominio do tdnus simpatico cardiaco sobre o tonus vagal (HUSAIN, 2003; DOGRU et al.,
2010), acompanhado por uma diminuicio da sensibilidade barorreflexa (CELOVSKA et al.,
2010). Associado a essas observacdes, € frequente encontrar na literatura estudos que

correlacionaram a variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) e a modulagéo autonémica, e 0s



16

resultados quase sempre mostram maiores valores dos indices representativos da modulagédo
autondmica simpética em individuos hipertensos (COZZA et al., 2012; PHILBOIS et al.,
2021). Nesse caso, a disfuncdo autonémica por si s6 é um fator preponderante para o
agravamento da hipertensdo (PRAKASH et al., 2005).

Com relagdo aos hormonios ovarianos, estudos mostraram que os valores de PA séo
mais baixos em mulheres até o climatério, quando comparadas aos homens de idade
semelhante (CHENG et al., 2012; TADDEI, 2009; DUTRA et al., 2013). Além disso, nesse
periodo, as mulheres apresentam menor prevaléncia de HAS (MARIC-BILKAN; GILBERT;
RYAN, 2014). Um estudo realizado entre 1988 e 2004 fez um levantamento na populacéo
adulta americana e mostrou que as mulheres em todas as idades, independente de raca e etnia,
apresentavam menor prevaléncia de hipertensdo comparada com os homens (CUTLER, et al.,
2008). Embora esses estudos tivessem como foco a faléncia da funcdo hormonal ovariana
apos a menopausa, € de conhecimento que tal periodo & compartilhado com diversas
alteracdes advindas do processo de envelhecimento que podem de certa forma, influenciar
diretamente ou indiretamente nos resultados observados. Assim, um estudo realizado com
mulheres que tiveram menopausa precoce através da retirada cirargica dos ovarios por
diferentes causas, mostrou a relacdo dos estrogénios com os niveis da PA, comprovando a
importancia dos hormdnios ovarianos na regulacdo e controle da PA (KHARAZMI,
FALLAH; LUOTO, 2007). Entretanto, esses estudos abordaram o papel dos estrogénios como
precursores da hipertensdo ap0s a menopausa, principalmente relacionando a faléncia
ovariana fisiologica crénica ao desenvolvimento da hipertensdo durante o processo de
envelhecimento. Sendo assim, até 0 momento ndo temos um conhecimento preciso dos
prejuizos hemodindmicos, morfoldgicos e funcionais cardiacos decorrentes da privacdo dos
horménios ovarianos quando a HAS precede, ou seja, quando a faléncia ovariana ndo € a
responsavel pela elevacdo da PA, o que pode trazer prejuizos ainda mais graves, evidenciando
a importancia dos estrogénios nesse processo, bem como os efeitos das diferentes abordagens

de tratamento.

12 Menopausa e tratamentos

1.2.1 Tratamento através da terapia de reposicdo hormonal

Em principio, a terapia de reposicdo hormonal, com suplementacdo exdgena dos

hormdnios sexuais femininos (estrogénio e/ou progestogénio), seria a conduta de escolha para
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atenuar os riscos das DCVs, assim como para abrandar a sintomatologia decorrente da
menopausa. Porém, nos dltimos anos, a terapéutica hormonal tem passado por davidas e
incertezas em consequéncia de diversas publicaces relacionadas ao seu uso e, desta forma,
torna-se importante analisar as vantagens e desvantagens dessa terapia, uma vez que surge de
tempos em tempos, algum estudo contraditério a esse respeito.

A influéncia benéfica da terapia hormonal na p6s menopausa sobre comorbidades
cardiovasculares vem sendo amplamente discutida. Estudos observacionais mostraram
reducdo de até 50% no risco para DCVs em mulheres apds a menopausa usuarias de terapia
hormonal (BUSH et al., 1987; The writing group for the PEPITRIAL, 1995; GRODSTEIN et
al., 1997; HARMAN et al., 2005). Adicionalmente, diversos estudos também ja apontaram
uma influéncia benéfica da terapia hormonal sobre o controle autonémico, com melhora na
VFC e na SBR, ambas associadas a reducdo do drive autonbmico simpatico e,
consequentemente, da PA (LIU; KUO; YANG, 2003; HUIKURI et al., 1996; EL-MAS;
ABDEL-RAHMAN, 2009). No entanto, esses efeitos autondmicos favoraveis da terapia de
reposicdo hormonal tém sido contestados (CHRIST et al., 2002; DIAS et al., 2010), sendo
também refutados por grandes ensaios clinicos (HULLEY et al., 1998; ROSSOUW et al.,
2002).

O estudo HERS (Heart and Estrogen/Progestin Replacement Study), publicado em
1998, constituiu-se de um ensaio clinico randomizado, controlado com placebo, que testou a
eficacia da associacdo de estrogénios conjugados (0,625mg) e acetato de medroxiprogesterona
(2,5mg) na prevencdo de novos eventos em pacientes com coronariopatia prévia. Os
resultados mostraram um aumento em eventos coronarianos e tromboembolismo venoso no
primeiro ano de seguimento apo6s o infarto agudo do miocardio (HULLEY et al., 1998).
Adicionalmente, em 2002 foi publicado o estudo WHI (Women’s Health Initiative), um
ensaio prospectivo de prevencdo priméaria de DCVs, no qual as participantes tinham em média
63,3 anos e receberam o mesmo esquema hormonal do estudo HERS. Os resultados indicaram
uma incidéncia superior de eventos cardiovasculares em mulheres que fizeram uso de terapia
hormonal em comparacéo ao grupo placebo (ROSSOUW et al., 2002).

No entanto, € importante destacar que estes estudos sofreram criticas quanto a dois
aspectos, a saber: a selecdo de pacientes, que incluiu mulheres com idade em média uma
década superior aquela em que normalmente a terapia hormonal é recomendada, e a utilizacdo
nos dois estudos de um esquema de terapia hormonal, via de administracdo e doses fixas
(BOARDMAN et al., 2015; CAGNACCI; VENIER, 2019; MANSON et al., 2013;

WINDLER et al., 2007). De qualquer forma, esses achados tiveram forte impacto sobre as
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prescricdes de terapia hormonal, fazendo com que seu uso fosse reconsiderado e que novas

formas de terapia fossem buscadas.

1.2.2 Exercicio Fisico

Nesse caso, a prescricdo e aplicacdo da terapéutica baseada na pratica regular de
exercicios fisicos apresenta importantes resultados sobre diversos parametros
cardiovasculares, inclusive hemodinamicos, morfofuncionais e autonémicos, atuando como
principal terapia ndo farmacoldgica para o tratamento da HAS. Estudos mostraram que 0
treinamento fisico aerébio promove adaptacfes benéficas cardiovasculares em longo prazo
(MANFREDINI et al., 2008; CORNELISSEM et al., 2009; CORNELISSEN; FAGARD,
2005; ROSSI et al., 2009; MAIDA et al., 2017; SANCHEZ et al., 2023a; SANCHEZ et al.,
2023b). Entre elas, a diminuicdo da frequéncia cardiaca (FC) de repouso (HUSAIN, 2003;
ANGELLIS et al, 2004; NIEBAUER et al, 2003; MEDEIROS et al, 2004), aumento no ténus
vagal e concomitante diminuicdo do tdnus simpatico foram observadas, além do aumento nos
niveis de liberacdo e biodisponibilidade do 6xido nitrico, um importante agente vasodilatador,
comprovando a influéncia desse tipo de atividade na melhora do controle autonémico e
tratamento da HA (KURU et al, 2002; ANGELIS et al, 2004; SOUZA et al., 2008; ROSSI et
al. 2009; LEHNEN et al.,, 2011; TEZINI et al., 2013). Essas adaptacdes dependem da
intensidade, da duracéo e da frequéncia do treinamento (FORJAZ et al., 1998; SANT ANA et
al., 2010). Entretanto, estudos referentes a morfologia, funcionalidade e contratilidade
cardiaca ainda sdo incipientes (FELIX et al., 2018 e 2019). Dessa forma, a realizacdo
periddica de exercicios fisicos tem sido utilizada como prevencao e terapia anti-hipertensiva,
inclusive em mulheres antes e apds a menopausa, atenuando os valores de PA e reduzindo 0s
efeitos dos fatores de risco para doencas cardiovasculares. Contudo, as a¢des dos horménios
ovarianos, bem como os mecanismos envolvidos nesse processo, ainda ndo sdo conclusivas,
mas sugerem um potencial efeito desses horménios ndo somente na regulacdo autonémica e

vascular, mas também na morfologia e funcionalidade cardiaca.



19

2. OBJETIVOS

21  Geral:
Investigar em ratas espontaneamente hipertensas, as implicagdes da privacdo dos
hormdnios ovarianos sobre pardmetros hemodindmicos, autondmicos e da contratilidade

cardiaca, bem como o papel terapéutico do treinamento fisico aerébio sobre esses parametros.

2.2  Especificos

Comparar os valores da pressdo sanguinea arterial e FC, com e sem a funcdo ovariana
preservada, bem como os efeitos do treinamento fisico aerobio.

Investigar as implicagbes da ovariectomia, associada ou ndo ao treinamento fisico
aerobio, sobre o tonus autondmico cardiaco.

Avaliar a reatividade do leito coronariano e a contratilidade do ventriculo esquerdo ao
aumento do fluxo, com e sem a funcéo ovariana preservada.

Comparar as consequéncias da ovariectomia sobre a resposta contratil do ventriculo
esquerdo a administracdo de agonistas B-adrenérgicos, dobutamina e salbutamol.

Averiguar as consequéncias do treinamento fisico aerobio sobre a reatividade do leito

coronariano e contratilidade cardiaca em ratas sham e ovariectomizadas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1  Animais e grupos experimentais

Foram estudadas ratas espontaneamente hipertensas (Spontaneously Hypertensive
Rats — SHR), com 38 semanas de vida, distribuidas em dois grandes grupos; grupo de ratas
ovariectomizadas com 30 semanas de vida (grupos OVX; N=32) e grupo de ratas submetidas
a cirurgia sham, também com 30 semanas de vida (grupos SHAM; N=32). Cada grande grupo
foi subdividido em 2 grupos menores (N=16); grupo de ratas ndo treinadas; e grupo de ratas
treinadas por meio da natacdo em sessdes diarias de 45 min. Os animais foram mantidos
durante o periodo experimental no biotério setorial do Laboratério do Departamento de
Ciéncias da Saude, da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/Universidade de Séo Paulo,
onde permaneceram em ambiente com ciclo claro-escuro de 12 horas a temperatura de 21+1

°C e livre acesso a agua e comida (Nuvilab CR-1, Nuvital, Colombo, PR, Brasil)..

3.2  Procedimentos
3.2.1 Cirurgia para retirada dos ovarios

Na 38% semana de vida e apdés um periodo de 12 horas de jejum, as ratas foram
submetidas a ovariectomia bilateral sob anestesia de quetamina e xilazina (80 mg/kg and 10
mg/kg, i.p., respectivamente). A ovariectomia consistiu em incisdes cutaneas nos flancos
bilateralmente, acessando a cavidade abdominal. Apds localizagdo, os ovarios foram retirados
por meio de uma ligadura na extremidade distal da trompa uterina. A trompa uterina foi
recolocada no interior da cavidade abdominal e as camadas musculares e cutaneas foram
suturadas isoladamente.

Apo6s o procedimento cirdrgico, 0s animais receberam injecdo de antibiotico
intramuscular (40000 U/kg Penicilina G procaina IM) para prevenir infeccdo, e anti-
inflamatério ndo-esteroidal flunixine meglumine (Banamine) subcutaneo (2,5 mg/kg) para
analgesia no pds-operatorio. Nas duas semanas subsequentes a realizacdo da OVX, as ratas
permaneceram em gaiolas individuais para adequada recuperacdo pés-cirdrgica. Em seguida,
as ratas foram alocadas em grupos de 5 por caixa (60 x 50 x 22 cm, Insight Ltda, Brasil) e
permaneceram por mais 14 semanas, seguindo o protocolo especifico de cada grupo (nédo
treinado e treinado).

Durante as ultimas 4 semanas (502 e 54%), o esfregaco vaginal foi coletado 3 vezes por
semana em todas as ratas, seguindo o procedimento descrito por Marcondes et al. (2002). Esse

procedimento permitiu determinar a fase do ciclo estral por meio da analise diaria do tipo de
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celulas que descamam do epitélio vaginal. Dessa forma, apds a coleta, o fluido vaginal era
colocado em laminas de vidro e analisado por meio de microscopia éptica (40x). A auséncia
do ciclo estral foi confirmada pela permanente fase diestro, caracterizada por um infiltrado
leucocitério, sem células epiteliais, consequéncia da acdo da progesterona, bem como das
baixas concentracGes de estradiol.

3.2.2 Treinamento fisico aerdbio

O treinamento fisico aerébio consistiu em sessdes diarias de natacdo realizadas em um
aquéario de vidro (100 cm comprimento x 80 cm largura x 80 cm altura), que permitiu o
treinamento de 6 animais simultaneamente. O aquéario era preenchido com aquecida (28-30 +
2°C) até a altura de 50 cm (0,40 m® de volume), e a mesma era substituida a cada grupo de
treinamento.

O programa de treinamento foi realizado em duas etapas distintas, com uma duracgao
total de 14 semanas (da 40% a 542 semana de idade). A primeira etapa consistiu em 6 semanas
de adaptacéo crescente a0 meio aquatico, iniciando com 5 minutos na primeira semana, e com
aumentos graduais semanais de 5 minutos até completar 30 minutos diarios (5x/semana). A
segunda etapa consistiu em 8 semanas, com sessdes de treinamento de 45 minutos de duracéo,

com a frequéncia semanal também de 5 vezes (Tabela 1).

Tabela 1: Protocolo do treinamento fisico submetido nas ratas espontaneamente hipertensas
(SHR).

Semana de treinamento Duracao das sessdes (minutos)
12 5 5 5 5 5
28 10 10 10 10 10
3 15 15 15 15 15
42 20 20 20 20 20
52 25 25 25 25 25
62 30 30 30 30 30
7° 45 45 45 45 45
82 45 45 45 45 45
9? 45 45 45 45 45
10? 45 45 45 45 45
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112 45 45 45 45 45
122 45 45 45 45 45
132 45 45 45 45 45
142 45 45 45 45 45

Tabela 1: Protocolo do treinamento fisico submetido nas ratas espontaneamente hipertensas
(SHR). Evolucdo do volume de treinamento com duracdo de 14 semanas, com inicio na 402
semana de vida, por meio da natacdo em aquario de vidro contendo 80 cm de altura, 80 cm de
largura e 100 cm de comprimento (0,64 m® de volume).

Para a avaliagdo da intensidade do treinamento fisico foi coletado sangue da veia
caudal dos animais na 42 82 e 122 semanas de treinamento, antes e imediatamente apds as
sessOes de treinamento fisico aerobio, para posterior avaliagdo da concentracdo de lactato
sanguineo (Accutrend® Plus, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha). O nivel esperado
de lactato era de 5,5 a 6 mmol/L, conforme determinado previamente (Gobatto et al., 2001).
Se estes niveis de lactato ndo eram atingidos, a intensidade do treinamento fisico era
aumentada utilizando uma cinta de velcro impermeavel contendo chumbo, variando de 2% a
6% do peso corporal do animal, a qual era fixada no térax do animal (GOBATTO et al.,
2001).

3.3 Protocolos Experimentais

3.3.1 Evolucéo dos parametros hemodinamicos - Pletismografia de Cauda

Todos os grupos tiveram a evolucdo da pressdo arterial sistélica (PAS), pressao
arterial diastolica (PAD) e pressao arterial média (PAM) registradas através da pletismografia
de cauda utilizando o sistema CODA®, Kent Scientific Corporation. Este € um sistema de
registro indireto de PA em que o0s ratos sdo acondicionados em um tubo cilindrico de acrilico,
no qual sdo aquecidos e ventilados de maneira adequada para a realizacdo das medidas de PA.

Assim, os ratos eram acoplados na regido proximal de sua cauda um manguito de
borracha que possui a funcdo de insuflar e desinflar automaticamente em intervalos fixos de
15 segundos. Proximo ao manguito era acoplado um transdutor de pulso (sensor) que captou
0s sinais que eram enviados e registrados em sistema de computador. Todos 0s animais
passaram por um periodo de adaptagdo ao experimento através de 3 medidas que ndo foram
consideradas. Em seguida, 12 novas medidas eram realizadas, e assim, a PA foi considerada

como a média de no minimo dez medidas. Este procedimento foi realizado com o objetivo de
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confirmar a hipertensdo arterial em todos os ratos, alem de garantir que 0s grupos possuiam
medias de PA semelhantes antes de iniciarem qualquer protocolo.

A pletismografia de cauda também foi utilizada para 0 acompanhamento da evolugéo
da PA em todos os grupos experimentais. Os grupos foram acompanhados desde a 382
semana, antes da cirurgia para ovariectomia, até a 54* semana de vida, por meio de cinco
medidas (382, 428, 462, 502 e 54 semanas de vida) (Figura 1).

3.3.2 Registro da Pressao Arterial e Frequéncia Cardiaca

No 1° dia ap6s a 542 semana, 0s animais foram anestesiados com ketamina 80 mg/kg e
xilazina 10 mg/kg para implante de canulas de polietileno (PE-50 fundido a uma extenséo PE-
10; Intramedic, Clay Adams, Parsippany, NJ, USA) na artéria e veia femorais (esquerda) para
posterior registro da PA e administracdo de drogas, respectivamente. As canulas foram
exteriorizadas na regido dorsal, através do tecido subcutaneo. Apos o procedimento cirdrgico,
0s animais receberam injecdo de antibiotico intramuscular (40000 U/kg Penicilina G procaina
IM) para prevenir infeccdo, e anti-inflamatorio ndo-esteroidal, flunixine meglumine
(Banamine) subcutaneo (2.5 mg/kg), para analgesia no pds-operatorio. Por fim, os animais
foram alojados em caixas individuais por 24 horas para a recuperacao pos-cirurgica.

Vinte e quatro horas apds o procedimento cirurgico de canulacdo, a pressao arterial
pulsatil (PAP) foi registrada por meio de um sistema digital de aquisicdo de sinais biologicos,
composto por um transdutor de pressdo (MLT844, ADInstruments, Bella Vista, Australia) e
um amplificador de sinais (FE117, ADInstruments, Bella Vista, Australia) acoplado a um
sistema de aquisicdo computadorizado (ADInstruments, Australia - PowerLab 8/30). O sinal
de PA foi adquirido usando freqiiéncia de amostragem de 2 KHz. A FC e a PAM foram
inferidas a partir da PAP por meio de um software (PowerLab — Chart7 — ADInstruments,
Australia). Por intermédio desse registro, foi realizado o protocolo experimental para
avaliacdo das respostas da FC ao duplo blogueio autondmico farmacoldgico. Ao final do
protocolo, os animais foram sacrificados por sobredose de anestésico administrado por via

endovenosa.

3.3.3 Avaliacéo do balanco simpato-vagal cardiaco e determinacéo da frequéncia
intrinseca de marcapasso em animais lacordados.

Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar o balango simpato/vagal cardiaco
nos diferentes grupos e suas eventuais alteragdes. Foram administradas as drogas,

metilatropina e propranolol, para bloquear o0s respectivos receptores cardiacos dos
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componentes autondmicos parassimpatico (vago) e simpético. Os diferentes grupos
experimentais foram estudados por meio de dois procedimentos distintos:

1°). Apds 30 minutos de adaptacdo era registrado 10 minutos da PAP para estabelecer
os valores basais da FC oriundos dos intervalos de pulso (IP) sistélicos. Logo em seguida, a
metilatropina (4mg/kg, i.v., Sigma Aldrich, EUA) era administrada e a FC registrada por 15
minutos com a finalidade de se obter a influéncia ténica do vago sobre a determinacdo da FC
basal. Ap6s os 15 minutos, o cloridrato de propranolol (5mg/kg, i.v., Sigma Aldrich, EUA)
era administrado e a FC registrada por mais 15 minutos para se determinar a frequéncia
cardiaca intrinseca (FCi).

2°) 24 horas apds, no mesmo animal, foram administrados os bloqueadores
autondmicos na ordem inversa, ou seja, propranolol seguido de metilatropina, com o objetivo
de se calcular a influéncia ténica do componente autondmico simpatico na determinacdo da
FC basal e de se obter a FCi (Figura 1).

Metilatropina Propranolol
4mg/kg 5mg/kg FCI

FC Basal l l 1
1°dia | — |

10 min 15 min 15 min

FC Basal
2°dia [ |

10 min I 15 min "‘ 15 min '

Propranolol Metilatropina FCI
Smg/kg 4mg/kg

Figura 1 — Representacdo esquematica do protocolo de avaliagdo do balanco ténico

autondmico cardiaco.

3.3.4 Estudo da Func¢do Cardiaca Isolada — Tecnica de Langendorff

Os animais foram anestesiados com quetamina e xilazina (80 mg/kg e 10 mg/kg, i.p.,
respectivamente) e heparinizados (5000 Ul/kg). Apo6s decapitacdo (< 2 minutos), 0s coragdes

foram inseridos no sistema de Langendorff por meio da canulacdo da aorta ascendente (Figura
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2) e o leito coronariano perfundido a fluxo constante ajustado pelo peso do coragdo do animal
(8ml/g), com solugéo de Krebs-Henseleit com pH 7,4 contendo (mM/L): NaCl 118,4, KCI
4,7, CaCl, 2,5, MgSO47H20 1,2, NaHCO3 25, KH2PO4 1,2, glicose 11,2, piruvato 2,0
diluidos em agua ultrapura. A solugdo foi aerada com uma combinacéo de 95% de O- e 5% de
CO2 e mantida em 37°C (SKRZYPIEC-SPRING et al., 2007).

A pressdo de perfusdo coronariana foi obtida por meio de um transdutor acoplado a
canula inserida na aorta, enquanto a pressao intraventricular por meio da implantacdo de um
baldo de latex no interior do ventriculo esquerdo, também acoplado a um transdutor de
pressao (Figura 2). Os valores de frequéncia cardiaca, velocidade maxima de contracdo
(dP/dTmax) e de relaxamento (dP/dTmin) do ventriculo esquerdo foram obtidos por meio da
derivacdo dos valores da pressdo intraventricular. Ambos o0s transdutores de presséo
(MLT844, ADInstruments, Bella Vista, Australia) estavam acoplados a um sistema de
registro composto por pré-amplificadores e amplificadores de sinais bioldgicos
(ADInstruments, Bella Vista, Australia), e os registros da pressédo de perfusdo coronariana e
das variaveis de funcdo ventricular esquerda foram realizados através de um software
(PowerLab, Chart8; ADInstruments, Bella Vista, Australia).

air bubble trapping

| Reservoir 2 |

Reservoir 1

perstaltic pump

Perfusion
Pressure

= intra-
etk yy cardiac
(v & ot Pressure
Thermostat

Figura 2 — Representacdo do aparelho de Langendorff de fluxo constante. Dhein, S. The
Langendorff Heart. 2006.

O protocolo experimental teve duracdo média de 1 hora. Apds canulacdo da aorta, o
coracao foi perfundido (8ml/g) por cinco minutos continuos para estabilizacdo da pressao de
perfusdo coronariana. Apos o periodo de estabilizacdo, foi realizada uma incisdo no atrio
esquerdo para insercdo do baldo de latex (fabricado com preservativo ndo lubrificado) no
interior do ventriculo ipsilateral. O baldo foi manualmente inflado com agua por meio de uma

mangueira acoplada a uma seringa até que a pressao diastdlica final do ventriculo esquerdo
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atingisse um valor entre 2 e 10 mmHg, pré-carga ndo fisiologica que foi mantida durante todo

0 experimento.

Apds 10 minutos de estabilizacdo com baldo inserido no ventriculo, foi iniciada a
avaliagdo da reatividade do leito coronariano por meio do aumento do fluxo basal. Nesse
caso, o fluxo basal foi progressivamente aumentado em intervalos de 3 minutos em 20%,
40%, 60%, 80% e 100% (Figura 3). Os valores de perfusdo coronariana, pressao
intraventricular esquerda, frequéncia cardiaca, velocidade méaxima de contracdo (dP/dTmax) e
velocidade méaxima de relaxamento (dP/dTmin) do ventricular esquerdo foram obtidos

durante todo o experimento.
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Figura 3 — Representacdo da avaliacdo da reatividade do leito coronariano pelo aumento do
fluxo basal (0%-100%).

Apos a avaliacdo da reatividade do leito coronariano, o fluxo basal foi reestabelecido
(8ml/g) e um intervalo de dez minutos foi realizado para estabilizacdo dos parametros
avaliados. Apos o intervalo, foi realizada a avaliacdo da sensibilidade dos receptores [-
adrenérgicos, utilizando a curva dose-resposta cardiaca e a resposta maxima a pressao
intraventricular obtida pela administragdo de dobutamina (agonista B1-adrenérgico) e
salbutamol (agonista 2-adrenérgico). Foram administradas doses crescentes in bolus (0,5, 1,
2, 5, 10, 20 e 50 nmol de dobutamina; 2, 5, 10, 20, 50 e 100 nmol de salbutamol), de forma

alternada e com intervalos de 3 minutos entre elas (Figura 4).
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Figura 4 — Representacdo da avaliacdo da sensibilidade dos receptores B-adrenérgicos,
utilizando doses crescentes in bolus (0,5 a 50 nmoles de dobutamina; 1 a 100 nmoles de

salbutamol), de forma alternada e com intervalos de 3 minutos entre elas.
3.4 Analise Estatistica

Os resultados estdo apresentados como média + EPM. O teste de Kolmogorov-Smirnov
foi aplicado para analisar a normalidade da distribuicdo, enquanto a analise da variancia foi
realizada por meio do teste de Levene. As comparagdes intergrupos foram avaliadas por meio
de andlise linear de efeitos mistos ajustados (ANOVA two way), sendo a ovariectomia
considerada o Fator 1, e treinamento fisico o Fator 2, seguido do teste Student-Newman-Keuls
para as comparacoes intragrupos. Caso alguns dos resultados ndo se encontrassem na curva de
normalidade e variancia, utilizamos a analise de variancia ranqueada (ANOVA OnRanks)
com o pos-teste de Kruskal-Wallis. Por fim, as comparacGes das curvas de reatividade
vascular e contratilidade cardiaca foram analisadas usando um modelo multivariado de
medidas repetidas. Os resultados foram considerados com diferenca estatistica quando o valor
de P foi menor que 0,05. Todos os testes estatisticos foram realizados com o software
SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc., San Jose, CA, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 Parémetros antropomeétricos.

A Tabela 2 apresenta os parametros antropométricos de todos os grupos estudados.
Todos os grupos apresentaram peso corporal semelhante no inicio do protocolo (382 semana
de vida). Entretanto, ao final do protocolo experimental, ou seja, na 542 semana de vida, 0s
grupos ovariectomizados apresentaram maiores valores do peso corporal em relacdo aos
grupos SHAM (p< 0,001). Por outro lado, ndo houve diferencas em relagdo ao peso cardiaco e

0 peso cardiaco relativo entre os grupos.
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Tabela 2: Parametros antropométricos obtidos em todos os grupos estudados.

SHAM OoVvX Fator Ovariectomia Fator Treinamento Interacéo

N&o-treinado Treinado N&o-treinado  Treinado
For) P For) P For) P

(N=08) (N=08) (N=08) (N=08)

Parametros Antropométricos

Peso inicial, g 206 + 6 212+5 204 +3 205+6 F147:0.82 NS F(247:0.48 NS F47:0.16 NS
Peso final, g 217 +7 227+5 241 +82 251 +62b Fean:15.86  <0.001 F.47:2.08 NS F47:0.28 NS
Peso cardiaco, g 151+0.07 156+0.06 168+0.12  1.67+0.02 F47:3.18 NS F47:0.07 NS F247:0.17 NS
Peso cardiaco ralativo, mg/g 6.98+0.33 6.90+0.31 6.92 + 0.47 6.65 +0.15 F@47):0.23 NS F@.47):0.27 NS F(247:0.07 NS

Os valores estdo expressos em médias + E.P.M. A analise de variancia Two-way avaliou os efeitos da ovariectomia e do treinamento fisico
aerobio, enquanto as comparacdes intergrupos foram realizadas por meio do método de comparacGes multiplas pareadas de Student-Newman-
Keuls. OVX, ovariectomizado; F, fator; d.f., graus de liberdade; g, grama; mg, miligrama. P < 0,05 em relagéo ao grupo SHAM ndo-treinado;

b P < 0,05 em relagio ao grupo SHAM treinado; ¢ P < 0,05 em relagéo ao grupo OV X ndo-treinado.
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4.2 Parametros hemodinamicos.

A Tabela 3, apresenta os valores dos parametros hemodindmicos basais obtidos 24h
apoés a canulacdo da artéria femoral na 542 semana de vida em todos 0s grupos experimentais.
O grupo OVX ndo treinado apresentou uma pequena reducdo da FC basal, porém
significativa, em relagdo ao grupo SHAM n&o treinado. Por sua vez, 0s grupos treinados,
SHAM e OVX, apresentaram menores valores da FC em relacdo aos seus respectivos grupos
ndo treinados, e quando comparados ndo diferiram. Em relacdo aos valores da PA, o0s
resultados mostram que o treinamento fisico aerébio reduziu em ambos os grupos, SHAM e
OVX, a PAM, a PAS e a PAD. Quando os grupos treinados foram comparados, 0 grupo
SHAM apresentou menores valores da PAD e PAM.



Tabela 3: Avaliacdo da pressao arterial e frequéncia cardiaca 24 horas ap6s canulacdo da artéria femoral.
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SHAM OoVvX Fator Ovariectomia Fator Treinamento Interacéo

Nao-treinado Treinado Nao-treinado  Treinado
For) P For) P For) P

(N=08) (N=08) (N=08) (N=08)

Parémetros hemodinamicos

FC basal, bpm 408+ 3 341+22 398 +32P 334 +33¢ F(247):6.63 0.016 Fu47:219.06  <0.001 F47:0.15 NS
PAS, mmHg 192+5 149 + 82 195+3° 166 +52¢ F4n:3.16 NS F(147):44.66 <0.001 F47:1.75 NS
PAD, mmHg 149+ 6 114 +62 155+ 8" 134 + 5abc Fan:4.25 0.049 F(147:20.75 <0.001 Fan:1.17 NS
PAM, mmHg 167 +5 127 +78 171+5° 146 + 52b¢ Fan:4.37 0.046 F1.47):32.56 <0.001 F247:1.56 NS

Os valores estdo expressos em médias + E.P.M. A analise de variancia Two-way avaliou os efeitos da ovariectomia e do treinamento fisico

aerobio. OVX, ovariectomizado; F, fator; d.f., graus de liberdade; PAS, pressao arterial sistlica; PAD, pressao arterial diastélica; PAM, pressao

arterial média; mmHg, milimetros de mercdrio. 2 P < 0,05 em relagdo ao grupo SHAM ndo-treinado; ® P < 0,05 em relagio ao grupo SHAM

treinado; ¢ P < 0,05 em relagdo ao grupo OVX ndo-treinado.
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4.3  Evolugdo da presséo arterial

A Figura 5 apresenta os resultados da avaliacdo sequencial da pressdo arterial média
(PAM), obtida por meio da pletismografia de cauda realizada em 5 momentos durante o
protocolo experimental de 14 semanas, enquanto a Tabela 3 apresenta os valores da presséo
arterial sistélica (PAS), diastdlica (PAD) e média (PAM) obtidas 24h ap6s a canulagdo da
artéria femoral. A Figura 2 mostra que 24h antes da cirurgia para retirada dos ovarios ou
cirurgia SHAM, ocorrida na 38% semana de vida, todos 0s grupos experimentais apresentavam
valores semelhantes da PAM. A ovariectomia ndo afetou a evolucdo da PAM. Por sua vez, 0s
grupos treinados, SHAM e OV X, apresentaram reducao linear da PAM. Por sua vez, a Tabela
3 também mostra que 0s grupos treinados apresentaram menores valores dos parametros da
PA. Quando comparados, o grupo SHAM treinado apresentou 0s menores valores na PAD e
PAM.
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Figura 5: Evolucdo da pressdo arterial média (PAM) em todos os grupos estudados. Ambos

0s grupos treinados apresentaram significativa reducdo temporal da PAM em decorréncia do

~

treinamento  fisico aerébio quando comparados aos grupos ndo treinados.



33

4.4 Blogueio dos receptores autondmicos cardiacos

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos ap6s o bloqueio dos receptores
muscarinicos e B-adrenérgicos cardiacos com metilatropina e propranolol, respectivamente.
Os resultados mostram que tanto o treinamento fisico aerdbio quanto a ovariectomia
proporcionaram menores valores da FC ap6s a administracdo de metilatropina, assim como
reducdo mais proeminente da FC ap6s a administracdo de propranolol. No entanto, 0s grupos
treinados apresentaram elevagGes menos acentuadas da FC apds a administracdo de
metilatropina e reducbes mais acentuadas da FC apds a administracdo de propranolol. A
Tabela 3 também mostra que o treinamento fisico, assim como a ovariectomia,
proporcionaram menores valores da FCi. Ademais, 0s grupos treinados apresentaram 0s

menores valores.

Por sua vez, a Figura 6 apresenta as respostas da FC em deltas (Figura 6A) e valores
percentuais (Figura 6B) ap0s a administracdo de metilatropina e propranolol indicando o
balanco autondmico cardiaco. Os resultados mostraram que ambos 0s grupos treinados
apresentaram um predominio vagal no balanco autonémico cardiaco, enquanto 0s grupos nao

treinados apresentaram um predominio simpatico no balango autonémico cardiaco.
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Tabela 4: Parametros hemodinamicos e valores da frequéncia cardiaca obtidos antes e apds o bloqueio farmacolédgico de receptores autondmicos

cardiacos com metilatropina e propranolol.

SHAM OoVvX Fator Ovariectomia Fator Treinamento Interacéo

N&o-treinado Treinado N&o-treinado  Treinado
For P For P For P

(N=08) (N=08) (N=08) (N=08)

Bloqueio dos receptors cardiacos

FC basal, bpm 408 +3 341+22 398 +32b 334 +32¢ F(476.63 0.016 Fu47219.06  <0.001 Fean0.15 NS
FC apds metilatropina, bpm 457 +5 422 +748 428 +32 395 + 5b¢ Fa47): 31.13 <0.001 Faa7: 44.73 <0.001 F47:0.01 NS
FC after propranolol, bpm 327+4 306+32 320+5° 301+ 43¢ F(247:2.18 NS F147:22.61 <0.001 F47:0.11 NS
FC intrinseca, bpm 349 +3 325+ 32 332+42 316+ 22b¢ F(247:20.43 <0.001 F(147):44.70 <0.001 F47:1.83 NS

Os valores estdo expressos em médias + E.P.M. A analise de variancia Two-way avaliou os efeitos da ovariectomia e do treinamento fisico
aerobio. OV X, ovariectomizado; F, fator; d.f., graus de liberdade; FC, frequéncia cardiaca; bmp, batimentos por minuto. P < 0,05 em relacéo ao

grupo SHAM néo-treinado; ® P < 0,05 em relagdo ao grupo SHAM treinado; ¢ P < 0,05 em relagdo ao grupo OVX n3o-treinado.
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Figura 6: Respostas da frequéncia cardiaca absoluta (A) e normalizada (B) a atropina
(valores positivos) ou propranolol (valores negativos) nos grupos SHAM, SHAM treinado,
ovariectomizado (OVX) e ovariectomizado treinado. Os valores estdo expressos em médias +
E.P.M. bpm, batimentos por minuto; A, variag¢ao. ® P < 0,05 vs. SHAM sedentario; bp<0,05
vs. SHAM treinado; ¢ P < 0,05 vs. OV X sedentario.
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45 Reatividade do leito coronariano e contratilidade do ventriculo esquerdo
induzidos pelo aumento escalonado do fluxo.

A Figura 7 apresenta os resultados da pressao de perfusdo coronariana (figura 7A), da
pressao sistolica do ventriculo esquerdo (PSVE) (figura 7B), e os valores de dP/dTmax
(figura 7C) e dP/dTmin (figura 7D) ao aumento do fluxo coronariano. A presséo de perfuséo
coronariana foi semelhante entre todos os grupos. No entanto, apesar dessa semelhanca, o
grupo SHAM treinado apresentou maiores valores da pressdo ventricular esquerda em relagéo
aos demais grupos, e maiores valores da dP/dTmax e dP/dTmin em relacdo aos grupos

ovariectomizados.



37

A C
180 9 _ sHam 7200
g" —©~ SHAM-Treinado
£ —— ovx
= —[~ OVX-Treinado
g __ 5400
€ 120 A =S
g I
g €
S £ 3600
] 2
'3 £
£ =
g 604 [ §
3 1800
8
-9}
0- 0-
100 120 140 160 180 200 100 120 140 160 180 200
Fluxo Coronariano (%) Fluxo Coronariano (%)
B D
240 -4000 —
)
%
g __-3000
<
£ 180 A E";
) s
P = -2000
B g
E 120 §
eg -1000
g
e
60 - 0 -
100 120 140 160 180 200 100 120 140 160 180 200
Fluxo Coronariano (%) Fluxo Coronariano (%)

Figura 7: Pressdo de perfusdo coronariana (A), pressdo sistdlica ventricular esquerda (B),
dP/dT(max) (C) e dP/dT(min) (D) ao aumento do fluxo coronariano nos grupos SHAM e
ovariectomizados (OVX), sedentarios e treinados. Todos os valores estdo apresentados em
média * erro padrdo da média (EPM). ®p < 0.05 vs. SHAM sedentéario; ® p < 0.05 vs. SHAM
treinado; °p < 0.05 vs. OV X sedentario.
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4.6 Pressdo ventricular esquerda, frequéncia cardiaca e duplo produto em resposta a
administracéo de dobutamina e salbutamol.

A figura 8 apresenta as curvas dose-resposta da pressao ventricular esquerda (A) apés
a administracdo de doses crescentes de dobutamina (Figura 8A) e salbutamol (Figura 8B). Os
grupos treinados, SHAM e OVX, apresentaram maiores valores da pressdo ventricular
esquerda apds a administracdo de dobutamina, principalmente na maior dose (Figura 8C).
Apds a administracdo de salbutamol, se evidenciaram maiores valores de pressdo ventricular
nos grupos OVX.

A figura 9 exibe os valores de FC (variacbes em A) nos coragdes isolados ap6s
administracdo de dobutamina (Figura 9A) e salbutamol (Figura 9B). O grupo SHAM treinado
apresentou maiores valores de FC quando comparado aos demais grupos. Em relacdo ao
salbutamol, ndo houve diferencas significativas entre os grupos estudados.

Por sua vez, a Figura 10 apresenta os resultados do duplo produto (FC x PVSE). Os
resultados demonstraram que o grupo OV X ndo treinado apresentou 0os menores valores apos
a administracdo de dobutamina (Figura 10A) e salbutamol (Figura 10B) em relacdo aos
demais grupos. Também mostra que o grupo SHAM treinado apresentou maiores valores
quando comparado ao grupo SHAM nao treinado apds a administracdo de dobutamina (Figura
10A).



LVSP (A mmHg)

LVSP (A mmHg)

60 4

£
(=1

20 4

60 1

40 A

20 4

—O— SHAM
—O— SHAM-Trained
O Ovx
O OVX-Trained a

0.5 1 2 5 10 20 50
Dobutamine, nmol (log)

1 2 5 10 20 50 100
Salbutamol, nmol (log)

Maximum LVSP (A mmllg)

Maximum LVSP (A mmHg)

90

=2}
=1

W
=1

75

w
=

=]
U

[ sHAM

39

VZZZ SHAM-Trained

[ ovx
BZZ OVX-Trained

Daobutamine (50 nmol)

ab

&

Salbutamol (100 nmol)

Figura 8: Pressdo sistélica do ventriculo esquerdo (PSVE) apds administracdo de dobutamina

(A) e salbutamol (B) nos grupos SHAM e ovariectomizados (OVX), sedentarios e treinados.

Os graficos C e D representam a resposta maxima obtida para dobutamina (50 nmol) e

salbutamol (100 nmol). Os valores sdo expressos em delta (A).mmHg. Todos os valores sdo

apresentados como média + erro padrio da média. 2p < 0.05 vs. SHAM sedentario; ® p < 0.05

vs. SHAM treinado; °p < 0.05 vs. OVX sedentario.



40

A
1201 —o— sHAM
—O— SHAM-Treinado
—8— 0VX
é —{— OVX-Treinado P ;# a,b,c
e ~
s 80 1 O
o]
&
5
@)
8
Q
=
<«
2 40
&
=~
<
0 J
0.5 1 2 5 10 20 50
Dobutamina, nmol (log)
B
120 -
E
oy
2
§ 80 -
2
s
@)
8
Q
5
& 40 -
i
<
0 J

1 2 5 10 20 50 100

Salbutamol, nmol (log)

Figura 9. VariacGes em A da Frequéncia cardiaca obtida em coracgdes isolados (técnica de
Langendorff) ap6s doses maltiplas e sequenciais de dobutamina (A) e salbutamol (B) em
grupos de ratos SHR SHAM e ovariectomizados (OVX), sedentarios e treinados. Todos 0s
valores estdo apresentados em média + erro padrdo da média (EPM). 2 p < 0.05 vs. SHAM
sedentério; ® p < 0.05 vs. SHAM treinado; °p < 0.05 vs. OVX sedentario.
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Figura 10: Duplo produto (FC x PSVE) ap6s administracdo de dobutamina (A) e salbutamol
(B) nos grupos SHR SHAM e ovariectomizados (OVX), sedentarios e treinados. Todos 0s
valores sdo apresentados como média + erro padrdo da média. ® p < 0.05 vs. SHAM

sedentério; ® p < 0.05 vs. SHAM treinado; °p < 0.05 vs. OVX sedentario.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que a privagdo dos horménios ovarianos em ratas hipertensas
promove aumento do peso corporal, reduz a FC basal e FC intrinseca de marcapasso,
entretanto aumenta a influéncia simpatica na determinacdo da FC basal. A ovariectomia ndo
afetou a reatividade vascular do leito coronariano, no entanto aumentou a contratilidade do
ventriculo esquerdo a administracdo de dobutamina e salbutamol. Por sua vez, o treinamento
fisico reduziu a PA, a FC basal e a FC intrinseca de marcapasso. Também proporcionou a
inversdo do balanco autondmico ténico cardiaco favorecendo o componente autondmico
vagal independentemente da privagdo ou ndo dos hormonios ovarianos. Assim como a
ovariectomia, o treinamento fisico ndo afetou a reatividade do leito coronariano, mas
proporcionou 0 aumento na contratilidade do ventriculo esquerdo evidenciada pelo aumento

na pressdo ventricular esquerda.

Privacdo dos hormdénios ovarianos e parametros antropométricos — Papel do

treinamento fisico aerdbio

Como esperado, os valores de massa corporal dos animais SHR submetidos a retirada
dos ovarios, estdo em consonancia com os resultados apresentados em trabalhos efetuados
com modelos de animais jovens, onde a privacdo hormonal ovariana foi realizada
precocemente (FELIX et al.,, 2015; MACDONALD et al.,, 2017; YEH et al. 2021). Esse
acontecimento é justificado pela correlacdo existente entre os baixos niveis de estrogénio com
a diminuicdo do consumo de energia (LITWAK el al., 2014), a hipertrofia de adipécitos preé-
existentes (ABELES et al., 2012), assim como com o acumulo de gordura no figado,
fendmeno associado ao aumento das vias de sintese de lipidios e diminuicdo das vias de
oxidacao da gordura hepatica (PAQUETTE et al., 2008; PAQUETTE et al., 2009). Ainda, é
importante destacar que esses achados sdo confirmados também por estudos clinicos onde a
auséncia de estrogénio tem um efeito significativo no ganho de massa corporal (LIZCANO;
GUZMAN, 2014). Por sua vez, o treinamento fisico aerébio ndo modificou o peso corporal.
Esses resultados estdo de acordo com os dados obtidos em outros estudos que utilizaram
protocolo de treinamento fisico de baixa intensidade (HORTA et al., 2005; MARQUES et al.,
2006).

Parametros hemodinamicos
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Em relacdo aos parametros hemodinamicos, ndo houveram diferencas significativas na
pressao arterial entre os animais ovariectomizados e SHAM sedentérios. Tal resultado destoa
do tradicionalmente reportado na literatura, uma vez que a queda da funcéo ovariana tem sido
associada com aumento dos valores presséricos cardiacos (HINOJOSA-LABORDE et al.,
2004; SOUZA et al, 2013). No entanto, uma porcdo desses estudos ndo descrevem
incrementos da pressdo arterial apds privacdo hormonal ovariana (DIAS DA SILVA et al,,
2009; DIAS et al., 2010) e outros evidenciam diminuicdo de seus valores quando a
ovariectomia é realizada apds interrupcdo do ciclo estral (10 a 12 meses) ou aos 9 meses,
como foi executado neste estudo (LERMAN et al., 2019; RAM; COSTA, 2018; MURTHY;
RAM, 2014).

Ainda sobre a PA, o tema privacdo dos hormdénios ovarianos e 0 aumento da mesma
tem sido alvo de debate, uma vez que ndo esta claro se esse aumento da PA é uma resposta
decorrente unicamente da reducdo da acdo hormonal ou se envolve outros fatores mais
preponderantes, como o envelhecimento (TIKHONOFF et al. 2019). Estudos clinicos
longitudinais mostram que a PA ndo é afetada pela menopausa quando os resultados séo
ajustados pelos principais fatores de confusdo, como a idade e obesidade (CASIGLIA et al.
1996; de KAT et al. 2017; TIKHONOFF et al. 2019).

Por outro lado, o treinamento fisico aerobio durante 14 semanas reduziu sensivelmente
a PA em ambos os grupos, SHAM e OVX. A causa desta reducdo parece envolver diversos
mecanismos, como a diminuicdo da resisténcia vascular periférica; atenuacdo da atividade
simpatica vascular e da sinteses de citocinas pro-inflamatdrias; melhorias no mecanismo anti-
inflamatério pro-mediada pelo ndcleo paraventricular, assim como na funcdo endotelial,
caracterizada pelo aumento da sintese de 6xido nitrico e reducdo das espécies reativas de
oxigénio (CORNELISSEN; FAGARD, 2005; GRINDLER; SANTORO, 2015; HEGDE;
LOAIZA-BETANCUR et al., 2021; SOLOMON, 2015; JIA et al. 2014; ROSSI et al., 2022.
SHIMOJO et al., 2018).

Sobre a menor reducdo da PAD e PAM na 542 semana de vida do grupo OVX
treinado, é importante levar em consideracdo que 0s principais mecanismos responsaveis pelo
aumento da pressdo arterial em ratos SHR sdo os altos niveis de endotelina, de &cido
hidroxieicosatetraenoico (20 HETE) e a ativagdo arterial simpatica renal (RAM et al. 2018;
LERMAN et al., 2019), fatores que podem ser potencializados pela privacdo dos hormdnios
ovarianos. Dessa forma, levanta-se a hipdtese que a privagdo estrogénica por longo periodo

nesses animais, seja uma das razGes da atenuacgdo do efeito hipotensor do treinamento aerébio.
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Contudo, h& necessidade de maiores investigacbes em relagdo a esse fendmeno
(TIKHONOFF et al., 2019).

Efeitos sobre o controle autonémico cardiovascular

Com relagéo ao controle autondmico cardiovascular, os resultados do presente estudo
sugerem que o exercicio fisico pode aumentar a influéncia do componente autonémico vagal e
reduzir a dependéncia do componente autonémico simpatico independentemente da privacdo
hormonal ovariana, como visto em outros estudos, onde o treinamento fisico aer6bio
proporcionou 0 aumento do predominio vagal em animais normotensos (BARBOSA et al.,
2013; FELIX et al. 2015; LEMOS et al., 2018; ROSSI et al., 2022; SILVEIRA et al., 2011;
TEZINI et al., 2009; TEZINI et al., 2013). A causa dessa maior predominancia autondémica
vagal parece envolver adaptagdes induzidas pelo treinamento fisico aerdbio em sitios centrais
de controle cardiovascular, como nucleos hipotalamicos, a exemplo dos nucleos
paraventricular e supra-optico, e nucleos localizados no tronco cerebral, como o nucleo do
trato solitario e a medula rostral ventrolateral. Essas adaptacfes tendem a reduzir o drive
autondmico simpatico para o coracgdo, sendo esta hipotese a mais descrita na literatura afim de
justificar tal efeito (DICARLO et al. 2002; MICHELINI; STERN, 2009; ZHENG et al.,
2005). De fato, os achados referentes ao controle autonémico cardiaco fortalecem a hipdtese
de que a privacdo dos hormdnios ovarianos pode promover efeitos deletérios ao controle
autondmico cardiaco. Nesse caso, é possivel que mesmo 0s animais que ndo sao
ovariectomizados, mas tenham a menopausa fisiologica com o envelhecimento, passem por
alteracbes ovarianas caracterizadas pela producdo de androgenos, horménio que tem se
relacionado com o aumento do componente simpatico na pds menopausa (MARANON et al.,
2015; NOHARA et al., 2013). E importante salientar que tais mecanismos ainda sio incertos

e necessitam de maior investigacéo.

Por fim, o efeito deletério da privacdo dos hormdnios ovarianos sobre a regulacdo
autondmica cardiovascular ja foi abordado em diversos estudos, bem como os beneficios
induzidos pelo treinamento fisico, principalmente sobre o controle autondmico cardiaco
(JURCA et al., 2004; IRIGOYEN et al., 2005; TEZINI et al., 2009; FLORES et al., 2010). No
presente estudo, observamos que a privagdo dos hormoénios ovarianos prejudica ainda mais o
balanco autondmico cardiaco j& alterado pela hipertensdo, aumentando a dependéncia do
drive simpatico cardiaco. Esse achado ndo é novo e ja haviamos observado em estudos

anteriores do nosso laboratorio. Entretanto, até o momento, nenhum estudo avaliou ou
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comparou as consequéncias autondmicas cardiacas da privagdo dos horménios ovarianos
associadas a contratilidade cardiaca e reatividade do leito coronariano que de certa forma

pode interferir nessa resposta autondmica.

Reatividade do leito coronariano e contratilidade ventricular esquerda

Nesse caso, nosso estudo mostrou que a privacao dos horménios ovarianos por si sO
ndo afetou a reatividade do leito coronariano fluxo-dependente. No entanto, a contratilidade
cardiaca, avaliada por meio da pressdo intraventricular esquerda, parece ser afetada. 1sso ficou
evidente quando aplicamos o treinamento fisico aer6bio nas SHR ovariectomizadas. Nesse
caso, enquanto o grupo SHAM apresentou aumentos na pressdo ventricular esquerda fluxo-
dependente, o grupo OVX treinado ndo diferiu do seu respectivo grupo n3o treinado. E como
se 0 treinamento fisico aerébio ndo causasse qualquer efeito sobre a eficiéncia da
contratilidade ventricular em ratas hipertensas ovariectomizadas. Isso € interessante porque
essa resposta nao se repetiu quando a dobutamina e o salbutamol foram administrados. Nesse
caso, 0 grupo OV X ndo treinado apresentou maiores respostas na pressdo ventricular esquerda
quando comparado com o grupo SHAM néo treinado. Esses resultados sugerem uma maior
participacdo do componente autonémico simpatico quando os horménios ovarianos nao estéo
presentes. No entanto, a causa desse achado ainda é incerta e mais estudos deverdo ser
realizados, inclusive a quantificacdo dos receptores adrenérgicos cardiacos que provavelmente

devem estar alterados, assim como em ratos machos hipertensos (VIEIRA et al., 2022).

Ainda no que concerne a avaliacdo das propriedades mecénicas ao aumento fluxo-
dependente em coracédo isolado, foi evidenciado que os animais do grupo SHAM treinado
apresentaram valores de pressdo sistélica e contratilidade do ventriculo esquerdo (dP/dT max;
dP/dT min) superiores aos dos demais grupos. Considerando o anteriormente descrito, €
possivel inferir que o treinamento fisico aerdbio promoveu uma melhor adaptacdo do
ventriculo esquerdo, o que permite maior espectro de forca e velocidade de contracdo, assim
como de relaxamento, proporcionando ajuste efetivo a estimulos externos ou ao aumento da
demanda metabélica. Entre 0s possiveis mecanismos que promovem essa adaptacdo estdo, o
aumento da expressdo de proteinas reguladoras dos processos de captacdo e recaptacdo de
calcio intracelular (RyR2; SERCAZ2a; PLB; trocador Na+/Ca2 +), o favorecimento da
biogénese mitocondrial e dos bloqueios das vias apoptoticas cardiacas (CARNEIRO et al
2014; HUANG et al. 2012; LIN et al. 2019; LOCATELLI et al. 2016; YOSHIZAKI et al.
2019).
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A analise da sensibilidade dos B-receptores cardiacos, revelou que o exercicio fisico
aerdbio otimizou a suas respostas a administracdo de dobutamina, cenario este retratado por
uma maior pressao sistolica do ventriculo esquerdo, FC e duplo produto. Resultado este, que
vai ao encontro aos apresentados por outros autores os quais indicaram que o treinamento
aerobio pode aumentar a sensibilidade desses receptores ao diminuir especificamente o0s
niveis de proteina G cardiaca (GRK2), substancia que prejudica seus processos de sinaliza¢éo
e responsividade (FELIX et al. 2015; LEOSCO et al. 2007; LEOSCO et al. 2013,
MACDONNELL et al. 2005). Dito isto, 0 exercicio se apresenta como uma ferramenta
importante para prevenir prejuizos no sistema adrenérgico cardiaco, o qual é comumente
acompanhado de processos de remodelamento ventricular que podem progredir a
insuficiéncia cardiaca (BELL et al. 2004; LEOSCO et al. 2013).

Por fim, as melhorias evidenciadas no funcionamento dos B1-receptores adrenérgicos,
assim como nas propriedades mecénicas do musculo cardiaco dos animais treinados, sugerem
que essas adaptacdes condicionam melhores valores de duplo produto apds administracdo de
doses mais elevadas de dobutamina no grupo SHAM treinado. Levando em conta que o duplo
produto se relaciona estreitamente com a funcdo ventricular e o consumo de oxigénio no
miocardio, é possivel inferir que o exercicio aerobio promove uma adaptacdo do coracéo aos
estimulos simpaticomiméticos. Contrariamente, 0 grupo de animais ovariectomizados e
sedentarios mostraram os menores valores de duplo produto, o qual pode indicar dificuldade
do coracdo para se responder efetivamente aos diferentes niveis de estimulos inotropicos
provocados pelas doses crescentes de dobutamina, resposta que ao ser reproduzida no
contexto de uma prova de esforco em humanos é considerada um fator preditor de
mortalidade cardiovascular (DOMKA-JOPEK et al.,, 2018; SADRZADEH et al. 2008;
YAZDANI et al. 2020).

6 CONCLUSAO:

O treinamento aerdébio aplicado em SHR sham e submetidas a privacdo dos hormonios
ovarianos reduziu a PA, aumentou a influéncia ténica vagal cardiaca e/ou diminuiu a
influéncia simpética, e promoveu uma melhor adaptacdo do coracdo aos estimulos
simpaticomiméticos. Tais achados sugerem que este tratamento deve ser considerado ainda
para atenuar o risco cardiovascular derivado principalmente do aumento no drive simpatico e
dos prejuizos no sistema adrenérgico cardiaco decorrentes da hipertensdo, o envelhecimento,

0 sedentarismo, assim como da privagdo estrogénica natural ou tardia, que no presente estudo
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induz aumento da massa corporal, alteracdes autondmicas e menor efetividade no trabalho
cardiaco. Por fim, é importante destacar algumas limitagdes como tivessem permitido
complementar nossas conclusdes, entre elas, a falta de analises morfoldgicos, histolégicos,
quantificacdo dos receptores adrenérgicos cardiacos, assim como de niveis de catecolaminas

plasmaticas que deverdo ser consideradas em estudos futuros.
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