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RESUMO

A beta-arrestina 2 (BARR2) é uma proteina que apresenta fungdes regulatérias
importantes sobre receptores acoplados a proteina G (GPCR), além de ser capaz de
ativar diretamente cascatas de sinalizacao especificas. Seu papel nos mecanismos
de hipertrofia cardiaca vem sendo estudado devido a sua afinidade com um tipo de
GPCR especifico, o receptor de Angiotensina Il tipo 1 (AT1R). Dessa forma, objetivou-
se neste estudo analisar a fungédo da BARR2 na hipertrofia fisiolégica cardiaca e na
vasomotilidade periférica em resposta ao exercicio fisico voluntario. Camundongos
da linhagem FVB/N, com nocaute (KO) e sem nocaute (NTG) do gene para a proteina
BAAR2 foram divididos em quatro grupos: 1) Controle(NTG) sedentario (n=16); 2)
NTG corredor (n=20); 3) Nocaute (BARR2KO) sedentario (n=16) e 4) BARR2KO
corredor (n=20). Posteriormente, foi realizada analise de sub-grupo levando em
consideragdo o sexo. Os grupos corredores foram submetidos ao protocolo de
exercicio voluntario em rodas de corrida em suas gaiolas durante seis semanas.
Medidas da fungao cardiaca foram feitas previamente e apds o protocolo de exercicio
por meio de ecocardiografia. No grupo de corredores, as rodas de corrida voluntaria
foram equipadas com sistema Wi-Fi para aquisicao dos dados a cada 24 horas. Apds
a intervengao, a vasomotilidade foi avaliada em vasos mesentéricos, a sensibilidade
e tensdo dos miofilamantos avaliadas em fibras cardiacas desmembranadas e a
fosforilacdo de proteinas miofilamentares envolvidas com o transporte de ions calcio
no cardiomiocitos foi avaliada por western blot. Como resultado, foi observada
diminuicdo na capacidade de exercicio fisico voluntario em fémeas KO comparado as
fémeas NTG e consequente redugao da hipertrofia fisiolégica cardiaca nas fémeas
KO. Esses achados nao foram observados em machos. Houve marcante diminuicéo
na capacidade de dilatacao fluxo-induzida em vasos periféricos nos animais nocaute
em comparagao aos animais controle. No entanto, essa redugao na dilatagao induzida
foi revertida nos animais KO corredores apos o exercicio voluntario por seis semanas.
Nao foram observadas alteracdes na sensibilidade ao calcio ou tensado desenvolvida
em miofilamentos, ou nos niveis de fosforilagdo das proteinas investigadas em
nenhum dos grupos. Conclui-se que a auséncia da Beta-Arrestina 2 limita a
capacidade de exercicio fisico voluntario em fémeas nocaute e, consequentemente,
reduz o desenvolvimento da hipertrofia fisiolégica cardiaca. Adicionalmente,
constatou-se a necessidade da BARR2 no mecanismo de dilatagédo induzida por fluxo
em vasos periféricos e o importante papel que o exercicio fisico voluntario na
prevencao ou reversao desse disturbio vasomotor.

Palavras-chave: Beta-Arrestina 2, exercicio fisico voluntario, hipertrofia fisiolégica

cardiaca, vasos periféricos, fisiologia cardiovascular.



ABSTRACT

Beta-Arrestin 2 (BARR2) is a protein with important regulatory functions on G protein-
coupled receptor (GPCR) in addition to being able to activate specific signaling
pathways. Its role in the mechanisms of cardiac hypertrophy has been studied due to
its affinity with a specific type of GPCR, the type 1 Angiotensin Il receptor (AT1R).
Thus, the aim of this study was to evaluate the role of BARRZ2 in physiological cardiac
hypertrophy and in peripheral vascular motility in response to voluntary physical
exercise. Mice of FVB/N strain, with (KO) and without (NTG) knockout of the gene for
the BARR2 protein were divided in four groups: 1) Sedentary control (NTG) (n=16); 2)
Runners NTG (n=20); 3) Sedentary knockout (KO) (n=16); 4) Runners KO (n=20).
Subsequently, a subgroup analysis was carried out considering sex. The running
groups were submitted to the voluntary exercise protocol on racing wheels in their
cages for six weeks. Cardiac function measurements were performed before and after
the exercise protocol using echocardiography. In the group of runners, the voluntary
race wheels were equipped with a Wi-Fi system for data acquisition every 24 hours.
After the intervention, vasomotility was assessed in mesenteric vessels, myofilament
sensitivity and tension was measured in skinned fibers preparations and, the
phosphorylation of sarcomeric proteins and proteins involved with the transport of
calcium ions in the cardiomyocytes was assessed by western blot. As a result, we
observed a decrease in the capacity for voluntary physical exercise in KO females
compared to NTG females and a consequent reduction in physiological cardiac
hypertrophy in KO females. These findings were not observed in males. There was a
marked decrease in the capacity of flow-induced dilation in peripheral vessels from
knockout animals compared to control animals. However, this reduction in flow-
induced dilation was reversed in KO runner animals after six weeks of voluntary
physical exercise. There were no changes in calcium sensitivity or developed tension
in myofilaments nor in phosphorylation levels of the investigated proteins in any group.
In conclusion, the absence of beta-arrestin 2 limits the capacity for voluntary physical
exercise in knockout females and, consequently, reduces the development of
physiological cardiac hypertrophy, additionally, we found evidence that Beta-Arrestin
2 is essential for the induced dilation mechanism and, that physical exercise plays
important role in preventing or reversing this vasomotor disorder.

Key Words: Beta-Arrestin 2, voluntary exercise, physiological cardiac hypertrophy,

peripheral vessels, cardiovascular physiology.
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1 INTRODUCAO

As Beta-arrestinas (BARRs) sédo proteinas presentes em diversos tipos
celulares, as quais podem ser expressas em tecidos especificos (como na retina),
enquanto outras estao presentes em todos os tipos celulares. Dentre os subtipos de
BARRs, destacam-se as Beta-arrestinas 2 (BARR2) por serem expressas em células
de todo o corpo e apresentarem funcao sobre a familia de receptores de sete dominios
transmembranicos (7TMRs), popularmente conhecidos como o grupo de receptores
acoplados a proteina G (GPCRs) (JEAN-CHARLES, KAUR & SHENOY et al., 2017;
VIOLINO & LEFKOWITZ, 2007). Esse grupo de receptores atua em diversos
mecanismos fisiolégicos celulares que tém como funcéo regular e ativar segundos
mensageiros, bem como sinalizar diversas vias celulares importantes (NOOR et al.,
2001; LEFKOWITZ e SHENOQY, 2005).

A descoberta das BARRs ocorreu devido sua importante fungao inibitoria e
dessensibilizante sobre as GPCRs (NOOR et al., 2001; LEFKOWITZ & SHENOY,
2005). Em geral, as BARRs impedem a sinalizagdo da proteina G ao desativar a
interagao entre um GPCR e a proteina G associada (RYBA et al., 2017). No entanto,
outras fungdes das BARRs como sinalizac&o e endocitose também foram descobertas
mais tarde (KOBAYASHI, 2020; SHENOY & LEFKOWITZ, 2011; MOORE et al., 2007;
KRUPNICK e BENOVIC, 1998).

Existe uma grande afinidade entre a BARR2 e o receptor de Angiotensina Il do
tipo 1 (AT1R), um GPCR importante para o funcionamento cardiaco (RYBA et. al.,
2017). Os AT1Rs sao encontrados em abundancia no sistema cardiovascular e atuam
em processos celulares diversos, sendo importantes para a hipertrofia cardiaca. No
coracao, a ativacao desses receptores promove a hipertrofia dos midcitos e o aumento
de sua contratilidade; j& nos vasos sanguineos sua ativagdo possibilita a
vasoconstricdo (BURNIER, 2001).

A hipertrofia cardiaca € um processo de remodelamento do tecido gerado por
um estresse devido & sobrecarga de volume e pressdo (MULLER & DHALLA, 2013).
A sobrecarga gerada nos ventriculos pode acontecer de maneira natural em resposta
a um estimulo fisioldgico, gerando um aumento da massa cardiaca para normalizar o
estresse nas paredes miocardicas. Porém, durante o repouso, permite uma fungao
cardiovascular normal; justamente o caso da hipertrofia fisiolégica cardiaca por
esforgo/exercicio (VEGA et al., 2017; BERNARDO et al., 2010).
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Os beneficios do exercicio fisico no sistema cardiovascular dependem da
frequéncia, intensidade e duragao do exercicio (NYSTORIAK & BHATNAGAR, 2018;
WILSON, ELLISON & CABLE, 2016). Considerando que em protocolos de
treinamento forgado, como na corrida em esteira ou na natacdo, existe uma
preocupacgao devido ao tipo de crescimento cardiaco ndo ser puramente fisioldgico
devido ao estresse envolvido nesses exercicios (BERNARDO et al, 2010), um novo
modelo de treinamento vem sendo empregado em estudos com animais - 0 exercicio
fisico voluntario. Nesta modalidade, os animais tém livre acesso as rodas de corrida e
foi descrito aumento do trofismo cardiaco apds 3 a 4 semanas de treinamento,
dependendo de algumas variaveis empregadas (VEGA et al., 2017; KONHILAS et al.,
2015; KONHILAS et al., 2004).

Sabendo da possivel influéncia da BARR2 no mecanismo de hipertrofia
cardiaca e sua sinalizacdo influenciando a vasomotilidade, o presente estudo
objetivou investigar os efeitos do nocaute do gene da BAAR2 em camundongos sobre
a capacidade de exercicio, o trofismo cardiaco e a vasomotilidade, apds intervencao

por um protocolo de exercicio fisico voluntario de 6 semanas.

1.1 BETA-ARRESTINA

A familia de receptores GPCR é considerada a maior, mais versatil e universal
familia de receptores de membrana devido ao seu amplo alcance de estimulos
fisiolégicos, tais como regulagdo do metabolismo, secregdo de moléculas, atividade
elétrica, crescimento, formato e motilidade de todas as células de mamiferos (NOOR
et. al., 2001; LEFKOWITZ & SHENOQY, 2005). O desempenho dessas moléculas na
regulagdo da sinalizacdo celular, que culmina na regulagcédo de inumeras fungdes
celulares, ocorre por meio da transducido de sinais extracelulares de horménios,
neurotransmissores, quimiocinas e outros estimulos ambientais no interior da célula
(KOBAYASHI, 2020; VAN GASTEL et al., 2018).

Devido as importantes fun¢cdes desse grupo de receptores, estudos ressaltam a
importancia das BARRSs, que foram inicialmente descobertas pela sua fungao inibitoria
e dessensibilizante dos GPCRs (NOOR et al., 2001; LEFKOWITZ & SHENQY, 2005).

A ativacdo de um GPCR se inicia pela ligagdo de um agonista ao receptor, o que gera
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uma mudanga em sua conformagdo pelas GPCR kinases (GPCK). Assim, a
fosforilagdo do receptor gera uma afinidade de ligagdo em sua superficie, que recruta
adaptadores citosodlicos como as BARRs. Essa mudanca na conformagao dos GPCRs
leva também a dissociacdo da proteina G ativada nas subunidades a e By. Essa
dissociagao gera a sinalizagao dos segundos mensageiros, como por exemplo o calcio
e a adenosina monofosfato ciclico (AMP) ciclico, quando se trata de proteina Gs.
Quando o estimulo agonista inicial ao receptor € prolongado e continuo, faz-se
necessaria a desativacao ou supressao de sua resposta; e nesse contexto a funcao
dessensibilizante dos GPCRs ¢é importantissima a fim de cessar o estimulo e a
resposta interrupta (KRUPNICK & BENOVIC, 1998). Na presenga de um estimulo
continuo as BARRs sao responsaveis por desativar o GPCR antes da reiniciagao da
transducdo do sinal, além de reforgar as enzimas que degradam o segundo
mensageiro. Assim, as vias de sinalizagdo de GPCR envolvem uma série de sinais
transmitidos do citoplasma para o nucleo por meio de interagdes proteina-proteina e
cascata de quinase (KOBAYASHI, 2020; SHENOY & LEFKOWITZ, 2011; MOORE et
al., 2007; KRUPNICK e BENOVIC, 1998).

Apds a internalizagdo, as BARRs também exercem fungdo importante na
endocitose, processo no qual a estimulagdo do agonista leva a internalizacéo da
superficie celular dos GPCRs dentro de vesiculas revestidas de clatrina. Essa
internalizacdo é facilitada pela ligagdo das BARRs nos dominios especificos de
ligacéo para a clatrina, subunidade B2-adaptina, no complexo adaptador de AP2. Além
disso, liga-se a outras proteinas especificas para também facilitar a internalizagao do
receptor GPCR e consequente reciclagem ou degradagéao lisossdémica (SHENOY &
LEFKOWITZ, 2011).

As BARR parecem desempenhar outras fungdes como a de proteina de
suporte, devido a sua interacdo com proteinas citoplasmaticas e ao fato de anexar
GPCRs a vias de sinalizagdo intracelular. Embora estejam associadas a diferentes
funcdes, as BARRs estido intimamente relacionadas a funcao de sinalizagao, como na
ativagdo da via proteino-quinase ativadas por mitégenos (do inglés, mitogen-activated
protein - MAP). Onde adquirem uma conformacéo ativa ao formarem um complexo
com o GPCR e propiciar um arcabougo com o agonista e as estruturas de MAP
quinase (MAPK), MAP quinase quinase (MAP2K) e MAP quinase quinase quinase
(MAP3K). Isto leva a ativacdo da cascata de MAPK atingindo os diversos

subsequentes alvos causando, por exemplo, hipertrofia fisiolégica cardiaca (FIGURA
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1). A BARR foi demonstrada como dependente da ativagdo de MAPK para agao em
varios processos regulatérios dessa classe de proteina (SHENOY & LEFKOWITZ,
2011; MOORE et al., 2007).

1.2 BETA-ARRESTINA 2

Existem quatro isoformas de BARR, duas delas sdo expressas somente na
retina (Arrestina 1 e 4), no entanto as isoformas conhecidas como Beta-Arrestina 1 e
Beta-Arrestina 2 (conhecidas por Arrestina 2 e 3, respectivamente) sao isoformas
expressas em todos os tipos celulares e estas atuam como reguladoras gerais para
toda a familia GPCRs (JEAN-CHARLES, KAUR & SHENOY et al., 2017; VIOLINO &
LEFKOWITZ, 2007). BARR1 E BARR2 estdo presentes na maioria dos tecidos dos
mamiferos, mas sao predominantemente distribuidas nos tecidos neurais, sendo
muito semelhantes entre si, demostrando, inclusive, a possibilidade da substituicao de
uma isoforma pela outra (LIU et al., 2017; SULEYMANOVA et al., 2017; FENG, WANG
& LIU, 2011). Em estudos realizados com camundongos nocaute (expressao nula da
proteina) para uma das BARR (BAAR1 ou BARR2), foi demonstrado que os animais
permanecem viaveis, ao contrario do nocaute para ambas as arrestinas que se mostra
letal para o animal durante o desenvolvimento embrionario (LIU et al., 2017; BOHN et
al., 1999; CONNER et al., 1997).

Considerando a funcao de sinalizacdo mediada pelas BARRs, a BARR2 tem
alta afinidade de ligacdo a um tipo especifico de GPCRs importante para o
funcionamento cardiaco, o AT1R (RYBA et al., 2017). Devido ao papel central de
regulagdo de pressdo sanguinea e de fluidos dos AT1Rs, é de suma importancia
entender o seu funcionamento, uma vez que esta relacionado ao desenvolvimento e
progresséo de doengas cardiacas como, por exemplo, a miocardiopatia dilatada
(RYBAetal.,2017; HUNYADY & CATT, 2005). Como os AT1Rs estao localizados nos
vasos € no coragao, sua ativacado promove hipertrofia dos midcitos, vasoconstricao,

aumento da contratilidade do miocardio, entre outras acdes (BURNIER, 2001).

1.3 PAPEL DA BETA-ARRESTINA 2 NOS VASOS SANGUINEOS
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A regulacdo da contragdo do musculo liso nas arteriolas depende de um
conjunto de sinais neurais, hormonais e da sintese de substancias paracrinas. Com
relacao a sinalizacdo hormonal, a angiotensina Il (ANG Il) € um importante horménio
com significativas propriedades vasoativas que esta presente, devido ao seu potencial
como vasoconstritor, na resisténcia arteriolar (ATLAS, 2007). Em situagdes de
reducéo da pressdo sanguinea ocorre a ativacdo do sistema renina-angiotensina
(SRA) que culmina na liberagdo da ANG Il. Esta, por sua vez, induz a secrecéo de
aldosterona (MIRABITO COLAFELLA, BOVEE & DANSER 2019; ATLAS, 2007). No
entanto, a ANG Il possui outras agdes que levam ao aumento da pressao arterial que
nao somente a liberagcédo da aldosterona (VIOLIN et al., 2010).

Devido ao aumento da pressao arterial pela agcdo da ANG IlI, alguns
medicamentos surgiram para atenuar esta fungdo tratando assim a hipertensao
arterial. Essa classe de farmacos age especificamente inibindo a enzima conversora
de angiotensina (ECA). Esta enzima presente no endotélio vascular converte ANG |
em ANG Il e seu bloqueio diminui a producdo de ANG Il, o que causa relaxamento
dos vasos sanguineos, consequentemente induzindo a redugéo da pressao arterial.
Assim, a hipertensdo além de outras disfungbes cardiacas sao acometimentos
frequentemente tratados por meio da inibigdo farmacoldgica do sistema renina-
angiotensina-aldosterona (KASCHINA & UNGER, 2019; NEHME et al.,, 2019;
BURNIER, 2001). E para tal agao, sao utilizados principalmente os inibidores da ECA,
mas também podem ser utilizados bloqueadores do AT1R e antagonistas dos
mineralocorticéides (NEHME et al., 2019; BURNIER, 2001).

Esses medicamentos sdo utilizados quando ha efeito ndo benéfico para o
paciente com o uso dos inibidores de ECA. Por este motivo, os bloqueadores dos
AT1R sdo comumente utilizados para o tratamento de insuficiéncia cardiaca e
hipertensdo. Sabendo da afinidade de ligacdo entre a BARR2 e o AT1R, estudos
sugerem ainda, que a sinalizagdo mediada pela BARR leva a uma sinalizagao
cardioprotetora, por reduzir a lesdo celular em meio a leséo cardiaca aguda (KIM et
al., 2012; BURNIER, 2001).

Nesse sentido, o receptor AT1R, quando ativado, possui acédo relevante na
regulagdo da fisiologia cardiovascular, pois sua estimulagdo sustentada
excessivamente por ANG |l pode causar fibrose, induzindo a disfungao cardiaca e
contribuindo para a insuficiéncia cardiaca. Um fato importante é que essa ativacao

pode ocorrer também por meio de BARRSs recrutadas para o receptor ativado pelas
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quinases receptoras acopladas a proteina G. Assim, 0S mecanismos sao
consequentemente dependentes tanto da proteina G quanto da BARR (RYBA et al.,
2017; MONASKY et al., 2013).

Forcas hemodinamicas na parede dos vasos influenciam propriedades
funcionais das células endoteliais (CHISTIAKOV, OREKHOV & BOBRYSHEV, 2016).
As células endoteliais vasculares possuem diversos receptores com sensibilidade ao
fluxo (mecanosensores) que recebem e transmitem esses sinais por
mecanotransdug¢dao. Mecanotransducdo € um processo de conversao de forgas
mecanicas em mecanismos bioquimicos intracelulares (SANTOS et al.,, 2017;
CHISTIAKOV, OREKHOV & BOBRYSHEYV, 2016; KUCHAN et al., 1994).

A forga de atrito tangencial gerada pelo fluxo sanguineo na parede do vaso,
conhecida como estresse de cisalhamento (em inglés, Shear Stress) é uma das forgas
hemodindmicas que as células endoteliais vasculares sdo expostas pelo fluxo
(SANTOS et al., 2017, BARAUNA et al., 2013; DAVIES, 2009; LI et al., 2005). O
endotélio detecta e responde ao estresse de cisalhamento devido a diversos
mecanosensores, que como resultado do processo de mecanotransdugao regulam
diversos processos celulares como: crescimento celular, angiogénese e até mesmo
apoptose (CHATTERJEE & FISHER 2014; LI et al., 2005).

O estresse de cisalhamento também é um estimulo fisiolégico para a produgao
de 6xido nitrico (NO), importante regulador do ténus vascular (BARAUNA et al.,
2013). Nesse contexto, os GPCRs sao citados como potenciais mecanosensores
dessa sinalizagdo e dentro dessa classe o AT1R é tido como um importante
mecanosensor celular de superficie (RAMKHELAWON, RIVAS & LEHOUX,
2013). Logo, as BARR que tém papel importante ativagdo dos AT1R, também exibem
importante fungdo da producdo de NO estimulo-dependente de estresse de
cisalhamento agudo em células endoteliais por ativagcdo que envolve a via de
sinalizacdo Akt/eNOS (CARNEIRO et al., 2017).

1.4 PAPEL DA BETA-ARRESTINA 2 NO CORACAO

A afinidade da BARR2 com o receptor AT1R esta intimamente relacionada a
funcao de hipertrofia cardiaca fisioldgica, pela ativacdo de outra cascata metabdlica
importantissima para a contratilidade cardiaca, a quinase regulada por fatores

extracelulares (do inglés, extracelular regulated kinase - ERK) além da MAPK
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(FIGURA 1) (SANNI et al., 2010).

A ERK pode ser ativada via AT1R de duas vias distintas. A primeira envolve a
ativagdo por PKC e a segunda pela sinalizagdo da BARR2 independente de GPCR
(WEI et. al., 2003). A via de sinalizacdo de ERK1/2 dependente de BARR descreve
que em complexos com AT1R, a BARR2 serve de ancoragem para componentes da
cascata MAPK ativando assim a ERK1/2. Ou seja, a redugdo na expressao das
BARRZ2 causa reducao na atividade dos AT1Rs e diminuigao da ativacdo das cascatas
de MAPK e ERK1/2 (SANNI et al., 2010; AHN et al., 2004).

Além dos mecanismos de agao nos vasos ja citados anteriormente, que afetam
diretamente a hipertrofia cardiaca, as BARRs também tém funcdo de transducéo de
sinal para hipertrofia cardiaca através de mecanotransdugédo (SANTOS et al., 2017;
RAKESH et al., 2010). O receptor AT1R tem um papel importante no desenvolvimento
da hipertrofia cardiaca induzida pelo aumento de carga, que pode ser independente
de ANG Il, como demonstrado no estudo de Yasuda et al., (2008), onde mesmo sem
o envolvimento de ANG Il, o estresse mecéanico causado pelo aumento de carga
induziu a hipertrofia cardiaca. Rakesh et al., (2010) demonstraram que através do
estiramento mecanico dos cardiomiocitos, gerando sobrecarga hemodinémica, a
ativagdo do AT1R acontece mesmo na auséncia de um ligante no GPCR, mediante a

sinalizagao por BARRs.
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FIGURA 1: Vias de sinalizacéo pelos 7TMRs envolvendo as BARRs
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LEGENDA: Ligagao de um agonista no receptor acoplado a proteina G (GPCR), estimula o sistema de
segundos mensageiros como o Calcio (Ca?*), Adenosina Monofosfato Ciclico (CAMP) e cascatas de
sinalizagdo como Mitogen-activated protein kinases (MAPK). As beta-arrestinas (BARR) quando
fosforiladas pelo GPCR-quinase (GPCK) iniciam a sinalizagdo das cascatas MAPK e extracelular
regulated kinase (ERK) através do receptor de angiotensina Il tipo 1 (AT1R) o qual tem efeitos
importantes no sistema cardiovascular.

FONTE: Adaptado de Violin & Lefkowitz, 2007.

1.5 HIPERTROFIA CARDIACA FISIOLOGICA

A hipertrofia cardiaca esta relacionada ao aumento do tamanho e da massa
cardiaca que ocorre em consequéncia a demanda hemodinamica do coracao, e
consequente decorrente do aumento no tamanho das células do miocardio. Isso
resulta em maior volume das camaras cardiacas e aumento da espessura da parede
cardiaca (NYSTORIAK & BHATNAGAR, 2018; WILSON, ELLISON & CABLE, 2016).
Sendo assim, pode-se dizer que a hipertrofia € processo no qual ocorre um
remodelamento cardiaco devido a sobrecarga de volume e pressao. Existem duas
formas de hipertrofia resultantes do exercicio, que basicamente podem ser

compreendidas como: a hipertrofia concéntrica que ocorre quando existe uma
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sobrecarga de pressdo causando aumento da espessura da parede do ventriculo
esquerdo e; a hipertrofia excéntrica, que é decorrente de uma sobrecarga de volume
causando o aumento nas dimensdes da camara ventricular (MULLER & DHALLA,
2013).

Sabe-se que existe uma similaridade entre a hipertrofia fisiolégica e patoldgica,
sendo ambos os tipos inicialmente provocados por um aumento da carga sobre os
ventriculos. A sobrecarga gerada nos ventriculos pode acontecer de maneira natural
em resposta a um estimulo fisioldgico, gerando um aumento da massa cardiaca para
normalizar o estresse nas paredes miocardicas. Porém, durante o repouso, permite
uma fungéo cardiovascular normal, que € o caso da hipertrofia fisiolégica cardiaca por
esforgo/exercicio. No entanto, quando essa sobrecarga nas paredes ventriculares néo
€ aliviada em repouso, devido anormalidades hemodinamicas como € o caso de
algumas situagdes patoldgicas cronicas, o coragao hipertrofiado pode dilatar, a fungao
contratil diminuir e progredir, por exemplo, para a uma insuficiéncia cardiaca (VEGA
et al., 2017; BERNARDO et al., 2010).

1.6 EXERCICIO FiSICO VOLUNTARIO

O exercicio fisico regular de intensidade moderado esta associado a prevengao
de doencas cardiovasculares e é utilizado para o tratamento para inumeras doencas
cardiovasculares e metabdlicas, com reconhecido efeito benéfico na redug¢ao do risco
cardiovascular (AGARWAL, 2012; ASCENSAO, FERREIRA & MAGALHAES, 2006).
Além disso, alteracbes no metabolismo e sinalizacdo tecidual que determinam
hipertrofia cardiaca e modificagbes vasculares sao resultantes, muitas vezes, de
estimulos fisiolégicos causados pelo treinamento fisico. (NYSTORIAK &
BHATNAGAR, 2018; FERNANDES et al., 2011). Melo e colaboradores (2017)
demonstraram, que o treinamento fisico de resisténcia pode aumentar a expressao de
BARRZ2, consequentemente, com isso a ativacao do AT1R pode exercer o estimulo
cardiaco hipertréfico induzido pelo exercicio.

Um condiocionamento fisico adequado induz alteragdes fisiologicas téao
significativas nos sistemas cardiovascular, neurolégico e enddcrino que sao capazes
de prevenir, estabilizar e até regredir cardiopatias degenerativas. Porém, para um

programa de condicionamento fisico adequado, deve-se levar em consideragao as
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caracteristicas individuais de cada paciente tais como idade, sexo e nivel de aptidao
fisica. (BENETTI, 1997).

Além disso, os beneficios cardiovasculares no exercicio dependem também da
frequéncia, intensidade e duragao do exercicio. Em individuos ndo adaptados, a
atividade fisica é capaz de aumentar a pressdo sanguinea, entretanto ao longo do
tempo com a execugéao de exercicios fisicos moderados e regulares percebe-se uma
frequéncia cardiaca menor em repouso, assim como hipertrofia cardiaca fisioldgica
(NYSTORIAK & BHATNAGAR, 2018; WILSON, ELLISON & CABLE, 2016).

Considerando que protocolos de treinamentos forgados, como natacédo e
corrida em esteira geram certa preocupagao devido aos mecanismos indutores de
hipertrofia ndo serem puramente fisiolégicos (BERNARDO et al., 2010), um modelo
alternativo de treinamento vem sendo empregado nos estudos, o exercicio voluntario,
onde os animais tém livre acesso as rodas de corrida e apresentam um aumento do
trofismo cardiaco a partir de 3 a 4 semanas de treinamento, dependendo de algumas
variaveis (VEGA et al., 2017; KONHILAS et al., 2015; KONHILAS et al., 2004).

JUSTIFICATIVA

Devido a necessidade de entendimento sobre o papel das BARR2 no sistema
cardiovascular, relacionado ao escasso numero de estudos sobre o exercicio fisico
voluntario e sua capacidade de minimizagado do estresse gerado por protocolos de
treinamento forcado, o presente estudo busca entender melhor o papel da BARR2 no
sistema cardiovascular. O esclarecimento desse mecanismo se faz necessario, devido
a importancia que algumas drogas especificas usadas no tratamento e prevencgao de
doencas cardiovasculares tém nesse contexto. Esses farmacos tém como alvo os
AT1Rs, onde a BARR2 atua com importante funcdo. Dessa maneira, o presente
estudo busca esclarecer o papel fisiolégico da BARR2 no mecanismo de hipertrofia
cardiaca e na sinalizagdo da vasomotilidade, podendo contribuir também para

futuramente o desenvolvimento de farmacos com esse foco.
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2 OBJETIVOS E HIPOTESES

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar alteracdes cardiovasculares induzidas em resposta ao exercicio fisico

voluntario em camundongos nocaute para o gene da BARR2.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analisar o efeito do nocaute do gene de Beta Arrestina 2 na hipertrofia
cardiaca nos diferentes sexos.

2. Observar a influéncia da Beta Arrestina 2 em parametros cardiacos por meio
da analise funcional do coragao.

3. Avaliar possiveis alteracbes de fosforilacdo de proteinas sarcoméricas e
proteinas cardiacas reguladoras ap6s a exercicio fisico voluntario
associado ou ndo ao nocaute do gene da BARR2.

4. Avaliar a reatividade vascular em vasos mesentéricos apdés 6 semanas de

exercicio fisico voluntario.

2.3 HIPOTESES

- Camundongos com nocaute do gene da BARR2 tém atenuagao da hipertrofia
cardiaca fisiolégica induzida por exercicio fisico voluntario comparado aos
camundongos controles.

- Os vasos sanguineos periféricos de animais com nocaute de beta arrestina 2

tem reducao na capacidade de dilatacdo comparado aos animais controle.
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3 METODOS

Os procedimentos descritos nessa sessao foram realizados de acordo com a
legislacéo vigente sobre o uso de animais de laboratério em pesquisa publicado pelo
Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos da América (The Public Health
Service Policy on Human Care and Use of Laboratory Animals and The Animal Welfare
Act) e foram previamente aprovados pelo comité de ética para cuidados de animais

em pesquisa da University of lllinois at Chicago (ANEXO I).

3.1 MODELO ANIMAL E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais utilizados no presente estudo foram animais nocautes para o gene
da beta-arrestina 2 (BARR2KO) e controles sem alteragdo genética da linhagem
FVB/N gerados nos laboratorios Charles River (Chicago, IL, EUA) e mantidos no
biotério do College of Medicine Research Building — University of lllinois at Chicago,
num ciclo claro-escuro de 12 horas, com livre acesso a agua e racao (RYBA et al.,
2017).

A amostra foi composta de 72 camundongos, de ambos os sexos, com 12
semanas de idade. Animais nocaute e controle foram divididos em grupos que foram
submetidos a exercicio fisico voluntario, denominado corredores, ou que nao foram
submetidos ao exercicio, denominados sedentarios. No grupo de corredores 0s
animais tiveram acesso livre as rodas de corrida, durante as 6 semanas de protocolo,
no entanto os animais que ndo apresentassem adaptagéo ao exercicio, ou seja, que
nao corressem uma média de 5 km/dia, seriam excluidos do estudo (KONHILLAS et
al., 2004). Contudo, néo tivemos nenhum animal que ndo se adaptou ao exercicio em
nosso estudo. Os animais sedentarios permaneceram nas caixas sem rodas de
corridas, com as mesmas condigcdes dos animais corredores. Os grupos foram
denominados da seguinte maneira: Grupo Controle (NTG) sedentario (n=16); Grupo
controle (NTG) corredor (n=20); Grupo nocaute (BARR2KO) sedentario (n=16) e
Grupo nocaute (BAAR2KO) corredor (n=20). O delineamento experimental esta
sumarizado na FIGURA 2.
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FIGURA 2: Delineamento experimental

CORREDORES SEDENTARIOS
BARR2 KO NTG BARR2 KO NTG
n=20 n=20 n=16 n=16
(109 e 10) (107 e 107) (82 e 87) (87 e 87)
ECOCARDIOGRAFIA BASAL ECOCARDIOGRAFIA BASAL
EXERCICIO FISICO VOLUNTARIO SEDENTARISMO
ANALISES FUNCIONAIS ANALISES FUNCIONAIS
- Fungao Endotelial - Fungao Endotelial
- Ecocardiografia - Ecocardiografia
Medidas Antropométricas - Medidas Antropométricas
- Fibra Isolada - Fibra Isolada
ANALISE BloQUIMICA ANALISE BIOQUIMICA
- Western Blot - Western Blot

FONTE: A autora (2020)

Inicialmente, os animais foram submetidos a ecocardiografia basal para analise
de parametros cardioldgicos, em seguida foram alojados e mantidos durante toda a
intervencdo de 6 semanas em caixas individuais, com livre acesso a agua e
alimentacgao. Essas caixas também foram equipadas, nos grupos dos corredores, com
rodas de atividade/corrida voluntaria, segundo a metodologia usada por Konhillas e
colaboradores (2004). Essas rodas de corrida transmitiam continuamente os registros
da corrida por Wifi, que foram analisados semanalmente. A intervengao por exercicio
voluntario teve a duracdo de 6 semanas. Apds o tempo de intervencdo, os animais
passaram novamente por analise ecocardiografica e foram direcionados para analises
funcional in vitro e bioquimica, como descrito adiante. As analises funcionais
realizadas foram: avaliagao de fibras cardiacas isoladas, com objetivo de determinar
a sensibilidade dos miofilamentos ao célcio e; analise da reatividade em vasos
mesentéricos. Foi ainda realizada a técnica de Western Blot com foco na expresséao e
fosforilagdo de proteinas constituintes dos miofilamentos e evolvidas no transporte de

calcio no cardiomiocito (FIGURA 3).
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FIGURA 3: Diagrama das etapas experimentais.
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FONTE: A autora (2020)

3.2 GENOTIPAGEM

Para a genotipagem dos camundongos BARR2 KO, foi extraido DNA genémico
pela bidpsia realizada da amostra caudal dos animais aos 21 dias de idade. Apds a
extragcdo as amostras foram mantidas a -20°C para posterior analise. A genotipagem
foi realizada pela reagéo em cadeia da polimerase (PCR — polymerase chain reaction)
em termociclador utilizando oligonucleotideos iniciadores (primers) especificos para a

deteccdo de BARR2, método previamente descrito por Pena & Wolska (2004).

3.2.1 Extragdo de DNA

Um kit comercial (RED Extract-N-AmpTM Tissue PCR Kit, SIGMA, Saint Louis,
MO, USA) foi utilizado para extracdo de DNA. As amostras coletadas que foram
mantidas congeladas foram colocadas em tubos plasticos de 0,5 mL e a estes foi
adicionado 50 pL de solugédo de extracdo (Sigma #E7526) e 12,5 pL de solugéo de

preparacgao tecidual (Sigma #T3073). As amostras foram mantidas nesta mistura por



31

10 minutos em temperatura ambiente e, apds isso, 3 minutos adicionais em 96 °C. Em

seguida, adicionou-se 50 L de solugdo neutralizante (Sigma #N3910).

3.2.2Reacédo em cadeia da polimerase

Utilizou-se uma solugdo de mistura para PCR com a seguinte composic¢ao:
REDExtract-N Amp PCR Ready mix (5,0 pL), Primer (Mutant) para ARRB2-KO (0,25
uL), Primer (Wild Type) para ARRB2-WT (0,25 L), Primer (Common) para ARRB2-
Common (0,50 uL), extrato de DNA (1 pL), ddH20 3 pL.

ARRB?2 - Utilizou-se um ciclo de desnaturagao de 2 minutos em 94°C, seguido
de 10 ciclos compostos de desnaturagdo em 94°C de 20 segundos, anelamento em
65°C de 15 segundos e extensdo em 68°C de 10 segundos. Uma nova rodada de 28
ciclos compostos de desnaturagdo em 94°C, anelamento em 60°C de 45 segundos e
extensdo em 72°C de 10 segundos. Um ciclo de extenséo final em 72°C de 1 minuto
e resfriamento final em 4°C por uma hora. Os iniciadores utilizados apresentam a

seguinte sequéncia:
PRIMERS (20 uM)

Wild Type (10126): 5' GAT CAAAGC CCT CGATGATC 3
Common (10127): 5 ACA GGG TCC ACT TTGTCCA 3
Mutant (10128): 5'GCT AAA GCG CAT GCT CCAGA 3

3.3 CORRIDA VOLUNTARIA

A atividade fisica espontdnea foi mensurada por numero de rotacdes
executadas pelos animais nas rodas de atividade acopladas as gaiolas durante o
periodo de 24 horas ao longo de 6 semanas. Os dados foram transmitidos
instantaneamente via Wi-Fi para um programa desenvolvido pelos alunos de mestrado

e doutorado do laboratério (UIC Physical Therapy Laboratory) parceiro do
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Departamento de Fisioterapia da University of lllinois at Chicago, utilizado para os
calculos necessarios (ROBINSON et al., 2017). Esses dados foram coletados a cada
48 horas, onde uma breve analise era realizada para observar o funcionamento
correto dos equipamentos. Foram quantificadas as variaveis de distancia percorrida,

em metros, a cada 24 horas.

3.4 ECOCARDIOGRAFIA

Os animais foram anestesiados durante todo o procedimento por via inalatéria,
com o uso de Isoflurano (1% de Isoflurano em 100% de oxigénio) por meio de mascara
facial. O nivel adequado de anestesia foi determinado a partir da observacdo de
padrao respiratério e reflexo de pingamento da pata traseira e, havendo qualquer
resposta, a dose era aumentada a fim de proteger o animal de estimulos dolorosos. A
temperatura corporal foi mantida em 37°C mediante o posicionamento dos animais,
durante todo o teste, sobre uma plataforma aquecida. A ecocardiografia transtoracica
foi realizada em todos os animais em dois momentos. Inicialmente, no momento
descrito como basal, com 12 semanas de vida, previamente a exposi¢ao ao exercicio
fisico ou sedentarismo; e apds as 6 semanas de exercicio fisico voluntario, sendo
realizada a avaliagdo dos mesmos parametros nos dois momentos. As imagens foram
obtidas com um transdutor Linear Array MS550D para aquisicdo de imagens em
tempo real com centro de frequéncia de 40 MHz acoplado a um sistema de aquisi¢cao
de imagens VEVO 2100 de alta resolugao (VisualSonics), utilizando protocolos
previamente descritos por Rajan et al., 2010 e Gaffin et al., 2011. Todas as medidas
foram realizadas pelo mesmo ecocardiografista com cegamento dos grupos.

A avaliagdo morfolégica foi realizada através do modo M anatémico (AM) para
a obtencdo das dimensdes intracavitarias do ventriculo esquerdo (VE) e atrio
esquerdo (AE) com o eixo longo paraesternal esquerdo. Com o eixo curto paraesternal
ao nivel dos musculos papilares, foi possivel mensurar a dimensao interna do
ventriculo esquerdo - left ventricle internal diameter (LVID), estimar a massa do
ventriculo esquerdo — left ventricle (LV mass) e espessura relativa da parede livre do
VE.

O Doppler pulsado com o volume da amostra localizado no centro do orificio
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mitral e distalmente as suas cuspides foi realizado para avaliagao da fungao diastélica
do VE. Com essa técnica foi possivel mensurar trés parametros: 1) Razdo E/A =
relacdo entre os picos de velocidades de fluxo transmitral durante a fase de
enchimento diastolico precoce (onda E) e durante a contracdo atrial (onda A); 2)
Tempo de desaceleracédo da onda E (TD), que foi obtido entre o pico da onda E a linha
de base e 3) Tempo de relaxamento isovolumétrico do ventriculo esquerdo (TRIV),
que foi medido desde o fechamento da valvula adrtica até a abertura da valvula mitral.
Informagdes adicionais da fungao diastélica foram obtidas com as imagens do Doppler
Tecidual (TDI), como o pico de velocidade na diastole inicial/precoce (Em) e tardia
relacionado a contracao atrial (Am) e o pico de velocidade sistolico (Sm) (ALVES et.
al., 2014).

A funcédo sistdlica foi mensurada por fragdo de ejecdo (EF), fracdo de
encurtamento percentual (EP) do VE (Fraction of Shortening - FS) e velocidade média
do encurtamento circunferencial (Vcf). Todas as medidas e analises foram calculados
com a meédia de 3 ciclos consecutivos e realizados de acordo com as diretrizes da
Sociedade Americana de Ecocardiografia (Lang et al., 2005). A analise dos dados foi

realizada com o software analitico Vevo 2100.

3.5 FIBRA MUSCULAR CARDIACA ISOLADA

Para mensuracao do desenvolvimento de forca, foram obtidos feixes de fibras
musculares cardiacas isoladas dos musculos papilares do VE. Inicialmente os animais
foram anestesiados com quetamina/xilazina (80/20 mg/kg massa corporal) e apds
confirmacado da anestesia, os coragbes foram rapidamente extraidos a partir de
ressecacao toracica e imediatamente colocados em uma solucédo a 4°C denominada
de solugdo de alto relaxamento (HR) (10mmol/L EGTA, 6,57mmol/L MgCl,
41,89mmol/L KProp, 100mmol/L BES, 6,22mmol/L ATP, 10mmol/L Creatinine
phosphate, 5Smmol/L Na Azide, pH 7,0) contendo inibidores de proteases (2,5 ug/mi
pepstatina A, 1ug/ml Leupeptina e 50 umol/L PMSF). Os musculos papilares foram
rapidamente dissecados em feixes de fibra de aproximadamente 150 ym de didmetro
e entre 4 e 5 mm de comprimento. As fibras foram desmembranadas por meio de

exposicao dos feixes a solugdo HR contendo 1% de Triton X-100 e 10 IU/ml de
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creatinina quinase por 30 minutos em temperatura ambiente. As fibras isoladas foram
entdo acopladas e coladas em uma das extremidades em um transdutor de forca e na
outra, em um posto fixo anexado a um micromanipulador responsavel por controlar o
comprimento e posigao da fibra. Todo o procedimento foi realizado de maneira rapida
e, em seguida, a fibra foi imersa numa solugcdo HR com apenas 10 IU/ml de
creatininaquinase. O comprimento do sarcébmero foi determinado em 2,3 ym para
todas as fibras pela técnica de difracao de laser. A relagdo isométrica entre pCa e
forca foi determinada pela imersao da fibra isolada, sequencialmente, em solugbes
com crescentes concentragdes de Ca*? (pCa 7,0 a 4,5). Todas as solugdes continham
os inibidores de protease descritos acima. A relagao entre forga-pCa foi ajustada a
equacgao de Hill, com regressao nao linear para derivar o coeficiente de Hill e pCa.
Deslocamentos foram posteriormente analisados, bem como a forca maxima obtida

pelas fibras.

3.6 WESTERN BLOT

A extracao dos coragdes destinados as analises bioquimicas foi realizada apos
6 semanas de intervencdo. De maneira similar aos protocolos descritos acima os
animais foram anestesiados com quetamina/xilazina (80/20 mg/kg massa corporal) e
apo6s confirmacao do estado anestesiado, os coragdes foram rapidamente extraidos
através de toracotomia e imediatamente congelados pela imersdo em nitrogénio
liquido e armazenados em temperatura de -80 graus Celsius. A preparagado das
amostras foi realizada de duas maneiras. A primeira homogeneizagao para isolamento
das miofibrilas foi realizada com o uso de detergente Triton X-100 na solugéo de
extracdo SRB (75mmol/L KCL, 10mM Imidazole pH 7,2, 2mmol/L MgClz, 2mmol/L
EGTA, 1Tmmol/L NaN3z). O Triton X-100 é responsavel por retirar toda a camada
membranosa dos feixes de fibra muscular. A segunda preparagéo foi realizada de
maneira similar, mas sem o uso do detergente, apenas a solu¢do SRB. Todas as
solugdes utilizadas nesse experimento continham os inibidores de proteases leupetina
(0.5 mg/L), pepstatina A (0.5 mg/L) e Caliculina (0.4mmol/L).

As proteinas foram separadas por eletroforese em géis na concentragao de 12
e 15 % de Bis-Aliacrilamida (1:29) e transferidas para membradas de PVDF de 0,2
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mm utilizando o equipamento PowerPac Universal Power Suply (BioRad Laboratories,
USA). As membranas foram bloqueadas de ligagdes inespecificas com leite
desnatado (5 %) por uma hora em temperatura ambiente, em solugéo TBS (0,5 M tris-
base, 2M NaCl, pH7,5, ajustado com HCI) (contendo 0,1 % Tween-20 (TBST). Entéao
as membranas foram incubadas em TBST contendo leite desnatado a 5 % ou TBST
contendo albumina bovina a 1% e adicionado dos seguintes anticorpos primarios: PLN
S16 (1:1000, MILLIPORE, 07-052), PLN T17 (1:2000, Badrilla, AO10-13AP, Leeds,
UK), Total PLN (1:2000, Badrilla, AO10-4, Leeds, Uk), Serca 2A (1:1000, Cell Signaling
Technology, Danvers, MA), MLCV2 (1:2000, Enzo Life Sciences, Farmindale, NY),
cTnl (1:1000, Fitzgerald Industries Intl., Acton MA), cMyBP-C P-273 (1:500, gerado
por Sakthivel Sadayappan, PhD), cMyBP-C P-282 (1:25000, gerado por Sakthivel
Sadayappan, PhD), cMyBP-C P-302 (1:10000, gerado por Sakthivel Sadayappan,
PhD) e cMyBP-C total (1:1500, gerado por Richard L. Moss, PhD). Apés lavadas com
TBST, as membranas foram incubadas com os anticorpos secundarios de acordo com
a origem do anticorpo primario. Novamente, as membranas foram lavadas em TBST
e entdo expostas para obtengao das imagens das bandas imunoreativas, as quais
foram detectadas pelo método de quimiluminescéncia com exposi¢ao ao reagente
Enhanced chemiluminescence ECL (BioRad, USA). As bandas foram detectadas e
escaneadas pelo sistema de imagem ChemiDoc (BioRad, USA), e em seguidas
analisadas utilizando o software de analise de imagens ImageLab. Beta-actina (Grupo
Proteintech, 66009-1-lg, Rosemont, IL, concentracéo 1:2000) e GAPDH (Santa Cruz
Biothechnology, Inc, sc-25776, Dallas, TX, concentragédo 1:4000) foram utilizados
como controle interno para confirmagdo da quantidade de proteinas carregadas no
gel, com intuito de assegurar que todas as amostras de um mesmo gel possuiam

quantidades semelhantes de proteina total.

3.7 ANALISE DA FUNCAO ENDOTELIAL E DO MUSCULO LISO

Arteriolas mesentéricas foram dissecadas e canuladas em micropipetas de
vidro, pressurizadas a 60 cmH20 para estabilizagdo durante 30 min e nutridas com
solugdo de Krebs oxigenada e mantida a temperatura de 37 °C. Apds estabilizagao,

as arteriolas foram pré-contraidas com Endotelina-1 (100-200 pM). Em seguida, os
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vasos foram expostos a dilatacdo por incremento de fluxo, induzindo a vasodilatagao
por aumento do gradiente de pressao (10, 20, 40, 60 e 100 cmH20), e apds a
estimulacéo, o calibre do vaso foi dilatado para o didametro basal com Papaverina (100
MM).

ApOs a avaliagao basal, os vasos foram expostos a hipertensao intraluminal (~
130 mmHg) durante 45 minutos. Em seguida, a vasodilatagdo mediada pelo fluxo foi
avaliada novamente, imediatamente apds a hipertensao.

Em um segundo momento foi avaliada a viabilidade do NO-« e do H202 antes e
apo6s a hipertensdo. Para a avaliagao da viabilidade o NO- foi utilizado o bloqueador
seletivo éster metilico de NG-nitro-L-arginina (L-NAME) (100 yM), 30 minutos antes
da avaliacdo da vasodilatagdo mediada pelo fluxo, no momento basal, apds a
hipertensdo e associado ao Losartan no momento apdés a hipertensdo. Para a
avaliacdo da viabilidade do H20: foi utilizado o Catalase-polietilenoglicol (PEG -
Catalase) (50 U/l), por 30 minutos, antes da vasodilatagdo mediada pelo fluxo no

momento basal e apds a hipertensao

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente, todos os dados passaram por teste de normalidade da amostra de
Shapiro-Wilk, seguido por andlise descritiva da amostra e indice de kurtose e
skewness. Uma vez que passaram no teste de normalidade, os dados paramétricos
foram apresentados como média + desvio padrdo ou erro da média. O programa
utilizado para analise estatistica foi o Prisma (versao 8.0), e assumiu-se o valor de p<
0,05 como significativo.

A fim de comparar as médias entre os grupos em relagao aos fatores gendtipo
e exercicio fisico foi utilizado uma Analise de Variancia (Two-Way ANOVA)
independente do sexo, seguido de outra sub-analise Two-Way Anova para cada sexo,
com pos teste de Tukey ou Bonferroni para multiplas comparagdes. Considerou-se

diferenga entre os grupos quando o p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 A DISTANCIA PERCORRIDA E REDUZIDA EM FEMEAS BAAR2 KO.

A analise dos dados obtidos pela corrida voluntaria, demonstrou atividade
predominante no periodo noturno, como apresentado na Figura 4. Foi observada
similaridade durante as duas primeiras semanas de experimento onde os animais
estavam, possivelmente, se adaptando ao instrumento. No entanto, a partir da terceira
semana, observou-se diferenca no tragado das curvas entre os dois grupos (FIGURA
4A). Contudo, essa diferenga é estatisticamente significativa quando os animais foram
separados por sexo (Figura 4B). Houve diminuicdo na distancia percorrida pelas
fémeas BARR2 KO, iniciando na terceira semana e perdurando todo o periodo de
intervencdo quando comparada as fémeas NTG (p = 0,0001 e F = 20,89), ndo sendo

essa diferenga observada nos machos (p = 0,5016 e F = 0,4562).
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FIGURA 4: Média semanal da distancia percorrida durante 6 semanas de corrida voluntaria
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LEGENDA: (A) Comparacao entre grupos NTG e KO. (B) Comparagao entre NTG e KO separados por
sexo. * Representa valor de p < 0.05 entre fémeas NTG e KO na mesma semana. Os dados estédo
apresentados como média + erro padrao da média.

FONTE: A autora (2020).
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4.2 FEMEAS BARR2 KO APRESENTAM INCAPACIDADE DE DESENVOLVER
HIPERTROFIA  FISIOLOGICA CARDIACA POR EXERCICIO FiSICO
VOLUNTARIO

Na analise da fungao cardiaca realizada no momento basal por ecocardiografia,
nao foi observada diferenca nas medidas das camaras e paredes cardiacas entre os
grupos, demonstrando nao haver efeito basal do nocaute de BARR2 nestes
parametros (P > 0,05). Porém, ao final das seis semanas de atividade fisica voluntaria
pode-se observar diferenca relacionada ao sexo nos parametros: diametro do atrio
esquerdo (FIGURA 5A, p = 0,0001 e F = 12,13); massa do ventriculo esquerdo
(FIGURA 5D, p = 0,0007 e F = 8,674) e didametro diastdlico interno do ventriculo
esquerdo (FIGURA 6A, p = 0,0001 e F = 12,57). Observou-se aumento destas
variaveis nas fémeas no grupo NTG, em comparagao ao momento basal (p<0,05), o
que néo foi observado nas fémeas KO (FIGURA 5B, 5E e 6B, respectivamente). Nao
houve impacto significativo nestas medidas apds o exercicio em machos. Os valores
das variaveis do ecocardiograma podem ser encontrados nas FIGURAS 5 e 6 e na
TABELA 1.
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FIGURA 5: Avaliacéo ecocardiografica do didmetro do AE e massa de VE no momento basal
e apos 6 semanas de exercicio voluntario.
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nas fémeas (mm), (C) (A) didmetro do atrio esquerdo em em machos (mm), (D) massa do ventriculo
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ventriculo esquerdo em machos (mg). * Simboliza valor de p < 0,05. Os dados estdo apresentados
como média * erro padréo da média.

FONTE: A autora (2020).



41

FIGURA 6: Analise ecocardiografica do diametro interno do ventriculo esquerdo no momento
basal e apos 6 semanas de exercicio voluntario.
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ventriculo esquerdo em machos (mm) * Representa valor de p < 0.05. Dados estédo apresentados como

média * erro da média.
FONTE: A autora (2020).
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Ainda em relagdo aos dados de ecocardiografia, pode-se observar diferenca
entre os grupos de fémea no parametro velocidade média do encurtamento
circunferencial (Vcf) onde as fémeas NTG e KO exercitadas apresentaram diminui¢ao
dos valores em relacéo as fémeas do grupo de sedentarias correspondente (TABELA
1, p = 0,0001 e F =15,78). Ja no parametro Pico de velocidade sistélico (Sm) houve
diferenca apenas entre as fémeas NTG, onde as corredoras apresentaram diminuigao
dos valores quando comparadas ao grupo de fémeas NTG sedentarias (TABELA 1, p
=0,0075 e F = 5,497).

Outro indice de medida de trofismo avaliado foi a razdo massa do
coragao/comprimento da tibia (FIGURA 7). Foi observado aumento deste indice nas
fémeas do grupo NTG corredoras em comparagdo ao grupo de fémeas NTG
sedentarias (FIGURA 7A, p =0.0120 e F = 4,182). Nao foi observada alteragéo neste
mesmo indice em fémeas KO. Nao foram observadas alteracdes de trofismo medido
pela razdo massa do coracdo/comprimento da tibia em machos, independente do
genotipo (FIGURA 7B, p = 0,1073 e F = 2,180).
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TABELA 1: Parametros ecocardiograficos em camundongos NTG e Beta arrestina KO apds 6 semanas
de corrida voluntaria.

Parametro

FE (%)

E/A

E/E

TRIV (ms)

7D (ms)

Vcf (circ/s)

Sm (cm/s)

Sedentarios

M
(n=5)

63,07
4,10

1,84
+0,38

34,70
14,92

12,08
1,13

24,24
+1,40

7,08
+0,52

24,37
+1,09

NTG
F
(n=6)

71,28
2,97

1,86
+0,33

28,12
1,74

11,38
+0,90

16,51
+1,68

9,40
+0,82

27,82
1,94

Sedentarios

KO
M
(n=6)

62,40
2,12

1,96
+0,20

30,41
12,65

11,81
+0,49

20,97
+1,44

7,07
+0.40

24,16
+0,33

F
(n=6)

70,01
+1,37

1,69
+0,12

25,18
+1,54

11,90
+0,92

18,15
+2,80

9,31
+0,37

25,22
+1,54

Corredores
NTG

M F
(n=7) (n=6)
58,93 59,39
+2,59 +3,92
1,96 2,21
+0,23 +0,17
33,62 28,23
+1,18 +1,93
12,66 13,08
+0,90 +0,95
27,78 19,51
+1,05 +1,86
6,75 6,61 *
+0,44 +0,47
23,59 21,06*
+0,81 +1,21

Corredores

M
(n=6)

59,89
2,72

1,65
+0,14

28,71
1,94

10,91
+0,62

20,78
+2,09

7,07
+0,40

22,48
1,44

LEGENDA: Os dados estédo apresentados como média + erro padrdo da média.
NTG, nao transgénico; KO, nocaute; EF, Fracdo de Ejecao; E/A, razdo entre diastole inicial/contragao
atrial; E/E ; TD, tempo de desaceleragao; TRIV, tempo de relaxamento isovolumétrico; Vcf, velocidade
média de encurtamento circunferencial; Sm, pico de velocidade sistdlica; circ/s, circunferéncia por
segundo; cm/s, centimetro por segundo; ms, milisegundos. * Representa valor de p < 0,05 na

comparacgao entre as fémeas do mesmo gendtipo antes e apds o exercicio.

FONTE: A autora (2020).

F
(n=5)

62,43
+2,41

2,44
+0,24

28,95
+3,50

14,44
+1,65

19,11
1,16

6,12 *
+0,39

21,87
+1,19
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FIGURA 7: Razao entre massa do coragao e comprimento da tibia.
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LEGENDA: (A) Ambos os sexos, (B) Fémeas, (C) Machos. * Representa valor de p < 0,05 na
comparacgao. Os dados estdo apresentados como média * erro padrao da média.
FONTE: A autora (2020).
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4.3 O EXERCICIO FiSICO VOLUNTARIO RECUPERA A CAPACIDADE DE
DILATACAO DOS VASOS PERIFERICOS EM ANIMAIS BARR2 KO

Foi inicialmente observada reducdo na dilatacdo fluxo-induzida (DFI) em
arteriolas mesentéricas nos animais KO sedentarios em relagdo aos animais NTG.
Este efeito ocorreu a partir de delta 20 cmH20 de presséao (p = 0,0048) e perdurou até
100 cmH20 (p = 0,0002). Pode-se ainda observar que nos animais KO corredores
houve recuperacado da capacidade de dilatacdo dos vasos periféricos, que alcangou
niveis semelhantes aos animais NTG, apds o exercicio voluntario (FIGURA 8). O

numero de animais observado em cada grupo esta apresentado na TABELA 2.

FIGURA 8: A reducao da Dilatagéo Fluxo-Induzida (DFI) em vasos mesentéricos isolados de
camundongos BARR2 KO é recuperada apds 6 semanas de exercicio voluntario.
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LEGENDA: Dilatagdo maxima dos vasos versus gradiente de pressdo em cmH20 em ambos os
genotipos. * Representa valor de p < 0,05 comparado ao grupo sedentarios NTG; T Representa valor
de p < 0,05 comparado ao grupo sedentario KO. Dados estéo apresentados como média + erro padréo
da média.

FONTE: A autora (2020).
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No entanto, ndo foram encontradas diferencas além das previamente relatadas
acima, relacionadas ao sexo dos animais, quando observado separadamente fémeas
de machos (FIGURA 9 A e B).

FIGURA 9: Diferengas na Dilatacdo Fluxo-Induzida (DFI) em vasos mesentéricos isolados de
camundongos BARR2 KO e NTG.
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LEGENDA: (A) Dilatagdo maxima dos vasos versus gradiente de pressao em cmH20 em fémeas. (B)
Dilatagcdo maxima dos vasos versus gradiente de pressao em cmH20 em machos. * Representa valor
de p < 0,05 comparado ao grupo sedentarios NTG; T Representa valor de p < 0,05 comparado ao grupo
sedentario KO. Dados estao apresentados como média * erro padrdo da média.

FONTE: A autora (2020).

De maneira similar, quando expostos a alta pressao intraluminal (APIL) por 30
minutos, os vasos dos animais sedentarios NTG apresentam dificuldade de dilatagao
quando recrutados desde 20 cmH20 mantendo a deficiéncia na dilatagdo durante todo
o experimento até 100 cmH20 quando comparados aos vasos de animais sedentarios
sem exposi¢cao a APIL. De maneira oposta, os animais que realizaram o exercicio
fisico voluntario recuperaram a capacidade de dilatacdo quando expostos a alta
pressado, quando comparados aos corredores que ndo passaram por APIL (FIGURA
10 A, p=0,0238 e F = 5,289). No grupo de animais BARR2 KO, mesmo o0s vasos na
situacao basal, sem nenhuma exposicao a alta pressao, apresentam capacidade de
dilatacdo diminuida em relacdo aos animais corredores na mesma situacado. Quando
expostos a APIL, os vasos dos animais KO sedentarios sdo ainda mais afetados na
capacidade de dilatagdo, com valores que representam aproximadamente metade dos
valores dos animais corredores também expostos a alta presséo (FIGURA 10 B, p =
0,0001 e F = 309,5).
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FIGURA 10: Diferencas na Dilatagéo Fluxo-Induzida (DFI) em vasos mesentéricos isolados
de camundongos BARR2 KO e NTG p0s alta presséo intraluminal (APIL).
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LEGENDA: (A) Dilatagdo maxima dos vasos versus gradiente de pressdao em cmH20 apods alta pressao
intraluminal em NTG. (B) Dilatagdo maxima dos vasos versus gradiente de pressdo em cmH20 apos
alta pressao intraluminal em KO. * Representa valor de p < 0,05 quando comparado ao grupo de
sedentarios pré APIL; T representa valor de p < 0,05 quando comparado ao grupo sedentarios pos
APIL. Dados estao apresentados como média + erro padrao da média.

FONTE: A autora (2020).
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A fim de observar o papel de diferentes vias de ativagéo do Oxido Nitrico (NO)
na DFI das arteriolas, observamos a resposta dos vasos aos compostos L-Name e
PEG-Catalase (TABELA 2). De maneira similar ao que apresentamos anteriormente,
os animais sedentarios KO tém capacidade de dilatacdo reduzida em relacdo aos
sedentarios NTG. Nao houve diferenga apds o uso de L-NAME entre os grupos. No
entanto, com o uso de PEG-Catalase, a DFI é reduzida nos animais sedentarios KO
comparado aos sedentarios NTG na mesma situagao. Além disso, a PEG-Catalase foi

capaz de reduzir a DFI apenas nos animais BARR2KO.

TABELA 2: Dilatacéo fluxo-induzida (DFI) apds a exposicdo a L-Name e PEG-Catalase em animais
ARRB2 KO e NTG apoés 6 semanas de exercicio fisico voluntario.

Baseline L-Name PEG-Catalase
Sedentarios NTG KO NTG KO NTG KO
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
A10 6,76 3,35 0,34 2,61 5,30 0,75
+0,82 +0,93 +0,17 +0,77 +0,76 +0,75
A20 20,09 9,80 ° 8,59 ¢ 8,50 16,98 6,29 ©
+1,94 +1,46 +0,73 +1,07 +1,96 +2.50
A40 46,33 25,382 18,47 ¢ 17,05 33,96 ¢ 15,56 °¢
+3,32 +1,47 +0,88 +1,55 +2,32 +3,25
A60 63,99 40,812 34,13¢ 26,58 ¢ 48,16 ¢ 24.,65°
+3,57 +2,16 +1,50 +2,30 +2.41 +3,15
A100 79,94 57,202 45,66 ¢ 38,66 ¢ 63,89 ¢ 37,21°¢
+2,89 +1,51 +3,05 +1,65 +2.,04 +3,42
Corredores NTG KO NTG KO NTG KO
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9)
A10 6,64 6,73 0,61 2,35 3,94 4.42
+1,37 +1,01 +0,46 +1,71 +0,84 +1,05
A20 18,49 17,58 8,72 ¢ 8,51¢ 10,90 13,88
+1,87 +1,05 +1,55 +2.11 +1,62 +1,85
A40 37,85 40,44 18,08¢ 18,29¢ 22,27 ¢© 25,36
+1,97 +1,94 +1,60 +2,69 +2,63 +1,49
A60 60,37 63,21 30,40¢ 29,844 36,80°¢ 41,94 ¢
+1,82 +2,76 +3,23 +3,03 +2,60 +2.41
A100 78,82 77,81 47,474 44,99¢ 55,77 ¢ 56,38 ¢
+1,58 +2,65 +3,61 +3,28 +3,27 +2.46

LEGENDA: a — representa valor de p<0,05 quando comparado NTG e KO pré-exposi¢cao a L-Name ou
PEG-Catalase; b - representa valor de p<0,05 quando comparado NTG e KO pds uso de L-Name; ¢ -
representa valor de p<0,05 quando comparado NTG e KO pés uso de PEG-Catalase; d - representa
valor de p<0,05 quando comparado os valores pré e pos uso de L-Name no mesmo grupo; e -
representa valor de p<0,05 quando comparado os valores pré e pés uso de PEG-Catalase no mesmo
grupo; f - representa valor de p<0,05 quando comparado os valores no mesmo grupo comparando o
uso de L-Name e PEG-Catalase.

Dados estao apresentados como média + erro padrao da média.

FONTE: A autora (2020).



49

Os vasos mesentéricos dos animais sedentarios e NTG de ambos os grupos,
foram por fim testados quanto a sua capacidade de dilatagcdo apds a exposicdo aos
compostos L-name e PEG-Catalase e pds-estresse por APIL (TABELA 3). Nesse
contexto nao foi possivel observar diferengas entre os grupos KO e NTG pds APIL no
momento basal, nem apos a exposi¢céo ao L-NAME e PEG-Catalase (TABELA 3) ou

seja, o efeito se manteve igual, independente da APIL.

TABELA 3: Dilatagéo Fluxo-Induzida (DFI) apds Alta Pressao Intraluminal (APIL) e exposicao a L-Name
e PEG-Catalase em artérias mesentéricas de animais BARR2 KO e NTG apds exercicio fisico
voluntario por 6 semanas.

Baseline L-Name PEG-Catalase
(p6s APIL) (p6s APIL) (p6s APIL)
Sedentarios NTG KO NTG KO NTG KO
(n=8) (n=7) (n=8) (n=7) (n=8) (n=7)
A10 0.24 0.79 0 0 0 0
+0.18 +0.79
A20 6.61 5.17 7.59 5.14 4.27 2.44
+0.88 +1.17 +1.00 +0.66 +1.32 +1.03
A40 16.03 15.54 16.15 11.91 11.90 11.00
+1.09 +1.73 +2.10 +1.37 +1.74 +1.91
A60 31.71 27.012 29.54 21.39° 21.88°¢ 17.89°¢
+1.01 +1.77 +1.45 +2.22 +1.77 +2.79
A100 41.30 40.702 36.06 30.79° 32.31¢ 26.01°¢
+0.58 +2.75 +1.79 +0.92 +1.59 +4.06
Corredores NTG KO NTG KO NTG KO
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9)
A10 6.76 712 2.36 1.84 0 0
+0.95 +1.42 +0.59 +0.64
A20 19.09 21.26 11.07 10.61 6.73 6.29
+2.06 +2.47 +0.84 +1.09 +0.65 +0.40
A40 35.58 39.86 21.874 22,314 11.63 ©f 14.31°¢
+2.58 +2.77 +1.97 +1.51 +0.91 +1.52
A60 57.66 60.86 33.99¢ 37.81¢ 22.56 ¢ 22.58¢f
+2.08 +2.79 +3.48 +2.67 +1.36 +1.49
A100 72.39 75.86 53.47¢ 52.70¢ 35.33 ¢f 31.59¢f
+1.35 +3.33 +3.57 +2.16 +1.75 +2.40

LEGENDA: a — representa valor de p<0,05 quando comparado NTG e KO pré-exposi¢cao a L-Name ou
PEG-Catalase; b - representa valor de p<0,05 quando comparado NTG e KO pds uso de L-Name; ¢ -
representa valor de p<0,05 quando comparado NTG e KO pods uso de PEG-Catalase; d - representa
valor de p<0,05 quando comparado os valores pré e pos uso de L-Name no mesmo grupo; e -
representa valor de p<0,05 quando comparado os valores pré e pés uso de PEG-Catalase no mesmo
grupo; f - representa valor de p<0,05 quando comparado os valores no mesmo grupo comparando o
uso de L-Name e PEG-Catalase.

Dados estao apresentados como média + erro padrao da média.

FONTE: A autora (2020).
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4.4 A FORCA DESENVOLVIDA E RESPONSIVIDADE DO MIOFILAMENTO AO
CALCIO NAO E ALTERADA COM O EXERCICIO FiSICO VOLUNTARIO

A fim de entender as mudancas biofisicas do sarcobmero em resposta ao
exercicio voluntario, foi avaliada a geragao de tensao e a sensibilidade ao calcio em
fibra cardiaca isolada. No entanto, ndo houve diferenca na sensibilidade ao calcio em
diferentes comprimentos de sarcémero, assim como, ndo foi observada diferenca
significativa na inclinagdo das curvas na relagdo forga-pCa em animais corredores
(FIGURA 11 A) ou em animais sedentarios (FIGURA 11 B) (APENDICE 6).

FIGURA 11: Efeitos do exercicio voluntario na relagdo Forga-Ca*2 em animais NTG e BARR2
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LEGENDA: (A) Relagéo Forga-Ca*? em fibras isoladas de camundongos corredores. (B) Relagdo Forga-
Ca*? em fibras isoladas de animais sedentarios. Dados est&o apresentados como média + erro padrdo
da média.

FONTE: A autora (2020).

N&o foi encontrada diferenga significativa na sensibilidade dos miofilamentos
ao calcio (pCaso) ou no coeficiente de Hill, que esta relacionado a cooperatividade da
ligacdo dos miofilamentos. Também n&o houve diferenca na tensdo maxima
desenvolvida pelos miofilamentos quando se comparou ambos 0s sexos, nem quando

considerado o exercicio fisico (FIGURA 12).
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FIGURA 12: Efeitos do exercicio voluntario na sensibilidade ao calcio e na geragao de forga
em miofilamentos provenientes de camundongos NTG e KO.
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LEGENDA: (A) pCa50; (B) tensdo maxima desenvolvida em fibras isoladas; (C) cooperatividade de
tenséo (Coeficiente de Hill) em fibras isoladas. Os dados estdo apresentados como média * erro padrao
da média.

FONTE: A autora (2020).
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4.5 A FOSFORILACAO DAS PROTEINAS SARCOMERICAS E REGULATORIAS
NAO E ALTERADA COM O EXERCICIO FiSICO VOLUNTARIO

Como demonstrado na FIGURA 13 A, ndo houve aumento na fosforilacdo de
alguma proteina especifica, na FIGURA 13 B esta apresentada a expressao total das
proteinas miofilamentares. Ainda foram avaliadas fosforilagdo da cadeia leve de
miosina (FIGURA 13 C) e troponina | cardiaca (FIGURA 13 D), as quais nado se
apresentaram alteradas. NoOs exploramos diferencas compensatérias ou que
explicassem os achados em fibras isoladas realizando experimentos de bioquimica
para avaliar a expressao de proteinas transportadoras de calcio e a fosforilacdo de

proteinas miofilamentares.

FIGURA 13: Fosforilagao de proteinas miofilamentares responsaveis pela regulagcao da
contracdo muscular cardiaca em camundongos NTG e BARR2 KO.
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LEGENDA: (A) SDS-PAGE de proteinas miofilamentares coradas com ProQ Diamond demonstrando
a fosforilagao destas. (B) SDS-PAGE de proteinas miofilamentares coradas com Coomassie Blue R-
250, demonstrando a quantidade total de proteinas. (C) Western blot para identificagao de sitios fosfo-
especificos para Cadeia Leve da Miosina (MLCV2) e representagao grafica da fosforilagdo normalizada




53

pela expressao total da proteina. (D) Western blot para identificacao de sitios fosfo-especificos (Ser
23/24) para Troponina | (cTnl) cardiaca e representagcédo grafica da fosforilagdo normalizada pela
expressao total da proteina. Dados estdo apresentados como média + desvio padrao.

FONTE: A Autora (2020).

Ainda utilizando amostras obtidas da preparacao de miofilamento, foi avaliada
a ativacéo dos 3 sitios de Proteina C de ligacdo a Miosina (Myosin Binding protein C
- MyBPC) 273 (FIGURA 14 A), 282 (FIGURA 14 B) e 302 (FIGURA 14 C), os quais

nao apresentaram nenhuma diferenga estatistica na fosforilacao.

FIGURA 14: Fosforilagao de sitios especificos de Proteina C de ligagdo a Miosina em
amostras de camundongos NTG e BARR2 KO.
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LEGENDA: (A) Representacao grafica da quantificagao da fosforilagao do sitio S273, (B) do sitio $S282
e (C) do sitio S302. Dados estao apresentados como média + desvio padrao.
FONTE: A autora (2020).

Por fim, foram analisadas as proteinas envolvidas com o transporte de ions
calcio no miocardio, Fosfolamabano e SERCA. De maneira similar aos dados prévios,
nao houve diferenga significativa entre os animais BARR2 KO e NTG, nem mesmo

apos o exercicio voluntario (FIGURA 15).
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FIGURA 15: Fosforilagado de Fosfolambano e expressao total de SERCA e Fosfolambano no
miocardio de camundongos NTG e ARRB2 KO.

$1 01 Fémeas Sedentarias .l Eimeas Bedentirias 2009 3 Fémeas Sedentérias
B Maches Sedentarios Fémeas Corredoras Machos Sedentarios
Fémeas Corredoras B8 Machos Corredores Fémeas Corredoras
= 4 BA Machos Corredores B2 Machos Corredores
=l 5 & 150
a a . "3\
8 I c
o =3 3 g8
i : =
53 £33, £
=< - < § o
n =, ==
= =z % [
= =) =
a T <
. | 50
1 a
0 04 0
NiG Ko NTG KO NTG KO
Sed Cor Sed Cor Sed Cor Sed Cor Sed Cor Sed Cor
N_KO N KO N KO N KO N_ ko N_ko N_KO_ N_KO N__KO N _ KO N _KO''N KO
p-PLN 516 |- - | | -l p-PLNT17 | || -l Sarca? | —— -l |_ JPr——

Total PLN s | [ s | L L e — Bacin 550 o ][0 e

LEGENDA: (A) Western blot para avaliagdo da fosforilagdo de Fosfolambano (PLN) na Ser16
normalizada pela expressao total da proteina. (B) Western blot para avaliagdo da fosforilacao de
Fosfolambano na Thr17 normalizada pela expressao total da proteina. (C) Western blot para avaliagéo
da expressdao de SERCA 2 normalizado pela expressao de beta-actina. Dados estdo apresentados
como média * desvio padrao.

FONTE: A autora (2020)

5 DISCUSSAO

No presente estudo, fémeas nocaute para a proteina BARR2 apresentaram
limitagdo do exercicio voluntario e atenuagcdo da hipertrofia cardiaca fisiologica
quando comparadas as fémeas NTG. Este efeito nao foi identificado em machos.
Adicionalmente, nossos achados demonstraram de maneira inédita o papel da
sinalizagao por beta-arrestina 2 na dilatagao induzida por fluxo em vasos periféricos e
o papel do exercicio fisico na prevencao ou reversao da reducao da dilatacéo induzida

por fluxo apresentado por animais nocaute para BARR2.

O nocaute de BARR?Z2 esta associada a redugdo do exercicio voluntario em

fémeas.

Ao longo das semanas de exercicio voluntario, pode-se observar aumento da

quantidade de exercicio realizada por fémeas controle (semanas 3 e 4), contudo néo
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houve aumento significativo nas fémeas nocaute. Adicionalmente, a quantidade de
exercicio realizado foi significativamente menor em fémeas nocaute da terceira a
sexta semana quando comparadas as nao-transgénicas.

O fato de apenas fémeas (controles) apresentarem um aumento significativo da
quantidade de exercicio, considerando que machos nao apresentam a mesma
performance também foi descrito por outros autores. Varios autores encontraram o
sexo como fator determinante durante a performance do exercicio, seja ele voluntario
ou forcado (MANZANARES et al., 2019; REGITZ-ZAGROSEK et al., 2013; FORYST-
LUDWIG et al., 2011; KONHILAS et al., 2004). Em relagao ao exercicio voluntario, De
Bono e colaboradores (2006), utilizando rodas de corrida anguladas durante cinco
semanas em camundongos nao transgénicos do background C57BL/6 de ambos os
sexos obtiveram dados similares aos encontrados no presente estudo. O tempo gasto
correndo aumentou rapidamente nos primeiros dias e as fémeas atingiram um platé
de treinamento entre os dias 5-6. Ja os machos levaram mais tempo de corrida e ndo
atingiram um platé até o dia 14-16. Em relagdo a distancia percorrida, as fémeas
percorreram uma metragem 40% superior aos machos.

Konhilas e colaboladores (2004) realizaram protocolo de corrida voluntaria e
corrida forcada em camundongos C57BL/6J durante 7,10 e 21 dias. Como resultado
da corrida voluntaria, descreveram maior duragao e distancia percorrida por fémeas
C57BL/6J quando comparadas a machos do mesmo gendtipo. Em busca de comparar
o efeito estressor da corrida forcada em esteiras, os autores obtiveram, de maneira
similar, melhor performance em fémeas. O grupo de pesquisadores ainda quis avaliar
se 0 genotipo era o que poderia levar a disparidade entre os sexos e, entdo, avaliaram
camundongos FVB/NJ, linhagem similar ao deste estudo. Em ambos os protocolos de
exercicios e, surpreendentemente, apesar do aumento da duragcao de exercicio em
ambos os sexos, houve maior performance em fémeas comparas aos machos do
mesmo grupo.

Em abordagem diferente da citada acima, em exercicio forcado em esteiras,
Foryst-Ludwig e colaboradores (2011) avaliaram camundongos C57B1/6J apds
protocolo de corrida em esteira durante 4 semanas. As fémeas corredoras
apresentaram valores maiores de distancia percorrida se comparado aos dos machos
quando normalizados pela massa magra em gramas. Reportando que mesmo em
protocolos diferentes, exercicio voluntario ou forcado, existe um padrao similar onde

as fémeas percorrem distancias maiores que machos.
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Purohit e colaboradores (2020), embora utilizando outros roedores, ratos Wistar,
descreveram uma interagcao interessante entre sexo, exercicio e idade. Ratos de
ambos 0s sexos que realizaram exercicio voluntario a partir da adolescéncia
percorreram a mesma distancia, enquanto quando o exercicio era iniciado na fase
adulta, as fémeas corriam mais que os machos.

Vasta parte da literatura relacionada a atividade fisica em animais dos ultimos anos
sugere que esta pode ser governada por fatores biolégicos como, por exemplo, fatores
hormonais (LIGHTFOOT, 2008). Gorzek e colaboradores (2007), observaram que
camundongos fémeas sao voluntariamente menos ativas apos a perda dos hormonios
ovarianos, no entanto esses mesmos animais hormdnio-deficientes apds receberem
o agente estrogénico (estradiol) retornam a niveis normais de atividade fisica
rapidamente, demonstrando o impacto direto do estrégeno na atividade fisica
voluntaria. Outro horménio de extrema importancia é a testosterna, Roy e Wade
(1975) demonstraram que a administracédo de diversas doses de testosterona em
ratos machos castrados, aumentou significativamente a corrida voluntaria nesses
animais. Esses séo alguns estudos que demonstram a relagéo entre os horménios e
a atividade fisica voluntaria de roedores.

Com base nestes estudos citados, podemos deduzir que naturalmente é de se
esperar que as fémeas apresentem melhor desempenho na corrida que machos. De
fato, foi o observado nas fémeas controle. Assim, podemos deduzir que o nocaute do
gene para BARR2 esta relacionado a diminuigdo do desejo voluntario ao exercicio em
fémeas. Pode-se assim especular o mecanismo da interacao entre fatores hormonais,
exercicio e BARR2 nestes animais. O mecanismo dessa regulagdo parece ser
mediado via receptor de estrogeno alfa (o) para fémeas, que requer a aromatizagao
da testosterona para estrogénio em machos. Pouca literatura existe para explicar o
mecanismo que leva a ativagcdo do receptor de estrogénio-o. apds aumento da
atividade fisica, no entanto sugere-se que alteragcdes no sistema dopaminérgico bem
como possiveis agdes nao-gendbmicas do estrogeno possam estar envolvidas
(LIGHTFOOT, 2008).

A relagéo entre 0 mecanismo que leva a uma maior atividade fisica em fémeas do
que em machos, citado anteriormente, com a diminuicdo da distancia percorrida nas
fémeas BARR2KO apresentadas no presente estudo, pode estar relacionada com a

propriedade da BARRZ2 de participar da internalizagdo dos GPCRs. O estradiol regula



57

o receptor de estrogénio-a através de mecanismos de sinalizagdo mediada e
internalizagcédo do receptor (Wong et al., 2015). A internalizagdo € importante para
imediata reducao dos receptores na superficie celular o que leva a cessacao da
sinalizagao ou reciclagem dos receptores para nova estimulagcéo. Nesse contexto, a
BARR tem papel importante na sinalizagdo iniciada pela membrana bem como
internalizacdo dos receptores de estrogénio-oa de membrana, fazendo a
downregulation desses receptores (Wong et al., 2015; Dominguez et al., 2009). Sendo
assim, supde-se que o nocaute da BARR2 esta associado a disfungao da regulagao
dos receptores de ERa, quando o seu nocaute diminuiria a capacidade de atividade
fisica voluntaria nas fémeas, pela redugdo da reciclagem dos receptores ERaq,

responsavel pela renovacido desses em prol de uma nova estimulacéo.

A hipertrofia fisiologica induzida pelo exercicio em fémeas n&o ocorre em

animais nocaute para o gene da BARR?2

Apenas as fémeas controle apresentaram sinais de hipertrofia cardiaca fisioldgica,
representada pelo aumento do didmetro do atrio esquerdo, aumento na massa do
ventriculo esquerdo, e aumento no diametro diastdlico interno do ventriculo direito.
Houve também reducdo no pico de velocidade sistdlico nas fémeas controle
corredoras em relagdo as fémeas controle sedentarias. Em ambos os grupos de
fémeas corredoras (KO e NTG), a velocidade média de encurtamento também estava
reduzida em comparacao as fémeas sedentarias correspondentes. Esses achados,
associados ao aumento da razao da massa do coracdo / comprimento da tibia, apenas
em fémeas controle, reforcam os sinais de hipertrofia cardiaca fisiolégica, os quais
nao foram observados nas fémeas nocaute.

Esta hipertrofia ja foi observada em outros estudos (FORYST-LUDWIG et al.,
2011; DE BONO et al., 2006; KONHILAS et al., 2004) e pode ser consequéncia do
maior desempenho das fémeas controle no exercicio voluntario.

De Bono e colaboradores (2006) observaram hipertrofia cardiaca apenas em
fémeas (wild type) corredoras, por meio da massa do coragédo absoluto e massa do
coracdo normalizado pelo comprimento da tibia e massa corporal, apés as cinco
semanas de treinamento voluntario. No estudo de Foryst-Ludwig e colaboradores

(2011), os pesquisadores observaram aumento na massa do ventriculo esquerdo



58

apenas em fémeas corredoras apés quatro semanas de exercicio forcado em esteira.
Esses estudos, corroboram com a observagao de hipertrofia fisiolégica em fémeas,
mas nao em machos, obtidas no presente estudo.

Konhilas e colaboradores (2004) observaram a hipertrofia fisioldgica cardiaca em
dois fendtipos de camundongos, C57BL/6J e FVB/NJ. Apds os protocolos de
treinamento de corrida voluntaria e forcada, houve aumento da massa cardiaca em
fémeas C57BL/6J comparado aos machos do mesmo grupo, em valores normalizados
de massa cardiaca pelo tempo e distancia no periodo de 24 horas. De maneira oposta,
nao houve diferenca entre sexos nos animais FVB/NJ apds normalizacédo por tempo
e distancia. Esses dados sugerem que a resposta hipertréfica cardiaca das fémeas
FVB/NJ é menor do que as fémeas C57BL/6J.

Sabendo que o fendtipo dos animais do presente estudo, FVBN, é o mesmo que o
discutido no estudo de Konhillas e colaboradores (2004), os achados desse grupo
corrobora com 0s nossos quando, apresentamos que em relacdo a hipertrofia
fisiolégica cardiaca néo existe diferenga entre os sexos. Essa diferenga hipertrofica
existe apenas entre os grupos de fémeas corredoras NTG (FVBN) e KO, nao se
repetindo entre os animais machos. Podemos deduzir que ha uma alteracao
especifica no nocaute da BARR2 que leva a perda da capacidade de hipertrofia
fisiologica cardiaca apenas no sexo feminino.

Retomando a ligagéo entre o receptor de estrogénio-a com as isoformas de BARR,
sabe-se da importancia do estrogénio na manuteng¢do da saude cardiovascular em
mulheres, bem como em homens, através da aromatizacdo da testosterona em
estrogénio (LIGHTFOOT 2008). Os efeitos cardioprotetores do estrogénio sao
mediados pelos receptores de estrogénio-a e . Tais efeitos devem-se a vasodilatagéo
arterial mediada pela ativacdo da éxido nitrico sintase em células endoteliais e
mudangas na expressao génica, como o aumento na expressao de importantes
enzimas vasodilatadoras como a prostaciclina sintase e a o6xido nitrico sintase
endotelial. Os estrogénios também aceleram o crescimento celular e a reposi¢cao
celular em caso de lesbes vasculares, o que pode ser parcialmente atribuido ao
aumento local da expressdao do fator de crescimento endotelial vascular
(MENDELSOHN, 2002; MENDELSOHN & KARAS, 1999).

Associado ao fato de que o nocaute da BARR2 leva a consequente atividade
reduzida do (AT1R), que é de extrema importancia para a ativagéo das cascatas ERK
e MAPK (SANNI et al.,, 2010; AHN et al., 2004), o estrogénio também modula a
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atividade das vias da MAPK nos cardiomiécitos (NUEDLING et al., 1999). A MAPK é
uma cascata de sinalizagdo importante para o inicio da hipertrofia cardiaca fisiologica
e esta envolvida no desenvolvimento das hipertrofias cardiacas patoldgicas, como por
exemplo, a insuficiéncia cardiaca (ELCKELS et al., 2001; NUEDLING et al., 1999).

Sendo assim, a perda da capacidade de hipertrofia fisiolégica cardiaca que foi
apresentada apenas em fémeas nocaute em resposta ao exercicio voluntario, poderia
ser explicada em parte pela redugcao da atividade da cascata metabdlica de MAPK,
tanto como pela reducao de disponibilidade dos ER-a e consequente diminui¢cdo da
reciclagem desses receptores, bem como pela diminui¢ao da atividade dos AT1R. Nos
machos nocaute esse fato ndo é evidente devido a deficiéncia na producdo de
estrogénio, utilizando de outras vias para a cascata de sinalizagdo para hipertrofia
cardiaca (LIGHTFOOQOT, 2008; SKAVDAHL et al., 2005).

A beta-arrestina 2 tem papel de sinalizagdo vascular e o exercicio fisico

voluntario recupera a capacidade de dilatagcdo dos vasos periféricos

Entre os achados do presente estudo, o de maior impacto foi a capacidade do
exercicio fisico voluntario prevenir a reducao na dilatagao induzida por fluxo, evidente
em artérias de animais nocaute sedentarios, porém sem diferenca relacionada ao
sexo. Observamos também que apds a exposicdo dos vasos a alta pressao
intraluminal, os animais sedentarios, tanto controle como nocaute, tém a capacidade
de dilatagao reduzida em relacéo aos animais corredores correspondentes.

Estudos sugerem que as BARRs desempenham um papel importante nao somente
na dessensibilizagao e internalizagdo dos GPCR, mas também na mecanotransdugcao
(CARNEIRO et al., 2017; KUCHAN et al., 1994). Dentre as forgas que 0s vasos sao
constantemente expostos, o estresse de cisalhamento que € uma forgca de atrito
tangencial gerada pelo fluxo sanguineo na parede do vaso (CARNEIRO et al., 2017;
LI et al., 2005; DAVIES, 2009), esse estresse pode ser convertido em sinais
bioquimicos intracelulares e apresentar papel importante na regulagao da funcéo e do
remodelamento vascular; essa capacidade de resposta do endotélio € conhecida
como mecanotransducao (CHATTERJEE & FISHER 2014; LI et al.,, 2005). Os
mecanismos de regulagao da fungao vascular através do estresse de cisalhamento
nao sao completamente entendidos, mas estudos propdem diferentes moléculas de

membranas e microdominios como sensores mecanicos, como por exemplo os
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GPCRs, nesse contexo, o AT1R € um mecanossensor de estresse de cisalhamento,
na auséncia do seu ligante (CARNEIRO et al., 2017; BARAUNA et al., 2013).
Fisiologicamente, o estresse de cisalhamento é o principal estimulo fisioldgico para a
producao de NO causada pela fosforilagao e ativacdo da eNOS. O NO é importante
na regulagao do ténus vascular, controlando a dilatagdo dos vasos em resposta ao
aumento do fluxo sanguineo (BARAUNA et al., 2013).

Nesse contexto, Carneiro e colaboradores (2017) investigaram se a sinalizagao
mediada por BARRs estaria envolvida na producdo de NO em células endoteliais
submetidas ao estresse de cisalhamento e concluiram haver um papel importante
tanto da BARR1 quanto da BARRZ2. Este efeito envolve a via de sinalizagdo Akt/eNOS.
Estes dados corroboram os achados do presente estudo, que demonstraram reducéao
da capacidade de dilatacdo induzida por fluxo em animais nocaute sedentarios,
reforcando a teoria de que a auséncia da BARR2 pode levar a uma diminuicdo da
sensibilidade mecanossensora do AT1R, reduzindo a produgédo de NO e consequente
reducao do controle do ténus vascular.

Por outro lado, o exercicio fisico voluntario foi capaz de prevenir a redugao da
capacidade de dilatagdo induzida por fluxo dos animais BAAR2 KO, igualando a
capacidade de DFI dos animais controle. Como bem descrito na literatura, o exercicio
fisico; seja ele aerdbico, de resisténcia ou combinado, melhora a funcédo endotelial
significativamente (ASHOR et al., 2015). Alguns fatores bioquimicos envolvidos nessa
melhora que podem ser citados sao, por exemplo, a sinalizagdo intracelular das
quinases Akt/proteina quinase B (Akt), proteina quinase A (PKA) e proteina quinase
ativada por AMP (AMKP); as quais sé&o fosforiladas em resposta ao aumento de forga
mecanica na célula endotelial e, como resposta, fosforilam eNOS. Tais quinases
podem contribuir para subsequente ativagédo de eNOS durante o exercicio (ASHOR et
al., 2015; ZHANG et al., 2009).

Estudos em humanos e animais tém demonstrado que o treinamento fisico leva ao
aumento da vasodilatagao dependente de NO em grandes e pequenos vasos (GREEN
et al., 2004; NIEBAUER & COOKE ,1996). Assim, a vasodilatagdo mediada pelo
endotélio aumentada pelo fluxo ocorreria devido a expressao aumentada de eNOS e
consequente maior disponibilidade de NO (NIEBAUER & COOKE, 1996).

Zhang e colaboradores (2009), compararam artérias de animais sedentarios e
animais corredores em esteira com intuito de observar a sinalizacdo vascular em

resposta ao exercicio dindmico. Como resultado, eles observaram que
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aproximadamente 50 minutos de exercicio forcado foi capaz de aumentar a
fosforilacdo e a atividade enzimatica de eNOS nos corredores, bem como a
fosforilacdo de Akt e AMPK, mas nao de ERK 1/2.

Kang e colaboradores (2019), em seus estudos com exercicio voluntario por 12
semanas, obtiveram aumento significativo das vias de sinalizagdo Akt/AMPK/eNOS
nos camundongos corredores e consequentemente aumento na disponibilidade de
NO. Em nossos achados, embora ndo tenhamos realizado estudos bioquimicos do
tecido vascular periférico, observamos que o exercicio voluntario levou a
melhora/recuperacéo da capacidade de dilatacdo induzida por fluxo nos animais KO.

Similar aos nossos dados em animais controle, Robinson e colaboradores (2017)
observaram os efeitos de um protocolo de exercicio voluntario por duas semanas em
camundongos C57BL/6J sedentarios e corredores. Como resultado, apds ao estresse
causado pela exposicao a hipertensao intraluminal a dilatacdo induzida por fluxo foi
mais intensa em animais corredores a partir de 10 cmH20 quando comparada aos
animais controle. Esses dados vao de encontro aos obtidos no presente estudo, onde
0s animais sedentarios, controle e nocaute, tiveram dilatagao fluxo-induzida reduzida
em comparagdo aos corredores do grupo correspondente, apds hipertensao
intraluminal.

Em resumo, a perda da capacidade de dilatacao induzida por fluxo encontrada nos
animais BARR2 KO esta relacionada com o importante papel da BARR2 para a
sinalizagdo, possivelmente via AT1R, que teria fungdo mecanosensorial no
mecanismo de dilatacdo induzida por estresse de cisalhamento, principal estimulo
para a producido de NO pela eNOS. No entanto, essa perda de capacidade
vasodilatadora pode ser revertida devido aos demais mecanismos e vias de
sinalizagao ativados no exercicio fisico regular, os quais estdo envolvidos no processo
de fosforilacdo de eNOS e consequentemente maior biodisponibilidade de NO, que é

o principal regulador do ténus vascular derivado do endotélio vascular.

O nocaute da beta-arrestina 2 associado ao exercicio voluntario ndo altera a

contratilidade e responsividade do miofilamento ao calcio.

Nossos achados de contratilidade e responsividade do miofilamento ao calcio, ndo
demonstraram diferenca na sensibilidade ao calcio ou desenvolvimento de for¢a nos

diferentes comprimentos de sarcomero testados, da mesma forma que nao houve
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diferenca na inclinacao das curvas na relagao forga-pCa, indicativo da cooperatividade
de ativacao dos miofilamentos.

Além de todas as fungbes associadas as BARRSs, ja descritas anteriormente, uma
delas esta relacionada com o mecanismo de Frank-Starling. A teoria desse
mecanismo refere-se a habilidade intrinseca de aumento da contratilidade cardiaca
em resposta ao aumento da pré-carga do coragdo (ABRAHAM et al., 2016). Uma das
propriedades mais conhecidas desse mecanismo € a relagdo comprimento-tensao,
onde o aumento do comprimento do sarcomero leva ao aumento da sensibilidade dos
miofilamentos ao Calcio (Ca?*) (KENTISH et al., 1986). Além das diversas
modificagdes no miofilamento que afetam a propriedade comprimento-tensao,
algumas séao derivadas da ativagdo dos GPCRs (KOBAYASHI & SOLARO, 2005). A
relagdo entre o mecanismo de Frank Starling e as BARRs esta relacionada com a
preferéncia que alguns agonistas tendenciosos (biased ligands) tem por ativar
sinalizagdo mediada pelas beta arrestinas, sugerindo um papel da ativagdo do AT1R
mediada pelas beta arrestinas na regulagéo da contratilidade cardiaca (ABRAHAM et
al., 2016, RAJAGOPAL et al., 2010).

Abraham e colaboradores (2016) testaram o envolvimento das BARRs 1 e 2 no
mecanismo de Frank-Starling no coragdo e observaram que em camundongos
C57BL/6, o knockout das beta-arrestinas 1, 2 e do receptor AT1R levou a
incapacidade de gerar forga em resposta a mudangas no volume cardiaco. Em
preparagdes de fibras isoladas, houve diminuicdo da sensitividade ao Ca?",
comprimento-dependente nos animais KO de ARRB1, ARRB2 e AT1R, demonstrando
o papel chave regulatério das BARRs no mecanismo de Frank-Starling. Nossos
achados ndo apontaram alteragdo na sensibilidade ao Ca?* com a alteragdo do
comprimento de sarcomero, um fato que pode ser explicar essa diferenca é o
background dos animais, visto que no presente estudo os animais BARR2 KO s&o de
background FVB/N. Adicionalmente, alteragbes pods-translacionais que poderiam
existir nestes modelos, com alteracdes de fosforilagdo de proteinas miofilamentares,
foram investigadas e descartadas em nosso estudo.

Natali e colaboradores (2004) observaram os efeitos do exercicio fisico voluntario
por 6 semanas em ratas e demonstraram aumento da hipertrofia cardiaca nas ratas
corredoras, no entanto quando observado o efeito do treinamento nos picos de Ca?*
e na sensibilidade do miofilamento ao Ca?*, ndo houve diferenca estatistica entre os

grupos de corredoras e sedentarias. Stones e colaboradores (2008) também
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realizaram exercicio voluntario em ratas durante 6-7 semanas para observar os efeitos
do exercicio voluntario na expressao dos marcadores de hipertrofia de Ca?* e nio
encontraram diferengcas na modulacido das taxas de pico calcio em relagdo aos
animais controle. Esses dados corroboram com os nossos achados onde nao houve
efeito entre os grupos pré e pds exercicio voluntario em nenhum fendtipo.

Diffee e colaboradores (2001) realizaram um programa de exercicio forcado em
ratas fémeas durante 11 semanas de corrida em esteira, e obtiveram aumento na
sensibilidade ao Ca?". De maneira similar, Kemi e colaboradores (2005) realizaram
protocolos de corrida em esteira em alta e moderada intensidade durante 10 semanas,
em ratas fémeas e obtiveram aumento da contratilidade e sensibilidade dos midcitos
ao Ca?*. Embora os dados aqui apresentados sejam de roedores de espécie diferente
dos observados em nosso estudo, os resultados discutidos nos ultimos paragrafos
reforcam a teoria de que o aumento da contratilidade e sensibilidade ao Ca?* é obtido
em exercicio fisico forcado de alta e moderada intensidade, mas n&o é obtido quando
realizado exercicio voluntario.

Embora todos os niveis de exercicio fisico resultardo em aumentos de massa
miocardica, os treinamentos intensos e forcados parecem ser os Unicos que além das
mudangas da massa do coragao também podem modificar o manejo e resposta dos
miofilamentos ao Ca?* no organismo, feito que o exercicio leve e voluntario ndo

demonstra ser capaz de realizar (STONES et al., 2005).

O exercicio fisico voluntario associado ao nocaute da BARRZ2 nao altera a

fosforilagao de proteinas sarcoméricas e regulatorias cardiacas

Corroborando com nossos achados prévios que demonstram nio haver alteracéo
na responsividade dos miofilamentos ao calcio relacionada ao exercicio fisico
voluntario, nossos dados bioquimicos que buscavam possiveis alteracbes que
explicassem as alteragcdes na hipertrofia cardiaca também demonstram nao haver
diferencga significativa na fosforilagdo de proteinas sarcoméricas nem em proteinas
regulatérias cardiacas especificas.

Morissette e colaboradores (2019) realizaram exercicio voluntario em
camundongos de ambos 0s sexos, transgénicos AMPKa2 de fenotipo C57BI/6 e
animais controles do mesmo fenétipo, durante 5 meses e como resultado da analise

bioquimica do tecido cardiaco demonstraram que o o exercicio voluntario ndo altera
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significativamente a expressdo de SERCA2a. No entanto, a expressédo de PLN foi
reduzida nos animais corredores. Devido a inibicdo da fungdo da SERCA pelo PLN,
os pesquisadores calcularam a razdo PLN:SERCAZ2a, demonstrando que o exercicio
reduz a razdo em ambos os grupos. Ja em relagao a fosforilagdo de PLN Thr17 (p-
PLNT17) e PLN Ser16 (p-PLNS®%) o exercicio n&o alterou a fosforilagdo no grupo
controle. Esses dados demonstram e reforcam os efeitos obtidos num protocolo de
exercicio a longo prazo, diferente do apresentado em nosso estudo.

De maneira oposta, em protocolo de exercicio fisico for¢gado, intervalado, em
esteiras, por seis semanas, Kemi e colaboradores (2007) avaliaram 62 camundongos
fémeas C57BI/6J e obtiveram aumento na expressdao de SERCA2a e reducao da
expressao de PLN, no entanto quando calculada a razao entre PLN:SERCAZ2a,
obteve-se também reducdo. Em relacdo a fosforilagcdo, houve reducéo da p-PLNT™"7
em cardiomiécitos, diferente dos achados do presente estudo e de Morissette e
colaboradores, 0 que deve estar relacionado ao tipo e intensidade de exercicio fisico.

Uma proteina que participa dos mecanismos de contratilidade cardiaca e foi
abordada em nosso estudo foi a Troponina | (Tnl), que quando fosforilada pela PKA
inibe a ligagdo do Ca?* a troponina C (TnC) aumentando a cinética de relaxamento
muscular. O resultado € uma melhor captagdo do Ca?' e consequentemente do
lusitropismo cardiaco (VAN DER VALDEN & STIENEN, 2019, LAYLAND et al., 2005,
MAIER & BERS, 2002). A fosforilagdo da Tnl cardiaca (cTnl) pela PKA diminui a
sensibilidade dos miofilamentos ao Ca?* e permite um desligamento mais rapido do
Ca?" dos miofilamentos (VAN DER VALDEN & STIENEN 2019). Kaplan e
colaboradores (1994) realizaram exercicio forcado de natagdo durante quatro
semanas em camundongos do fendtipo C57/BI6, em busca de caracterizar a resposta
cardiaca ao exercicio cronico. Ndo obtiveram resultados significativos quando
observada a fosforilacdo de cTnl nos animais exercitados em comparagdo com 0s
sedentarios.

A cadeia leve da miosina também € uma proteina regulatéria cardiaca que atua
nos musculos estriados de forma a potencializar a forgca e velocidade das contracdes
musculares. Sua fosforilagdo em excesso no coracdo pode levar ao quadro de
hipertrofia patologica compensatoéria (HUANG et al., 2008). Em busca de entender os
efeitos regulatoérios cardiacos da MLCV em situagbes que exigiam maior demanda
cardiaca, Fewell e colaboradores (1997) observaram camundongos nocaute para

MLCYV e controle, apds 5 semanas de exercicio forgado em esteiras. Como resultado,
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embora os nocautes tiveram reducao na capacidade do exercicio comparado aos NTG
em alta velocidade, o exercicio n&o foi capaz de causar mudancas na fosforilacdo da
MLCV. Ambos os estudos apresentados anteriormente, tanto em relagdo a cTnl como
em relagdo MLCV, sao estudos que apresentam metodologia diferentes ao do
presente estudo em relagao ao tipo de exercicio.

Outro alvo da PKA é a Proteina C de ligagdo a miosina (cMyBP-C), um
componente associado ao filamento grosso que regula a contragdo muscular, com
papel em manter o completo relaxamento dos cardiomiocitos (FLASHMAN et al.,
2004). Alteragdes nesses componentes podem indicar redugdo no poder contratil,
resultando em possiveis cardiomiopatias hipertroficas (DIRKZ et. al., 2012). Rosas e
colaboradores (2015) realizaram exercicio voluntario por 6 semanas buscando
observar os efeitos fisioldgicos cardiacos da fosforilagdo da cMyBPC. Foram utilizados
camundongos geneticamente modificados, que expressavam fosforilagao deficiente
de sitio-especificos da cMyBPC e animais controle, com fosforilagdo normal. Como
resultado, demonstraram que a fosforilagdo cMyBPC gera um efeito lusitropico
positivo, melhorando o mecanismo de relaxamento nos animais treinados controle. No
entanto o objetivo do estudo de Rosas e colaboradores era avaliar o papel lusitrépico
da fosforilagdo da cMyBPC, dessa forma n&o houve comparagao entre sedentarios e

controles dos efeitos do exercicio voluntario, diferentemente do presente estudo.
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6 CONCLUSOES

A auséncia da BARR2 limita a capacidade de exercicio fisico voluntario em
fémeas nocaute e, consequentemente, reduz o desenvolvimento da hipertrofia
fisiologica cardiaca nessas mesmas fémeas comparado a fémeas n&o transgénicas.
Adicionalmente, constatou-se a necessidade da Beta-Arrestina 2 no mecanismo de
dilatagdo induzida por fluxo em vasos sanguineos e o importante papel do exercicio
fisico voluntario na prevencao ou reversao da reducio da dilatacdo induzida por fluxo

observada nos animais com nocaute para BARR2.
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8 APENDICES

APENDICE 1- MEDIA E ERRO DA MEDIA DOS DADOS DE DISTANCIA
PERCORRIDA POR SEMANA

PERIODO Fémeas NTG Fémeas KO Machos NTG Machos KO

(n=9) (n=9) (n=5) (n=9)

12 SEMANA 3173,90 2600,31 1176,51 1640,78
+ 391,57 + 818,82 + 405,32 + 546,29

22 SEMANA 4782,67 4278,61 2713,41 3676,24
+ 808,77 +1076,89 + 452,95 + 886,45

32 SEMANA 6942,97 3979,71* 3867,71 4451,31
+ 966,29 +717,82 + 701,67 + 996,03

42 SEMANA 6977,54 3986,97* 4542 41 5197,04
+ 1028,41 + 560,17 +1142,40 +1176,25

52 SEMANA 5510,84 2834,67* 5036,41 5143,89
+ 883,67 + 499,15 + 648,14 + 1164,03

62 SEMANA 4994 11 2416,26* 4777,88 4514,61
+ 807,87 + 304,15 + 949,94 + 1269,69

* Representa valor de p < 0.05 entre fémeas NTG e KO na mesma semana.
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APENDICE 2 — MEDIA E ERRO DA MEDIA DOS DADOS DE
ECOCARDIOGRAFIA APRESENTADOS NA FIGURA 2

Parametro Sedentarios Sedentarios Corredores Corredores
NTG KO NTG KO
M F M F M F M F
(n=4) | (n=6) | (n=6) | (n=6) | (n=7) | (n=6) | (n=6) | (n=9)
Diametro AE (mm) 1,89 1,92 1,91 1,89 2,09 2,14~ 2,02 2,00
10,17 10,12 10,10 | £0,09 | 0,11 10,10 10,12 | +0,05

Massa VE (g) 68,69 69,69 71,44 | 69,77 | 80,74 | 75,54* | 68,97 | 68,47
+4.61 +4.05 +2.37 | +4,10 | +4,22 +4.73 +2.40 | +6,41
Diametro Interno 4,10 3,78 4,15 3,96 4,28 413 * 4,09 4,19

diastdlico do VE (mm) | £0,08 +0,08 0,14 | 0,13 | +0,12 | #0,05 | 0,10 | +0,08

* p < 0.05 diferenca significativa entre fémeas do mesmo grupo.

APENDICE 3 — MEDIA E ERRO DA MEDIA DOS DADOS DE HIPERTROFIA
FISIOLOGICA CARDIACA APRESENTADO NA FIGURA 4.

Parametro Sedentarios Sedentarios | Corredores | Corredores
NTG KO NTG KO
M F M F M F M F
(n=8) | (n=9) | (n=12) | (n=11) | (n=8) | (n=9) | (n=12) | (n=11)
Massa do 8,90 8,22 9,28 9,65 | 9,74 | 8,52 | 10,37 | 9,12
Coragao/Comprimento da 10,38 | £0,27 | 0,46 | +0,32 | £+0,40 | 0,23 | +0,42 | 10,34
tibia (razdo)

* p < 0.05 diferenca significativa entre fémeas do mesmo grupo.
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APENDICE 4 — MEDIA E DESVIO PADRAO DOS DADOS DE DILATACAO
FLUXO-INDUZIDA.

Sedentarios Sedentarios Corredores Corredores
NTG (n=8) KO (n =8) NTG (n=10) KO (n=10)
A10 6,76 3,35 7,22 6,44
12,34 12,62 + 4,28 1 3,00
A20 20,09 9,80 * 18,511 17,83 1
+ 5,51 +4,12 + 5,28 + 3,08
A40 46,33 25,38 * 37,331 40,95 1
19,40 +4,16 15,81 +5,72
A60 63,99 40,81 * 59,47 1 62,86 T
+10,11 +6,13 + 5,87 +7,88
A100 79,94 57,20 * 7567 1 77,041
+ 8,18 + 3,26 + 5,77 +7,87

* Representa valor de p < 0,05 comparado ao grupo sedentarios NTG; T Representa valor
de p < 0,05 comparado ao grupo sedentario KO.

APENDICE 5 — MEDIA E DESVIO PADRAO DOS DADOS DE DILATAGAO
FLUXO-INDUZIDA SEPARADA POR SEXO.

Parametro Sedentarios Sedentarios Corredores Corredores
NTG KO NTG KO
M F M F M F M F
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=6) (n=4) (n=5) (n=5)
A10 7,28 6,25 3,18 3,53 8,00 6,05 5,76 7,12
12,92 11,88 12,93 12,71 15,53 10,92 1,13 12,52
A20 19,33 20,85 9,13 10,48 19,38 17,20 16,26 19,40
12,21 18,02 13,88 14,83 16,83 11,48 1,13 12,52
A40 49,83 42,83 | 26,33* | 24,43* | 38,02*" | 36,301 | 43,027 | 38,881
12,12 15,16 15,27 13,18 17,51 12,25 13,40 17,61
A60 68,45 59,563 | 40,08 * 41,55 60,471 | 57,98 | 63,207 | 62,527
+13,03 +3,98 +3,00 +8,78 +6,99 +4,11 +3,99 18,91
A100 85,05 74,83 56,45 * 57,95 77277 | 73,287 | 74461 | 79,621
+6,53 +6,63 +3,81 +2,95 16,61 +3,79 13,46 17,75

* Representa valor de p < 0,05 comparado ao grupo sedentarios NTG; T Representa valor de
p < 0,05 comparado ao grupo sedentario KO.



APENDICE 6 — MEDIA E ERRO DA MEDIA DOS DADOS DE PCA50,
COEFICIENTE DE HILL E TENSAO MAXIMA EM FIBRAS ISOLADAS.

Parametro Sedentarios Sedentarios Corredores Corredores
NTG KO NTG KO

M F M F M F M F
(n=11) | (n=7) | (n=10) | (n=7) | (n=4) | (n=4) | (n=5) | (n=6)
pCa50 5,91 5,86 5,87 5,88 5,83 5,87 5,85 5,96
+0,02 +0,03 | $0,02 | +0,02 | 0,03 +0,04 +0,03 | 0,01
Tensdo Maxima 30,68 30,79 | 24,57 | 32,65 | 33,58 23,95 26,86 | 23,70
11,99 13,46 1,63 | £2,71 1473 13,69 10,58 | 12,02
Coeficiente de Hill | 3,53 2,97 3,46 3,23 3,19 3,50 3,55 3,35
+0,12 +0,17 | %0,10 | +0,13 | 0,12 +0,11 +0,21 | 0,08




APENDICE 7 — MEDIA E ERRO DA MEDIA DOS DADOS FOSFORILAGAO DE

PROTEINAS SARCOMERICAS E REGULADORAS CARDIACAS.

Proteina Sedentarios Sedentarios Corredores Corredores
NTG KO NTG KO
M F M F M F M F
(n=3) (n=3) (n=3) | (n=3) | (n=3) | (n=3) | (n=3) | (n=3)
p-PLN Ser 1,52 1,58 2,15 1,55 2,58 1,96 2,48 1,97
16/PLN total 10,28 10,24 10,23 | +0,23 | +0,17 | 0,31 10,08 | 10,51
(A.U.)
p-PLN Thr 2,16 2,41 2,89 1,98 2,96 2,16 2,51 2,33
17/PLN total +0,51 +0,18 | #0,03 | +0,56 | 0,08 | +0,12 | +0,23 | 0,66
(A.U.)

SERCAZ2a/Actina | 93,67 90,00 | 97,33 | 92,33 | 103,33 | 88,00 | 86,33 | 78,33
(%Fosforilagdo) 128,20 +18,08 | £24,13 | £14,75 | £27,84 | £24,17 | £19,20 | £20,54
p-MLCV2/total 0,28 0,29 0,31 0,28 0,30 0,31 0,32 0,28

MLCV2 +0,03 +0,06 | +0,05 | +0,02 | +0,08 | +0,04 | +0,02 | 0,04
(%fosforilagdo)
p-cTnl/ Total 0,42 0,49 0,55 0,52 0,48 0,52 0,56 0,53
cTnl +0,11 +0,01 +0,01 | +0,03 | +0,10 | +0,03 | +0,003 | +0,03
(%fosforilag&o)
p-MyBPC 38,29 30,48 | 34,96 | 29,47 | 32,29 | 30,68 | 33.03 | 42,59
S273/Actina 2,11 10,39 0,99 | +1,52 | +3,09 | £2,67 | 5,04 | 14,22
(A.U.)
p-MyBPC 3,16 3,57 2,35 2,59 2,85 3,1 2,31 2,54
S282/Actina +0,29 +0,62 | 0,07 | +0,48 | +0,52 | +0,32 | +0,19 | 0,09
(A.U.)
p-MyBPC 3,48 3,14 2,57 2,91 3,27 3,50 3,12 3,21
S302/Actina +0,26 +0,02 | 0,07 | 0,19 | 0,16 | +0,04 | +0,39 | 0,26
(A.U.)
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9 ANEXOS

ANEXO 1 — CERTIFICADO DE APROVAGAO DO COMITE DE ETICA EM USO

ANIMAL
I c UNIVERSITY OF ILLINOIS
AT CHICAGO _

Office of Animal Care and |
Office of the vmmmm

March 30, 2017 m-.rmwgt mms«m _

R. John Solaro Chicago, lllinois 60612-7227

Physiology & Biophysics

M/C 901

Dear Dr. Solaro:

The protocol indicated below was reviewed at a convened ACC meeting in accndmwnhthe
Animal Care Policies of the University of Illinois at Chicago on 2/21/2017. The pr_‘o;oao_l was
not initiated until final clarifications were reviewed and approved on 3/3012017. The
protocol is approved for a peried of 3 years with annual continuation.

Title of Application: Transmembrane Receptor Signaling in Cardiac Disorders
ACC Number: 17-020

Initial Approval Period: 3/30/2017 to 2/21/2018

Current Funding: Portions of this protocol are supported by

the table below.
Number of funding sources: 2

Funding Agency

NI

Funding Number

F31 HLI27996 (original
years 1-3)
Funding Agency

Nitt

Funding Number

POI HLO62426 (vears 16-
20 Al version)




This institution has Animal Welfare Assurance Number
Laboratory Animal Welfare (OLAW), NIH. This lette
IACUCnppmnltorthmsp:ﬂﬁeﬁndins ources lis
funding proposal are matched to this ACC protocol.

lnaddmm.allmmﬁgatmmmspomlbiefo; nsuring nomplmwﬂhaﬂfedpylimi -
institutional policies and regulations related to use of animals under this protocol and the fun
sources listed on this protocol. Pleasauseﬂh&?f‘s“ﬂ?mhm@um%admmmwm
Use of Animals™ (http://grants.nih.gov/grants/olaw/InvestigatorsN Know.pdf) as a reference
‘guide. Thank you for complying wnhthﬁ Animal Care Policies and P!meclm‘es of UIC.

%’*ﬂ' o é&

John P. O'Bryan, PhD

Chair, Animal Care Committee
IPO Imbh
cc: BRL, ACC File, Beata M. Wolska, Da

R. John Solaro.
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