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RESUMO

Nos ultimos anos, tem sido amplamente proposto que dietas hiperproteicas (DH)
sdo capazes de promover beneficios importantes na perda de peso, ganho de
massa muscular, manutencdo da massa magra e ganho de forca. Por outro lado,
algumas evidéncias tém levantado a hipotese de que esse tipo de dieta possa
causar prejuizos ao sistema cardiovascular. Embora tenha sido mostrado que
esse tipo de regime dietético possa afetar marcadores de risco cardiovascular,
existem poucas evidéncias sobre seu efeito no tecido cardiaco. Portanto, o
objetivo deste estudo foi verificar os efeitos de doze semanas de treinamento
resistido (TR) nos niveis de citocinas inflamatorias, fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), producdo de O6xido nitrico (NO) e atividade da
metaloproteinase-2 (MMP-2) no ventriculo esquerdo (VE) de ratos submetidos a
dieta rica em proteinas. Dezoito ratos Wistar foram distribuidos aleatoriamente
em quatro grupos: sedentario + dieta normoproteica (SN), sedentario + dieta
hiperproteica (SH), treinamento resistido + dieta normoproteica (TN), treinamento
resistido + dieta hiperproteica (TH). O protocolo de treinamento resistido foi
composto por 12 semanas, trés vezes por semana, com 8 a 12 movimentos
dindmicos por subida em um aparelho de subir escadas). As citocinas e a
atividade da MMP-2 foram medidas por imunoensaio enzimatico (ELISA) e
zimografia, respectivamente. A concentracao de nitrito foi realizada pela reagao
de Greiss. Ao final das 12 semanas, foi demostrado que a dieta hiperproteica
aumenta os niveis de IL-6 (SH, 302,6 + 12,9 pg.mLlvs. SN, 254,4 + 17,5 pg. mL"
1) acompanhados por uma diminuicdo da producdo de NO (SH, 16,24+ 2,8 uMvs
SN =21,6+ 1,9 uM) no VE (p<0,05). Nos grupos submetidos ao TR, os niveis de
TNF-aforam menores no TN(164,1 + 51,8 pg.mL™) que no grupo TH (359,9 + 49
pg.mL1), enquanto a producdo de NO foi postivamente regulada no grupo TH
(22,9 + 3,5 uM) quando comparado ao TN (12,9 + 0,8 uM). A atividade da MMP-2
total também foi maior em ratos submetidos a uma dieta rica em proteinas (TH,
0,39 + 0,06 AU) em comparacgédo ao grupo TN (0,29 £ 0,03 AU) (p<0,05). Além
disso, observamos uma reducdo na expressao de VEGF apenas no TN (146,5 +
31,1 pg.mL1) quando comparado aos outros grupos, (p<0,05). O TR associado

ao DP mostrou-se como uma intervencdo capaz de induzir efeitos significativos



no estado inflamatério e no remodelamento do VE, o que pode resultar em

regulacao positiva para manutencéo da integridade cardiaca.

Palavras-chave: nutricdo, dieta rica em proteinas, treinamento fisico,

treinamento resistido, remodelacéo cardiaca, inflamacao.



ABSTRACT

In recent years, it has been widely adopted that high protein diets can promote
significant benefits in weight loss, muscle gain, lean mass maintenance, and
strength gain. On the other hand, some evidence also raised a hypothesis that
this type of diet can cause damage to the cardiovascular system. Although it has
been shown, what type of diet can affect cardiovascular risk markers, there is little
evidence of its effect on specific heart tissue. Therefore, the objective of this study
was to verify the effects of 12 weeks of RT on cytokines levels, vascular
endothelial growth factor (VEGF), nitric oxide (NO) production and
metalloproteinase-2 (MMP-2) activity in the left ventricle (LV) of rats submitted to
normoproteic and high-protein diet. Wistar rats were randomly divided into four
groups: sedentary + normoprotein diet (SN), sedentary + high-protein diet (SH),
resistance training + normoprotein diet (TN), resistance training + high-protein
diet (TH), (RT; 12 weeks, three times per week, with 8—12 dynamic movements
per climb in a stair climbing apparatus). Cytokines and MMP-2 activity were
measured by enzyme immunoassay (ELISA) and zymography, respectively.
Nitrite concentration was performed by Greiss reaction. At the end of the 12
weeks, it was shown that the high-protein diet increases IL-6 levels (SH, 302.6 +
12.9pg.mL? vs. SN, 254.4 + 17.5pg.mL1) accompanied by a decrease in NO
production (SH, 16.24 = 2.8uM vs SN = 21.6 + 1.9uM) in the LV (p <0.05). In the
groups submitted to the TR, the levels of TNF-a were lower in the TN (164.1
51.8pg.mL1) than in the TH group (359.9 + 49pg.mL"1) while the NO production
was positively regulated in the TH group (22.9 + 3.5uM) when compared to the
TN (12.9 £ 0.8uM). Total MMP-2 activity was also greater in rats submitted to a
protein-rich diet (TH, 0.39 + 0.06 AU) compared to the TN group (0.29 £ 0.03 AU)
(p <0.05). In addition, we observed a reduction in VEGF expression only in TN
(146.5 £ 31.1) when compared to the other groups, (p <0.05). TR associated with
PH has proved to be an intervention capable of inducing significant effects on the
inflammatory state and LV remodeling, which can result in positive regulation to

maintain cardiac integrity.

Key words: nutrition, high-protein diet, exercise training, resistance training, heart

remodeling, inflammation.
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1. INTRODUCAO

Dietas hiperproteicas (DH) tém sido amplamente usadas como
estratégias para manter a massa livre de gordura, principalmente associadas ao
treinamento resistido (TR) (DAVIES; CARSON; JAKEMAN, 2018; LIAO et al.,
2017; LONGLAND et al., 2016). Nesse sentido, foi demonstrado que atletas de
diversas modalidades podem ter importantes beneficios decorrentes de um maior
consumo de proteinas, como melhora na composicéo corporal, perda de peso e
melhora do desempenho esportivo (WITARD; GARTHE; PHILLIPS, 2019). Além
disso, estudos anteriores mostraram que DH pode favorecer o controle glicémico
em diabéticos tipo 2 (GANNON et al., 2003), bem como, pode ser Gtil no controle
do peso corporal em individuos obesos e com sobrepeso (DRUMMEN et al.,
2018).

Adicionalmente, tem sido sugerido que os valores da RDA
(Recommended Dietary Allowance), que prevé um consumo de proteina diério de
0,8 g/kg de peso corporal, pode ndo ser suficiente para individuos com niveis
minimos de atividade fisica (CAMPBELL et al., 2002). De fato, estudos
verificaram os efeitos positivos do alto consumo de proteinas (> 1,6 g/ kg de peso
corporal) na preservacdo da massa muscular, durante um periodo de déficit de
energia e aumento nos ganhos de forca (MORTON et al., 2018; PHILLIPS,
2008). Dentre as fontes de proteina, a proteina do soro de leite € um dos
suplementos proteicos mais utilizados entre os praticantes de exercicios, tanto
para hipertrofia muscular esquelética, quanto para melhoria da composicdo
corporal. Isso se deve, em parte, ao fato de ter sido mostrado que essa fonte de
proteina apresenta melhor resposta na sintese de proteinas musculares, quando

comparada outras fontes, como caseina e soja (DEVRIES; PHILLIPS,2015).

Nesse sentido, Brinkworth et al. (2004), comparando os efeitos a
longo prazo de dietas ricas em proteinas (30% proteina), com uma dieta
normoproteica (15% de proteina) em pacientes com hiperinsulinemia, mostrou
que ambas as intervengOes foram eficientes em promover a diminuigdo
significativa nos fatores inflamatorios (niveis de PCR), perda de peso e insulina,
além de um aumento nos niveis de HDL. Além disso, a meta-analise de

Schwingschackl e Hoffmann (2013) nao verificou efeitos negativos ou positivos



do DH em marcadores de obesidade (ex. massa gorda, IMC), doenca
cardiovascular (ex., presséao arterial, PCR e lipidios séricos) ou controle glicémico
(ex. glicose eHbA1C).

Por outro lado, embora ndo tenham sido mostrados efeitos adversos
na ingestdo de alta proteina em individuos saudaveis (PEDERSEN et al., 2013),
a relacdo de DH com eventos cardiovasculares permanece controversa.
Berinstein et al. (2010), por exemplo, encontraram associagédo entre consumo de
carne vermelha e aumento do risco cardiovascular. Outros estudos mostraram
que o alto consumo de proteina, em longo prazo, estd associado ao risco
aumentado de resisténcia a insulina e diabetes tipo 2 (POUNIS et al., 2010). Em
especial, a cadeia ramificada de aminoacidos (BCAA), uma parte significativa da
proteina, também mostrou forte associacdo com diabetes tipo 2 (WANG et al.,
2017).

Por algum tempo, baseado na falta de associagéo entre DH e doencas
cardiovasculares de estudos retrospectivos (HALTON et al., 2006), acreditou-se
que os beneficios de DH no tratamento da obesidade pudessem se estender ao
sistema cardiovascular (GARDNER et al., 2007). Posteriormente, estudos
prospectivos mostrando a associacdo entre DH e risco cardiovascular, passaram
a sugerir que o aumento no risco cardiovascular seria o ponto de inflexdo para os
beneficios de DH. Embora Foo et al. (2009), e mais recentemente Zhang et al.
(2020), tenham demonstrado e confirmado o efeito aterogénico de DH em

modelo animal, seu papel no remodelamento cardiaco (RC) é desconhecido.

De forma geral, o risco cardiovascular é medido através de
biomarcadores da circulacdo sanguinea, o que restringe demais interpretacdes
fisiologicas e moleculares.Contudo,evidéncias de estudos em animais indicam
que o TR reduz citocinas pro-inflamatorias, como a interleucina-6 (IL-6) e fator de
necrose tumoral (TNF-a) no ventriculo esquerdo (VE) (ALVES et al.,, 2014;
BARBOZA et al., 2015). Como ja descrito na literatura, niveis elevados de IL-6 e
TNF-a tém importante associagdo com diversas doencas cardiacas (HARADA,
WAGONER; NATTEL, 2015). Principalmente do ponto de vista mecanicista,
essas citocinas tém, entre outras capacidades, a de modular a expressao e
funcéo de canais de ions cardiacos e a atividade da metaloproteinases da matriz

extracelular (MMP), regulando tanto processos fisiolégicos quanto patologicos



(LAZZERINI et al.,2018).

As MMPs tém funcdo importante no processo dindmico de
remodelamento da matriz extracelular do tecido cardiaco e sua atividade guarda
importante relacdo com processo inflamatério (HUANG et al., 2020;
YOGASUNDARAM et al., 2018). Em especial, a metaloproteinase-2 (MMP-2),
também conhecida como gelatinase A, foi demonstrada por desempenhar
importantes fungbes, além do remodelamento da matriz extracelular, como
crescimento (RUAN et al., 2015), migracao celular (ZHANG et al., 2017) e
angiogénese (ROMANCHIKOVA et al., 2014). Embora, estudos tenham
mostrado que o TR modula atividade da MMP-2, contribuindo para melhorar o
remodelamento do VE em condigbes como envelhecimento ou dietas com alto
teor de lipidico (GUZZONI et al., 2017; LEITE et al., 2013), a associacao entre a
atividade das MMPs e as citocinas inflamatérias em resposta ao TR e DH ainda
nao foram investigadas.

Outra adaptacdo importante que ocorre nos tecidos em resposta ao
TR é o crescimento de capilares do tecido cardiaco, fenébmeno conhecido como
angiogénese. De forma geral, a angiogénese, que ocorre no VE como uma
resposta adaptativa ao treinamento fisico, € responséavel pela manutencéo da
oxigenacdo cardiaca adequada, integridade microvascular e processos
metabdlicos (GHORBANZADEH et al., 2017). Frente ao exercicio fisico, ja foi
descrito que esse processo no musculo esquelético se da através da
convergéncia de diversos mecanismos de sinalizagédo, incluindo atividade da
MMP-2, biodisponibilidade do o6xido nitrico (NO) e expressdo do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) (MILKIEWICZ et al., 2005). Contudo, até
0 presente momento, nao existem evidéncias sobre os efeitos do TR resistido e,

principalmente, da DH sobre esses marcadores.

Portanto, os achados do presente estudo possibilitam compreender
parte do mecanismo responsavel por algumas das adaptagbes no tecido
cardiaco em resposta ao TR combinado com uma dieta hiperproteica. Além
disso, a avaliacdo de marcadores inflamatérios e demais marcadores de
remodelamento do tecido cardiaco pode contribuir para elucidacdo de possiveis
efeitos deletérios da DH ao tecido cardiaco, além da influéncia do TR nesse

processo.



2. JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos, as pesquisas experimentais sobre o treinamento de
forca cresceram significativamente. As adaptacdes moleculares, observadas em
estudos experimentais com modelo animal, possibilitam compreender como
ocorrem 0s processos celulares que culminam em adaptagdes do organismo em
componentes morfolégicos e funcionais. Mais recentemente, assim como as
investigacbes sobre as repercussbes do TR sobre a plasticidade do tecido
muscular esquelético, questdes relacionadas aos processos de remodelacédo do
tecido cardiaco a esse estimulo foram implementadas. No entanto, ainda existem
muitas questbes a serem respondidas. Umas das lacunas relacionadas as
respostas do tecido cardiaco ao TR é a influéncia da dieta. Mesmo que possam
ser observados, apdés uma revisao da literatura, estudos avaliando a influéncia da
dieta hiperproteica, combinados com o TR nas repostas moleculares, hormonais
e inflamatdrias no tecido musculo esquelético, nenhum estudo avaliando
especificamente essas respostas no tecido cardiaco de animais submetidos a um
protocolo de TR combinado com dieta hiperproteica foi encontrado. Baseado no
corpo de evidéncias produzidas até o momento, nossa hipétese € que a
exposicdo a dieta possa aumentar os niveis de marcadores inflamatorios no
tecido cardiaco, assim como reduzir os niveis de NO e VEGF e MMP-2,
promovendo um perfil de remodelamento cardiaco desfavoravel. Adicionalmente,
a hipétese secundaria é que o TR possa mitigar os possiveis efeitos adversos da
DH no ventriculo esquerdo nos parametros avaliados. Sendo assim, os achados
desse estudo visam contribuir com o conhecimento cientifico, a respeito dos

efeitos de uma dieta hiperproteica no tecido cardiaco.



3. OBJETIVOS GERAL

Avaliar os efeitos do treinamento resistido em parametros
moleculares do remodelamento do tecido cardiaco em ratos submetidos a

dieta hiperproteica.

3.1. Objetivos especificos

-Avaliar a resposta do 6xido nitrico e VEGF no tecido cardiaco em

animais submetidos a 12 semanas de treinamento resistido e dieta hiperproteica

-Avaliar a expressdo de IL-6 e TNF-a no ventriculo esquerdo de
animais submetidos a doze semanas de treinamento resistido e dieta

hiperproteica

-Verificar a atividade de MMP-2 no processo de remodelamento
cardiaco em animais submetidos a doze semanas de treinamento resistido e

dieta hiperproteica.

4. REVISAO DA LITERATURA

4.1. Remodelamento do tecido cardiaco: consideracfes gerais

A principal fungéo do coragdo € manter niveis satisfatorios de perfuséo
dos orgaos periféricos, durante situacées normais ou de estresse. Frente a
cargas estressoras, estruturas do coracdo, principalmente cardiomidcitos,
frequentemente expressam alargamento e aumento de unidades de sarcOmeros
em paralelo. Essa adaptacdo recebe o nome de hipertrofia cardiaca
(NAKAMURA; SADOSHIMA, 2018).

Inicialmente, a hipertrofia cardiaca aumenta a capacidade contrétil do
coracdo, conferindo reducdo do estresse nas paredes das camaras cardiacas,
em especial do ventriculo esquerdo. Segundo a lei de Laplace, uma maior
espessura da parede de um vaso confere menor nivel de estresse a esse

componente. A lei de Laplace é descrita matematicamente pela equacao:

_PxR
M

Equacao I: T=tenséo de parede (em mmHg); P= presséo no interior do

vaso (em mmHg); R= raio do vaso (em mm); M= espessura da parede (em



mm).Embora, a lei de Laplace, seja duramente questionada (QUICK et al., 1995),
por considerar um tecido formado por 70% de estruturas liquidas, como uma
estrutura macica, seu principio € considerado amplamente relevante na

compreensao do sistemacardiovascular.

Atualmente, sdo descritos na literatura dois tipos de hipertrofia
cardiaca; fisiologica e patoldgica. Para que a hipertrofia seja considerada
fisiologica, é necessario que ocorram respostas homogéneas na sinalizagdo da
sobrevivéncia celular, angiogénese proporcional ao crescimento da parede
ventricular, regulacdo do sistema pré e anti-inflamatorio, controle da qualidade
mitocondrial e proliferacdo e regeneracdo de cardiomidcitos (NAKAMURA;
SADOSHIMA, 2018). Por outro lado, durante a forma patolégica do fenémeno,
podem ser observadas fibrose intersticial, perivascular e morte de cardiomiocitos,
além de aumentos nos niveis de colageno tipo |, ativacdo de mio fibroblastos e
disfuncdo do metabolismo do Ca2+ (ROACH; BRADDING, 2019). Outras
caracteristicas dos dois tipos de hipertrofia podem observados na figural.

Figura 1. Sinais fisiolégicos e patolégicos dos respectivos tipos de hipertrofia
cardiaca.

) . t Espécies =
t Disfuncéo 2 tBiogénese Rt
mitocondrial reat.lvz?s.ao mitocondrial jAAtioxcantes
oxigénio
- Sinais t Colageno — Sinais -
-— — 2 Angiogé — — | Colageno
{Angiogénese patolégicos (fibrose) ihodiedanase fisiolégicos .
L tCitocinas .
inflamatorias coldiar

Nota: Principais sinais fisiolégicos do tecido cardiaco, envolvidos no processo de remodelamento
cardiaco fisiolégico e patologico. Adaptado de Nakamura e Sadoshima, 2018.

Praticamente todos os mecanismos de sinalizacdo que mediam o
processo patolégico de hipertrofia sédo ativados, a priori, como uma resposta
adaptativa fisiologica (SHIMIZU; MINAMINO, 2016). Contudo, o tipo de hipertrofia

patologica é reconhecido por progredir para dilatacdo da camara ventricular,

através do alongamento de cardiomiocitos, seguida de disfuncdo contrétil e



insuficiéncia cardiaca (SCHIATTARELLA; HILL, 2015). Quadros de hipertrofia
patolégica, sdo comumente associados a infarto agudo do miocardio,
cardiomiopatia genética, hipertensdo cronica, diabetes, entre outras (TURKBEY
et al., 2010).

Embora o ponto de partida para as adaptacdes referentes a hipertrofia
cardiaca ocorra em resposta a sobrecarga ao tecido cardiaco, os desfechos séo
modulados por vias de sinalizacdo opostas (SHIMIZU; MINAMINO, 2016).
Exercicio e hipertensdo arterial sistémica, por exemplo, causam sobrecargas
intermitentes, mas tém desfechos fisioldgicos opostos (PERRINO et al., 2006).
Adicionalmente, tem sido proposto que essas repostas frente ao exercicio, além
de conferir beneficios a saude do tecido, também antagonizam ativamente as
manifestacbes caracteristicas da forma patolégica de hipertrofia cardiaca
(MCMULLEN et al., 2007; POSA et al., 2015; TSUJITA et al.,2006).

Os préximos tépicos dessa revisao tratardo dos principais mecanismos
envolvidos no processo de remodelamento do tecido cardiaco e posteriormente
os efeitos cardioprotetores do exercicio, na presenca ou ndo de patologias, seréo
melhor descritos no tépico especifico: remodelamento cardiaco em resposta ao

exercicio.

4.1.2. Metaloproteinase da matriz-2 (MMP-2) no remodelamento
cardiaco

O tecido do miocérdio e formado por trés tipos principais de estruturas:
0s midcitos, os ndo midcitos (fibroblastos, células endoteliais e musculo liso,
entre outros) e as proteinas da matriz extracelular (MEC) (KWAK, 2013). Em
especial, a MEC do miocardio tem como funcdes priméarias, manter a integridade
estrutural (estabilidade mecéanica, forca fisica, rigidez e absorcdo de energia) e
fungdo cardiaca (manutengéo do alinhamento dos miocitos durante contragéo e
complacéncia) (CURTIS; RUSSELL, 2011). Entre outras funcbes da MEC no
miocéardio, estdo o suporte para miocitos, fibroblastos, células endoteliais e
transmissdo de forcas e sinais mecanicos as fibras do miocardio (BAUDINO et
al., 2006).

A MEC do miocardio é formada por glicoproteinas, proteoglicanos,

proteases extracelulares, receptores da MEC e colagenos (GOLDSMITH E



BORG, 2002). Contudo, os componentes maisabundantes da MEC sdo os
colagenos (BOWERS; BAUDINO, 2012). A maior parte do colageno da MEC é
sintetizada por ribossomos dos fibroblastos ligados a membrana do reticulo
endoplasmatico rugoso ou inseridos na MEC (KJAER, 2004). O equilibrio entre
sintese e degradacdo do colageno na MEC é modulada por fatores hormonais,
proteinas reguladoras, fatores de crescimento e citocinas (BERRY et al., 2013;
KAWK, 2013).

O principal determinante para o equilibrio entre degradacéo e sintese
de coldgeno do tecido cardiaco € atividade das proteinas reguladoras,
metaloproteinases da matriz (MMPSs) e inibidores teciduais de metaloproteinases
(TIMPs) (TAKAWALE; SAKAMURI; KASSIRI,2015). A familia das
metaloproteinaes da matriz (MMPs) foram descritas, pela primeira vez em 1960,
apos a descoberta da capacidade de anfibios de produzir colagenases (GROSS;
NAGAI, 1965). Inicialmente, sua atividade chamou grande atencdo dos
pesquisadores por sua potente atividade proteolitica em componentes da matriz

extracelular, principalmente o colageno (SCHULZ, 2007).

Atualmente, tem sido proposto que as MMPs estdo envolvidas em
diversos processos celulares como a migracdo e crescimento celular,
angiogénese, contratilidade, inflamacéo e metabolismo (PRUDOVA et al., 2010).
As MMPs séo encontradas no meio intracelular, na membrana celular e no meio
extracelular (DECOUKX et al., 2014). Dessa forma, a atividade catalitica das MMP
afeta o potencial biolégico de substratos sollveis (meio extracelular), do
citoesqueleto (membrana) e de organelas, como a mitocéndria e ndcleo (meio
intracelular) (ZUCKER et al.,2003).

No contexto das adaptac¢des no tecido cardiaco, umas das MMPs mais
estudadas é MMP-2, também conhecida como gelatinase A (IYER et al., 2002). A
MMP-2 € uma endopeptase zinco dependente, com alto poder catalitico, que tem
importante papel na degradagdo do coladgeno tipo | e Il MEC do coragéo
(SCHUPP et al., 2006). Além disso, seu papel ja foi descrito em mecanismos de
adaptacao importantes, como crescimento e migracéo celular (RUAN et al., 2015;
ZHANG et al., 2017) e angiogénese (ROMANCHIKOVA et al., 2014). Niveis

elevados de expressdao da MMP-2 tém sido considerados um dos principais



responsaveis pelo desenvolvimento e progressao de doencas cardiovasculares
como infarto agudo do miocardio, insuficiéncia cardiaca, hipertensédo arterial
sistémica entre outras (NEWBY, 2016).

Além disso, a MMP-2 desempenha papel central na modulacdo da
lesdo aguda causada por isquemia e reperfusao (I/R) (BAGHIROVA et al., 2016;
ROCZKOWSKY et al., 2019). Isso por que essa MMP-2 proteolisa importantes
proteinas sarcomicas, promovendo disfun¢do contratii no tecido cardiaco
(SCHULS, 2007). Exemplos de proteinas sarcomicas afetadas pela atividade da
MMP-2 sdo: a topbnima |, cadeia leve de miosina, actina e tinina (ALl et al.,
2010). A ativacdo da MMP-2, nesse processo, decorre do aumento de espécies
reativas ao oxigénio e de citocinas inflamatorias, caracteristico do processo de
isquemia/ reperfusdo (YASMIN; STRYNADKA; SCHULZ, 1997). Assim, os efeitos
de inibidores da MP- 2, na melhora da recuperacdo da contratilidade e reducéo
do tamanho do infarto no miocéardio, tém sido considerados promissores recursos
terapéuticos (BENCISIK et al.,2014).

Por outro lado, embora as evidéncias citadas anteriormente levem a
considerar que a inibichio da MMP-2 possa ser benéfica, existem contra-
argumentos (FERNANDEZ-PATRON, 2018; HARDY; HARDY-SOSA, 2018).
Como demonstrado em estudos pré-clinicos, niveis muito baixos de MMP-2
culminam em aumento da inflamacdo sistémica (aumento de citocinas pro-
inflamatorias) e disfuncdo do metabolismo lipidico em érgdos alvo (FERNADEZ -
PATRON; KASSIRI; LEUNG, 2016). Isso justifica, em parte, dados clinicos de
pacientes com deficiéncia de MMP-2, que indicam que esses individuos tém risco
aumentado para alteracdes cardiacas e metabdlicas (TUYSUZ et al.,2009).

Dessa forma, propbe-se que seja necessaria uma melhor
compreensao da biologia da MMP-2, antes do estabelecimento de terapias
visando inibir a expressdo dessa importante proteina moduladora. Também se
faz importante a determinacdo de um limiar fisiolégico para os niveis da MMP-2
no tecido cardiaco, uma vez que, “muita ou pouca”’ expressdo dessa

metaloproteinase é comumente relacionada a desfechos clinicos desfavoraveis.

41.3. Processo inflamatério e remodelamentocardiaco

O reconhecimento da inflamacé&o intramiocardia, como mecanismo de
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acdo nas adaptacdes do tecido cardiaco, € conhecido ha algum tempo
(BOZKURT et al.,, 1998; KUBOTA et al.,, 1997). Desde sua descoberta,
marcadores inflamatdrios sdo descritos como mecanismos chave para diversos
distarbios cardiovasculares (DIWAN et al., 2003). Adicionalmente, investigacdes
sobre a relacdo do sistema imune com a atividade da MEC convergiram para a
descoberta dos papéis de citocinas inflamatérias nas adaptacdes do tecido
cardiaco (MANABE; SHINDO; NAGAI, 2002).

As citocinas sdo pequenas proteinas (~30kDa), responsaveis por
sinalizar a regulacdo de funcdes celulares em processos fisiolégicos e
patolégicos (CANNON, 2000). Sua liberacdo é responsavel por desencadear
ativacdo do sistema imune, assim como liberacdo de outras citocinas
(SCHAPER; ROSE-JOHN, 2015). As citocinas agem como imuno-moduladores
por via autécrina, meios de traducdo de sinal paracrino e mesmo endocrino
(BARTEKOVA et al., 2018). Entre os desfechos mais comuns mediados pela
acao das citocinas, pode-se destacar a inflamacéo, sepse, reproducédo celular,
trauma, cancer e insuficiéncia cardiaca (FRIELER; MORTENSEN,2015; KELLIE;
AL- MANSOUR, 2017).

Inicialmente, acreditava-se que o papel das citocinas era exclusiva
pré- inflamatorio, tanto que o termo “tempestade de citocinas” foi, durante algum
tempo, associado a regulacdo do sistema pro-inflamatorio (TISONCIK et al.,
2012). Atualmente, sugere-se que uma liberacdo simultanea de citocinas pro e
anti- inflamatérias sé@o obrigatérias em toda resposta imune (GEGINAT et al.,
2016). As citocinas podem ser produzidas por uma grande variedade de células,
como macrofagos, linfécitos B e T, mastocitos, células endoteliais e fibroblastos
(LACKIE,2010).

A classificacdo das citocinas € feita de acordo com sua estrutura,
funcdo ou fonte de célula (DINARELLO; 2009). Vale destacar que sua
classificagdo ndo pode ser considerada absoluta, uma vez que qualquer citocina
especifica pode pertencer a mais de uma classe (ARIMONT et al., 2017). Em
geral, as citocinas podem ser do tipo interleucinas, quimiocinas, interferons,
linfocinas, fator de necrose tumoral (TNF) ou fator de crescimento transformador
beta (TGF-beta) (KELLIE; AL-MANSOUR, 2017).Adicionalmente, citocinas s&o
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consideradas moléculas mensageiras na modulacdo do sistema imune, tanto
para desfechos pro, quanto anti-inflamatorio (KALLIKOURDIS et al., 2017;
VERMA et al., 2013; VAN TASSELL et al.,2017).

Estudos sugerem que o0 aumento na expressdo de citocinas é capaz
de causar desequilibrio na relacdo MMP/TIMP no tecido cardiaco, promovendo
importantes alteracdes na estrutura e funcdo da MEC no miocardio (NEWBY,
2016). De forma geral, niveis aumentados de citocinas inflamatérias sé&o
comumente encontrados em doencas cardiacas, como insuficiéncia cardiaca,

cardiomiopatia dilatada ou isquémica, entre outras (FANG et al., 2017).

Entre as citocinas, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), tem sido
descrito como um dos principais componentes para compressao dos mecanismos
envolvidos no remodelamento da MEC no miocéardio (KURZUPA et al., 2014). O
TNF-a € uma molécula sintetizada por uma grande variedade de células como
macrofagos, células dendriticas, células musculares lisas, fibroblastos, células
endoteliais e epiteliais, osteoblastos, neurénios e miécitos (JARRAH et al., 2018).
Em modelo animal, foi demonstrado que a superexpressdo de TNF-a promove
aumento das MMP-2 e MMP-9 (figura 2), acompanhadas por acentuada
disfuncdo diastolica (LI et al.,, 2000) e dilatacdo do ventriculo esquerdo
(SUVASUBRAMANIAN et al., 2001).

A principal funcdo dessa proteina ubiqua € a sinalizacdo celular na
regulacdo do sistema imunoldgico por meio dos receptores TNF-R1 e TNF-R2
(TIAN et al., 2015). O TNF-a pode encontrado em duas formas, citosélicas e
ligada a membrana (DIWAN et al., 2004). Até certo ponto, essa dualidade pode
ser explicada pela possibilidade de interacdo dessa proteina com ambos os
receptores (HAMIDetal.,2009). Assim, os efeitos do TNF-a podem ser
observados tanto em processos fisiolégicos quanto patoldégicos no coragéo
(HEDAYAT et al., 2010).

Em humanos, niveis mais altos de TNF-a foram encontrados em
pacientes com insuficiéncia cardiaca (FANG et al., 2017), especialmente em
pacientes com alta atividade de renina plasmatica, baixo nivel sérico de sédio,
disfuncdo renal, caquexia e anemia (LEVINE et al., 1990). Niveis elevados de

TNF- a, também foram positivamente correlacionados com gravidade da doenca
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cardiaca (ESKANDARI et al., 2018). Além disso, foi demonstrado que a
expressdo do TNFR1 é um preditor de mortalidade por insuficiéncia cardiaca
(VALGIMIGLI et al.,2005).

Figura 2. Papel do TNF- no remodelamento da MEC no miocéardio.

Estresse mecanico/
Estresse oxidativo

L 4

/ Citocinas \

TNF-a TGF-B

v / L
MMPs } TIMPs/ miofibroblastos

Remodelamento da MEC

Nota: Turnover de coldgeno no ECM sinalizando no coragdo. Tensdo mecénica alterada e o
estresse oxidativo podem estimular TNF-a, TGF- e MMP. O TNF-a pode estimular MMP e inibir
TIMP, enquanto o TGF-3 pode inibir a MMP e estimular o TIMP e o atividade dos miofibroblastos.
Finalmente, o MMP degrada os colagenos, mas o TIMP e miofibroblastos inibem a degradacéo do
colageno e promovem a sintese do colageno, que determinam a remodelacdo do colageno na
MEC. Adaptado de Kwak (2013).

Nesse mesmo sentido, foi demostrado que animais que
superexpressam TNF-a exibem insuficiéncia cardiaca, disfungdo ventricular,
perda da capacidade de resposta alfa-adrenérgica e morte prematura
(JANCZEWSKI et al., 2003). Quanto as formas, solaveis ou ligadas a membrana,
foi demonstrado que a superexpressao da forma ligada a membrana resulta em
fendtipo cardiaco concéntrico, enquanto a forma soluvel dessa citocina leva a
dilatacdo desadaptativa do coracdo (DIBBS et al.,2003). Assim, niveis de
atividade exacerbada de TNF- é acompanhada por aumento da apoptose de
cardiomidécitos e perda progressiva do fator Bcl-2 citoprotetor (HAUDEK et a.,

2007), promovendo disfungéo ventricular esquerda.

De forma isolada, o TNF-a induz a redugédo da frequéncia cardiaca,
forca contrétil, velocidade de relaxamento e do fluxo coronario (JUDE et al.,

2018). Por outro lado, niveis mais baixos na concentracdo de TNF-a resultaram
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em reducédo da contratilidade celular e aumento da disfuncao do ritmo cardiaco, o
qgue explica, em parte, a maior incidéncia de arritmia e disfuncéo ventricular em
pacientes sépticos (DUNCAN et al., 2010).

Assim como outras citocinas, a atividade do TNF-a esta intimamente
relacionada com o estresse oxidativo (ZHOU et al., 2018). Isso por que a infuséo
de TNF-a foi € capaz causar aumento significativo de espécies reativas ao
oxigénio, além de diminuicdo da variabilidade das células e aumento dos niveis
de creatina quinase em cardiomiocitos (AL-SHUDIEFAT et al., 2013). Além disso,
foi demonstrado que o TNF-a atua na desregulagdo do metabolismo do calcio,
mecanismo fundamental na génese da apoptose e disfungdo cardiaca,
comumente descrito em quadros de doencas cardiacas como cardiomiopatia
dilatada (DAS et al., 2010), doenca cardiaca isquémica (RATHI; XU; DHALLA,
2002), doencas cardiacas coronarianas (LI et al., 2020) e infarto do miocérdio
(ZHANG et al.,2005).

Outra citocina com papel importante no remodelamento cardiaco é a
interleucina 6 (IL-6). A IL-6 é uma citocina soldvel, com propriedades
pleiotrépicas no sistema imune (TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014). Sua
atividade é modulada em resposta a infeccdes e lesbes teciduais (HEINRICH et
al., 1990). Embora a IL-6, tenha sido descrita, a priori, como uma citocina
derivada de células T, sabe-se, atualmente, que varios tipos de células podem
sintetiza-la (KUMAR et al., 2011).

As diversas acbes biolégicas da IL-6 se dao através da ligacdo da
mesma com seu exclusivo sistema receptor, formado por duas moléculas: o
receptor de IL-6 (IL-6R) e a proteina gp 130 (NARAZAKI et al., 1993). De forma
geral, o complexo formado pela IL-6 e seus receptores estimulam diversas vias
de sinalizacdo que induzem a apoptose, como a JAK/STAT ou MAP cinase
(MIHARA et al., 2012), o que explicam, em parte, porque a infusdo de IL-6 ou
ativacao de IL-6Rb induz hipertrofia patologica em modelo animal (TOLDO et al.,
2012).

Além disso, diversos estudos tém mostrado que atividade dessa IL tem
papel importante na patogénese da cardiomiopatia isquémica e do infarto agudo
do miocardio (CANNON, 2000; KOSMALA et al., 2005; WILKOWSKA et al.,
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2015). A nivel plasmaético, a elevacao de IL-6 correlacionou-se com insuficiéncia
cardiaca crénica (NISHINO et al., 2000) e choque cardiaco (DEBRUNNER et al.,
2008), sugerindo importante papel dessa citocina como marcador prognéstico de
complicacé@o decorrente de infarto do miocardio. Adicionalmente, ensaios clinicos
mostraram que o aumento de IL-6 plasmatico estd associado a desfechos
cardiovasculares em pacientes pés coronariografia aguda (FANOLA et al., 2017)
e insuficiéncia cardiaca em pacientes com doenca cardiaca coronariana estavel
(HELD et al.,2017).

Em modelo animal, mostraram que o0s niveis de IL-6 aumentam
significativamente apos 4h de oclusdo da artéria coronaria e 2h apds a
repercussao em coelhos (ZHAO et al., 2014), demonstrando notavel papel dessa
interleucina na lesdo causada por isquemia/ reperfusdo. A exemplo de outras
citocinas inflamatérias, niveis elevados de mRNA do complexo da IL-6 (IL-6, IL-
6R e gpl130) foram observados em ratos pés IM (CHANDRASEKAR et al., 1999).
Na mesma direcdo, foram observados que animais com deficiéncia de IL-6
apresentaram menor tamanho de infarto ap6s 1h de isquemia e 3 horas de

perfusdo, quando comparados a animais do tipo selvagem (JONG et al.,2016).

No mesmo sentido, o silenciamento da IL-6 em modelo animal,
impediu reducdo do tamanho do infarto promovida pelo pré-condicionamento,
sugerindo papel obrigatério dessa citocina nas adaptacfes positivas relacionadas
ao exercicio fisico (DAWN et al., 2004). Assim, tem sido sugerido que, além de
efeitos deletérios, a IL-6 é capaz de promover efeitos cardioprotetores atraves
das vias JAT/ STAT, iINOS e COX-2 mesmo ha auséncia de um agente solavel
(RIL-6 e sIL-6Ra) (FAHMI et al.,2013).

Em humanos, evidéncias mostram que altos niveis de IL-6 influenciam
negativamente adaptacdes pos IM, sugerindo que seus alvos sdo importantes
alvos terapéuticos (MOCAN et al., 2019). Como mostrado por Anderson et al.,
(2013), pacientes com infarto agudo do miocardio apresentam niveis elevados de
IL-6R soluvel. O que pode explicar, em parte, por que doses de tocilizumabe, um
antagonista do IL-6R, atenuaram resposta inflamatéria, liberacdo de troponina T
(KLEVELAND et al., 2016) e elevaram niveis de marcadores de ativagcado de

células de adeséo vascular (VCAM-1) durante a hospitalizacdo, sem afetar o
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fluxo coronariano (HOLTE et al.,2017).

Por outro lado, muitas controvérsias permeiam o ambiente cientifico,
guando se trata dessa citocina (HONSHO et al., 2009). Por exemplo, um recente
estudo em modelo animal mostrou que o bloqueio do receptor IL-6R, pelo
anticorpo monoclonal MR1-1, ndo impediu o processo de remodelamento
cardiaco causado por isquemia/ reperfusdo (HARTMAN et al., 2016). Ainda
mais, Gabriel et al., (2004) mostrou que o aumento dos niveis de IL-6 em
pacientes apés o infarto agudo do miocardio ndo se correlacionou com o
tamanho do infarto e insuficiéncia cardiaca durante a hospitalizacdo, apenas em
pacientes com insuficiéncia cardiaca 12 semanas ap0s a hospitalizacao.

Baseando-se nos dados da literatura, a IL-6 tem papel dual nas
adaptacdes do tecido cardiaco, atuando tanto em processos deletérios, quanto
cardioprotetores no miocardio. Além disso, as interpretacdes sobre seus efeitos
sdo dependentes de outros fatores (expressdo de outras citocinas, proteinas
moduladores e etc), assim como da cinética das respostas do paciente. Em
estudo animal, mais estudos sdo necessarios para estabelecer em quais situacéo

a atividade dessa citocina é benéfica ou ndo.

4.1.5. Funcdes do fator de crescimento endotelial (VEGF) e do

Oxido nitrico (NO) no remodelamentocardiaco

Outro fator importante na modulacdo da hipertrofia fisiolégica ou
patolégica é a densidade capilar (OKA et al., 2014). Dentre as moléculas
envolvidas nesse sistema, o fator de crescimento vascular (VEGF). O VEGF é
uma molécula angiogénica, essencial para a manutencao da densidade capilar e
funcdo do miocardio (CARMELIET et al., 1999). Contudo, estudos utilizando
inibidores de VEGF para tratamento de varios tipos de cancer mostram que sua
utiizacdo pode causar toxicidade cardiovascular, incluindo quadros de
cardiomiopatia em humanos (MOSLEHI,2016).

Entre os componentes do tecido cardiaco, as células endoteliais sédo
0S componentes mais responsivos a atividade do VEGF (MELINCOVICI et al.,
2018). Assim, como em outras tecido-alvo, a expressao e a atividade do VEGF
nas células endoteliais se da em resposta principalmente a isquemia (BROGI et

al., 1996; NAMIKI et al., 1995). Da mesma forma, as principais repercussodes
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desse fator de crescimento nesse tecido resultam em estimulacdo do processo
de crescimento e dilatacdo de microvasos (angiogénese) no miocardio
(LAHTEENVUO et al.,, 2009). Assim, durante a hipertrofia fisiol6gica, niveis
aumentados de VEGF promovem aumento da rede capilar garantindo que a
demanda de oxigénio e nutrientes seja suficiente para um bom funcionamento do
miocardio (BARTEKOVA et al., 2018).

De forma geral, o VEGF é capaz de promover, no miocardio, todos os
processos necessarios para angiogénese, como vasodilatacdo mediada via NO,
descolamento de células endoteliais, além de sobrevivéncia, proliferacéo,
migracdo celular (HOEBEN et al., 2004). As caracteristicas da angiogénese no
micardio guardam relagdo com a solubilidade da isoforma de VEGF
(MELINCOVICI et al., 2018). Por exemplo, um fator mais soltvel como VEGF-D,
tende a atingir tecidos- alvo mais distantes da sua célula de origem, enquanto
fatores menos sollveis (VEGF-A, por exemplo) atuem em células préximas as de
sua origem (VEMPATI; POPEL; GABHANN, 2014). Assim, tem sido proposto,
gue a solubilidade do VEGF determine se a angiogénese sera relacionada a
dilatacdo dos vasos e associada ao crescimento de capilares preexistentes ou ao
surgimento de novos vasos (WOOLARD et al., 2009).

Em cardiomidcitos, um dos principais beneficios observados em
resposta a atividade do VEGF ¢é ativacao de vias anti-apoptéticas (LAAKKONEN,
et al., 2019). Embora esse efeito protetor do VEGF envolva mudltiplos
mecanismos, tem sido proposto, que a melhora no fluxo do sanguineo decorrente
da vasodilatagdo e o0 crescimento de novos vasos Sejam 0sS principais
responsaveis por evitar danos ao tecido cardiaco (ZHAO et al.,, 2013). Além
disso, efeitos do VEGF no metabolismo de cardiomiocitos, como aumento na
capacidade de favorecer a oxidacéo de glicose (KIVELA et al., 2014), aumentar
a capacidade de captacao de acidos graxos (HAGBERG et al., 2010) ja foram
descritos.

Embora exista uma interacdo na atividade do VEGF com o 6xido
nitrico na maioria das adaptacdes agudas e crbnicas no sistema cardiovascular,
seus papeéis no remodelamento cardiaco sédo divergentes. O oxido nitrico (NO) é
um radical livre gasoso, produzido por uma enzima chamada 6xido nitrico sintase

(NOS), através da catalisacdo da L-arginina. Isoformas de NOS j& foram
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identificadas no cérebro (isoforma neuronal= NOSn) em macréfagos (isoforma
induzida= NOSI) e em células endoteliais e cardiomiocitos (isoforma endotelial=
NOSe) (BALLIGAND et al., 1995; HARRISON, 1997). Em condic¢des fisiologicas,
ditas normais, o endotélio vascular coronariano, endotélio cardiaco e
cardiomidcitos, sado os tecidos que apresentam maior expressdo de NOS e no
miocardio (SCHULZ et al.,1991).

O NO sintetizado em cardiomioticos, por sua vez, tem como principal
alvo a forma soluvel de guanilato-ciclase (GCs), onde converte cataliticamente a
guanosina trifosfato (GTP) em guanosina monofosfato ciclica (GMPc). Junto com
a atividade da enzima proteina quinase-G (PKG), o NO e o GMPc, formam a via
NO/GMPc/PKG, principal reguladora negativa da transcricAo de genes
hipertréficos, induzida pela via MAPK/ERK (CHENG et al., 2005). Além da
MAPK, essa via promove reducdo do processo hipertréfico inibindo a via
calcineurina/ fator nuclear ativador de células T (NFAT), reduzindo a expresséo
de genes hipertréficos ciclina D2 e ativando o fator de transcricdo NF-kp
(VELLAICHAMY; SOMMANA; PANDEY,2005).

Em conjunto ao peptideo natriurético atrial (ANP), o NO tem sido
considerado um dos principais fatores endogenos anti-hipertréficos (KEMPF;
WOLLERT, 2004). O ANP ¢é expresso, em resposta ao estiramento atrial agudo
ou crbnico, por granulos atriais e tem como principal repercussao o aumento nos
niveis de guanosina monofosfato ciclica (GMPc) (BUBIKAT et al., 2005). A GMPc
€ um nucleotideo, conhecido por antagonizar vias de sinalizacdo hipertréficas
induzidas por angiotensina Il (ANG ll), insulina, fatores de crescimento, entre
outros (BOBIN et al., 2016). O esquema apresentado na figura 3 apresenta uma

sintese dos principais fatores hipertréficos e anti-hipertréficos no tecido cardiaco.

Outro efeito do NO em cardiomidcitos, adicional aos anti-hipertréficos
é o efeito pro-apoptoético dose-dependente (PREEDY; BALIGA; HOBBS, 2019).
Como demonstrado por Wollert et al.(2002), niveis elevados da expressao de NO
em cardiomiécitos séo responsaveis pela ativacdo de caspases, fragmentacéo de
DNA e apoptose. De forma geral, atividade do NO na apoptose se da pelo fato de
que a capacidade das citocinas de modularem positivamente a producdo de NO

€ proporcional e suficiente para promover a ativacdo de morte celular
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programada (XIE et al.,1996).

Figura 3. Principais fatores hipertroficos anti-hipertrofico no tecido cardiaco.
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Nota: Equilibrio entre os fatores hipertroficos e/ou proliferativos e os fatores anti-hipertréficos e/ou
antiproliferativos. Endotelina 1 (ET 1). Adaptado de Garcia e Incerpi (2008).

4.2. Remodelamento cardiaco em modelo animal de TR

A exemplo do que ocorre no tecido musculo esquelético, em resposta
a sobrecarga mecanica e fisiolégica do exercicio, adaptacées morfologicas e
fisiologicas podem ser observadas no tecido cardiaco (NAKAMURA;
SADOSHIMA, 2018). Contudo, ao contrario de das células musculares,
cardiomiécitos apresentam uma capacidade de proliferagcdo bastante limitada
(MAGADUM et al.,, 2017; HE; ZHOU, 2017). Como demonstrado, o tecido
cardiaco de mamiferos adultos apresenta uma taxa de “rotatividade” celular entre
0,3 a 1% (BERGMANN et al., 2010). Ainda assim, a capacidade do exercicio de
induzir adaptacbes benéficas no tecido cardiaco na presenga, ou ndo, de
patologias é bem aceita.

Ao contrario do que acontece em resposta quando patoldgica, a
hipertrofia fisiolégica do coracdo, em resposta ao exercicio, € marcada pelo
crescimento proporcional da camara e preservagdo da funcdo -cardiaca
(BERNARDO et al.,, 2010). Em humanos, o exercicio fisico foi descrito como
capaz de promover a ativacdo de células progenitoras cardiacas e endoteliais,

protegendo o coracdo e o sistema vascular do declinio na elasticidade arterial,
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tipica em individuos hipertensos (YANG et al., 2013). Curiosamente, a hipertrofia
fisiologica decorrente do exercicio diminui em resposta ao destreinamento, com
retorno do tamanho da cavidade e normalizacdo da espessura da parede do
ventriculo, diferente quadro patologico de hipertrofia (PELLICCIA et al., 2002).

Embora as adaptacdes relacionadas ao exercicio fisico sejam
descritas como cardioprotetoras, as adaptacdes decorrentes do exercicio sao
correspondentes a especificidade do estimulo (GARCIA; INCERPI, 2008) (figura
4). De forma geral, treinamentos com baixa demanda dinamica e alta estética,
como o treinamento resistido, sdo conhecidos como capazes de promover o tipo
de hipertrofia concéntrica (SILVA et al.,, 2018), enquanto tipos de treinamento
com alta demanda dindmica, baixa estética (natacé@o, corrida etc), promovem
adaptacdes que resultam no tipo hipertrofia excéntrica do coracdo (PLUIM et
al.,2000).

Como descrito na literatura, quando comparado a néo atletas, atletas
de modalidade com predominancia de estimulo estatico, ou menos dinamico,
apresentam maior dimensédo (2,5%) e espessura 12% do ventriculo esquerdo
(FAGARD, 1996; FAGARD, 1997). Embora a utilizacdo de esteroides possa
representar um fator de confuséo, aumentos maiores que 13mm na espessura do
ventriculo esquerdo, sdo comumente encontrados e submetidos ao treinamento
resistido (DICKERMAN; SCHALLER; MCCONATHY, 1998; FLECK,1988;
HAYKOWSKY et al., 2000).

Curiosamente, a ativacao sustentada de mecanismos de sinalizacao
que induzem hipertrofia fisiolégica contribuem para insuficiéncia e arritmias letais,
na presencga de mutacgdes genéticas (BURKE et al., 2016). A hipertrofia cardiaca
fisiol6gica é responsavel por cerca de 37% das mortes subitas em jovens atletas
nos EUA (MARON, 2009). Contudo, é importante ressaltar que 0s aumentos nos
parametros citados, na auséncia de mutacdes genéticas, nao se igualam aqueles
observados em condi¢cdes patologicas como cardiomiopatia, estenose adrtica e
hipertensédo arterial (HILDICK-SMITH; SHAPIRO, 2001; MACDOUGALL et al.,
1992).
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Figura 4. Hipertrofia cardiaca induzida pelo treinamento fisico.

Hipertrofia
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Nota: Exercicios com baixa demanda dindmica como o treinamento resistido (alta intensidade
e curta duragdo) promovem aumento adicdo de sarcbmeros em paralelo (hipertrofia
concéntrica). Exercicios com alta demanda dindmica como corrida (baixa/ moderada
intensidade e longa durag&o), por outro lado, promovem adicdo de sarcOmeros em série
(hipertrofia excéntrica). Vale destacar que ambos os tipos de adaptacdo ndo provocam
disfungéo cardiaca. Adaptada de Garcia e Incerpi (2008).

4.2.2. Treinamento resistido em modelo animal

Embora seja reconhecida certa dificuldade em reproduzir a
especificidade do treinamento resistido em modelo animal, as respostas do
tecido cardiaco ao TR nesse modelo sdo consideradas correspondentes as
observadas em humanos (MERINO et al., 2018). Atualmente, os modelos de TR
mais conhecidos séo: o treinamento de escalada (DE SOUZA et al., 2014), salto
em tanque com agua (JUNQUEIRA, et al., 2015) (utilizando cargas presas a
cauda do animal) e um modelo que usa um implemento que simula o movimento
de agachamento, que apresenta local especifico para implementacdo de carga
(TAMAKI; UCHIYAMA; NAKANO,1992). Os principais implementos utilizados

para reproducéo do TR em modelo animal séo ilustrados na figura 5.

De forma geral, independente do implemento utilizado, estudos
avaliando os efeitos do TR nas respostas do tecido cardiaco tém sido
considerados de alto valor pré-clinico (PERRINO et al., 2011). Principalmente por
que esse modelo permite compreender como o TR modula a atividade de

praticamente todos os mecanismos de remodelamento cardiaco ja supracitados,
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como atividade de MMPs, e expressao de citocinas inflamatérias, VEGF e NO
(além de outros ndo citados), na presenca ou ndo de doencas cardiovasculares
(MELO et al., 2018).

Figura 5. Principais implementos para reproducgéo do treinamento resistido
em modelo animal.

A B C
ol b | s ey
O EgE | | A

II
-‘—L-
2 F
5
S i
Ba
L
o
»

un

|

W

Nota: Figura 5 A —treinamento resistido de escalada, adaptado de Hornberg; Farrar, (2004). Figura 5
B- salto em ambiente aquatico, adaptado de Sousa et al. (2011), Figura 5 C: modelo de
agachamento de Tamaki et al. (1992)

Como demonstrado em ratos, o treinamento resistido (escalada), com
intensidade de 60% de 1 RM, durante 12 semanas, foi capaz de promover
aumento no peso do coracdo, seguido de aumento na espessura do ventriculo
esquerdo e da parede aodrtica, alteracdes compativeis com hipertrofia fisiologica
concéntrica observada em humanos (SOUZA et al., 2017). No mesmo sentido,
Barauna et al., (2007) mostraram que animais submetidos a 12 semanas de
treinamento resistido (escalada), com cargas de 65% a 75% de 1 RM,
apresentaram aumentos progressivos na massa do ventriculo esquerdo (8%,
12% e 16% maiores em relacdo ao grupo controle) no primeiro, segundo e

terceiro més, respectivamente.

Ainda em animais saudaveis, a investigacdo dos efeitos de 12
semanas de TR (escalada), realizado 3 vezes por semana, com cargas
progressivas (65, 85, 95 e 100% de 1 RM), nas alteracbes no ventriculo
esquerdo, relacionadas a idade (animais com 3 ou 21 meses), mostrou que esse
tipo de treinamento foi capaz aumentar os niveis de MMP-2 e reduzir 0s niveis de
TGF-1 e TIMP-1 (principal inibidor da MMP-2), promovendo reducéo no conteudo
de colageno associado a idade (GUZZONI et al., 2017). Adicionalmente, Leite et

al. (2013), utilizando o mesmo protocolo de TR em animais submetidos a uma
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dieta hiperlipidica, mostraram que esse tipo treinamento, além de promover
aumento nos niveis de MMP-2 no ventriculo esquerdo, induziu a reducdo da

pressao arterial sistélica e diastdlica.

Curiosamente, um estudo publicado no mesmo ano ao de Guzzoni et
al. (2017), por Silva et al. (2017) avaliando efeito do treinamento aerébio (TA) (45
min/ 5 dias/semana, durante 12 semanas), com amostra semelhante (animais
com 3 e 31 meses), mostrou que o TA modula atividade da MMP-2 e
consequentemente a deposicédo de colageno tipo | no tecido cardiaco, de forma
semelhante a encontrada em resposta ao TR (KWAK et al., 2011) em modelo
animal de diabetes (SILVA et al.,, 2017).0 que sugere que, embora TR e TA
promovam tipos diferentes de hipertrofia, as adaptacdes relacionadas a atividade

da MMP-2 no remodelamento do tecido cardiaco guardam alguma semelhanca.

Embora uma meta-analise realizada por Sardeli et al. (2018),
investigando o efeito do treinamento resistido em biomarcadores em idosos,
tenha mostrado que o exercicio ndo promove reducéao significativa nos niveis de
TNF-a e PCR, vale destacar que mesmo tendo relevancia clinica, niveis de
biomarcadores medidos no plasma podem nao corresponder aqueles
encontrados em tecido-alvo (BRODERICK et al.,2019).

Recentemente, Effting et al. (2019) mostraram que o TR reduziu os
niveis de TNF-a no ventriculo esquerdo, bem como modulou parametros de
estresse oxidativo, em animais induzidos a obesidade através de uma dieta
hiperlipidica. Além disso, estudos anteriores ja haviam demostrado que o TR em
modelo animal, pré e/ou poés infarto do miocéardio, é capaz de promover melhora
na funcdo cardiaca, através da reducdo nos niveis de citocinas inflamatorias
como IL-1B, IL-6, TNF-a e da redugdo de colageno (ALVES et al., 2014;
BARBOZA et al.,2016).

Embora seja reconhecido como um marcador importante no processo
de remodelamento do tecido cardiaco, pouco se sabe sobre as respostas do
VEGF frente ao TR. Contudo, como demostrado por NADERI-BOLDAJI et al.
(2018), a combinacgéao de exercicio de baixa intensidade (60 min, em velocidade
de 15m/min), com restricdo parcial do fluxo sanguineo (fechamento parcial da

artéria femoral) durante 10 semanas, em ratos idosos, oferece aumento adicional
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de VEGF no ventriculo esquerdo, quando comparado a somente exercicio
(sham). Na mesma direcéo, foi mostrado que 8 semanas de treinamento aerobio
em intensidade moderada foi capaz aumentar os niveis de VEGF e reduzir os
niveis de TNF-a no ventriculo esquerdo de camundongos obesos e diabéticos
(BRODERICK et al., 2019).

Quanto ao o oxido nitrico (NO), ndo é de nosso conhecimento que
algum estudo, utilizando TR, tenha investigado seu efeito no ventriculo esquerdo
em especifico. Contudo, Mota et al. (2017) mostraram que, de forma aguda, o TR
foi capaz de aumentar a fosforilacdo da NOSe e producdo de NO na artéria
mesentérica de ratos saudaveis, sendo essa adaptacdo proporcional as
intensidades empregadas nos protocolos. A vasodilatagcdo aguda, induzida pelo
TR (15 séries/ 10repeticbes, de agachamento a 70% de 1RM), via PI3BK/NOSe e
MAPK/ ET-1, também foi demonstrada por alterar a reatividade dessa mesma
artéria (FONTES et al.,2014).

Também em animais saudaveis, um protocolo de escalada com cargas
progressivas (50%, 75%, 90% e 100%), realizado 3 vezes por semana, durante
12 semanas, mostrou que o TR foi capaz de aumentar a expressao de eNOS na
aorta, como reducdo significativa da espessura dessa artéria (LI et al., 2015). Em
conjunto, esses mecanismos podem ser a possivel explicacdo para os resultados
encontrados em um ensaio clinico realizado por Miyachi et al. (2004), que
mostrou que 4 meses de treinamento resistido, realizado 3 vezes por semanas,
com intensidade de 80% de 1 RM, para 0s principais agrupamentos musculares,

foram capazes reduzir a complacéncia da artéria carétida deidosos.

De forma geral, tem sido proposto que o estimulo chave para a sintese
NO, seja a forga de cisalhamento que fluxo sanguineo exerce sobre o tecido
endotelial (ASHOR et al., 2014). Assim, sugere-se que a estimulacdo da sintese
de eNOS e NO, causada pelo exercicio, sejam um dos principais mecanismos
responsaveis por atenuar a hipertrofia patolégica, através da estimulacdo de
receptores beta-3 adrenérgicos, da proteina PKG e PI3K/ Akt (RAINER; KASS,
2016; VEGA et al.,, 2017). Esses mecanismos explicam, em parte, por que a
deficiéncia dos receptores eNOS ou beta-3 adrenérgicos interrompe possiveis

efeitos cardioprotetores do exercicio apds infarto agudo do miocérdio (DE
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WAARD et al., 2010).

4.3. Aspectos gerais sobre dietas hiperproteicas

Embora o consumo de proteina seja inato a todos 0s seres Vivos,
estudos acerca da quantidade ideal desse macronutriente sdo relativamente
novos. Ao que se sabe, no final do século XIX, o consumo de proteina foi
calculado através da estimacdo de valores médios da ingestdo média da
populacdo, que resultou em uma recomendacdo de cerca de 118g/dia para
adultos de peso médio e nivel moderado de atividade (LIVESEY,1987).

No século XX, com o advento da técnica de balanco de nitrogénio, os
valores, a priori, foram questionados e reatualizados (HARDY, 1995). Os
primeiros resultados propuseram que metade da quantidade proposta
anteriormente (118g/d) seria suficiente para atender um ser humano, com a
mesma necessidade descrita anteriormente (HARDY, 1995). Além disso, foi
afirmado que quantidades menores seriam suficientes para pessoas com

menores niveis de atividade fisica (HARDY, 1995).

Posteriormente, apos revisdo de evidéncias baseadas no balanco de
nitrogénio e consulta de especialistas da Organizacdo das Nacfes Unidas para
Alimentacdo e Agricultura (FAO) sobre energia e proteinas, foi publicado um
relatério recomendando que o consumo médio de proteina fosse fixado em
0,6g/kg/dia, sem diferenca entre os sexos, apenas diferenciada para individuos
idosos, dado ao menor aproveitamento relacionado ao envelhecimento (KIM et
al.,2016).

Atualmente, o Instituto de Medicina estabeleceu que a ingestao diaria
de proteina de 0,8g/kg/dia, como suficiente para atender a necessidade de
97,5% da populacdo (PHILLIPS, 2006). Ainda que esse relatorio contemple a
meétrica baseada em g/kg de peso corporal por dia, para regulamentacdo do
consumo de proteina, estudos usando como base quantidade absoluta
consumida e percentual da ingestéo total de energia s&o comumente descritos na
literatura (ANTONIO et al., 2014; BRAY et al., 2013; PADDON et al.,2008).

Se por um lado, existem recomendacfes consistentes acerca da

guantidade minima para ingestao de proteinas, por outro, a quantidade maxima é
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tema de muita controvérsia no ambiente cientifico. Ainda que um consumo de
proteinas acima de 35% da ingestao total de energia fora descrito como sendo
hiperproteica (PHILLIPS, 2006), valores méximos ndo foram estabelecidos.
Dietas podem ser consideradas hiperproteicas quando compostas por: contetdo
de proteina entre 27 a 68% kcal do consumo energético total, uma quantidade
entre 90,5 a 284 g/dia for ingerida ou um contenha valores de proteina entre 1,2
a 4,4 g/kg/dia (ANTONIO et al., 2014; PADDON et al.,2008).

Vale destacar que a quantidade de proteina a ser consumida
buscando atingir saude 6ssea e muscular ideal parece diferir do requisito para
prevenir uma deficiéncia (WOLFE, 2008). Conquanto, o valor superior do
intervalo médio de distribuicho de macronutrientes (Average Macronutrient
Distribuition Range-AMDR)de 35% da quantidade de energia total,
regulamentada pela National Academy of Sciences, n&o corresponde a
recomendacao (Reference Daily Intake—IDR) de 0,8g/kg/dia, regulamentada pela
Food and Drug Administration (FDA). Por exemplo, um homem de 70Kkg
consumindo 2.500 kcal/ dia, com 35% oriundo de proteina, estaria consumindo
~219g de proteina/dia ou ~3,0 g/kg/dia de proteina. Logo, um consumo
moderado (1,5g/kg/dia), pode ser considerado dentro de uma faixa aceitavel de
ingestdo de proteinas para a maioria dos individuos, frente as diferentes

métricas.

De forma geral, refeicbes e alimentos com alto teor de proteina tém
sido mostrados como capazes de promover maior saciedade, quando
comparados aos ricos em carboidratos e/ou lipideos (BATTERHAM et al., 2006).
Isso, principalmente, porque a ingestao de proteinas induz a sinais complexos,
que comunicam informacdes sobre o status energético ao sistema nervoso
central, desencadeando processos responsaveis pelo controle da saciedade
(MORALES; TINSLEY; GORDON, 2017). Assim, dietas ricas em proteina tém
sidoutilizadas para perda, manutencdo de peso, hipertrofia muscular e

recuperacao pos- exercicio (VELDHORST et al.,2008).

Como demonstrado por um ensaio clinico randomizado em idosos
com sobrepeso, 12 semanas de uma DH (1,4g/kg/dia) eucalorica, comparado

com uma dieta de normoproteica (0,8g/kg/dia) foram capazes de promover
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preservacao da massa muscular, sem causar aumento significativo nos niveis de
TNF-a, MCP-1 e adiponectina, além de ndo promover alteracédo significativa no
perfil lipidico (WRIGHT et al., 2018). Ainda mais, uma meta-analise revelou que
DH (> 1,0 g/kg/dia) é capaz de promover aumento da massa magra (+0,83 kg) e
redugcdo da massa gorda (-0,53 kg) em idosos (> 50 anos, N = 242), em
comparacao com dietas normoproteicas (<1,0 g de proteina kg/dia) (KIM et
al.,2016).

Em relagdo ao exercicio fisico, em um recente ensaio clinico
randomizado foi demonstrado que 4 semanas de uma dieta hipocaldrica,
contendo 2,4g proteina/kg/dia, combinada com treinamento intervalado de alta
intensidade, treinamento resistido em circuito e treinamento pliométrico, néo
apenas foram capazes de promover perda de gordura corporal, como causaram
aumento da massa muscular em comparacdo a combinacdo de uma dieta
normoproteica (1,2g/kg/dia) com o mesmo protocolo de exercicio (LONGLAND et
al., 2016).

4.3.2. Dietas hiperproteicas e saude cardiovascular

Como demostrado ha mais de 100 anos, 50 a 80g de glicose podem
ser derivados a partir de 100g de proteina ingerida, 0 que mostra que a ingestédo
de proteina pode influenciar diretamente na glicemia (JANNEY, 1915). Assim,
embora uma ampla gama de evidéncias tenha mostrado que dietas
hiperproteicas tém efeitos benéficos no desempenho e em fatores de risco
importantes, como peso corporal e composi¢ao corporal (ARAGON et al., 2017),
o efeito de DH sobre o0 metabolismo glicémico tem sido considerado controverso.

Nesse sentido, estudos tém demonstrado que o consumo de altas
doses de proteina pode estar relacionado a efeitos deletérios, como resisténcia a
insulina, perda de massa 0ssea e disfuncéo renal, por exemplo (LAGIOU et al,
2007; VERGNAUD et al, 2013). As proteinas sdo capazes de promover aumento
na elevacdo de insulina (efeito insulinotrépico), levando a uma reducdo da
glicose sanguinea (RIZI et al., 2018). Embora esse efeito insulinotropico seja
reconhecido (NUTTALL; GANNON, 2013), o alto consumo de proteina, em longo
prazo, esta associado ao risco aumentado de resisténcia a insulina e diabetes
tipo 2 (POUNIS et al., 2010; RICCI et al., 2011). Em especial, a cadeia ramificada
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de aminoacidos (BCAA), uma parte significativa da proteina, que mostrou forte
associacado com diabetes tipo 2 (NEWGARD et al.,2009; WANG et al., 2017).

A resisténcia a insulina pode ser definida como capacidade
prejudicada das células em responder aos mecanismos mediados pela acdo da
insulina, principalmente a captacdo da glicose (HOJLUND, 2014). Como
demostrado, o0 aumento de 1mmol/ L na glicemia em jejum esta relacionada a um
aumento do risco de evento cardiovascular e morte de 17% (ANAND et al.,
2012). Essa disfuncédo ocorre, principalmente, quando tecidos sdo expostos a
altos niveis de insulina (hiperinsulinemia) de forma prolongada (RODEN;
SHULMAN, 2019) e séo reconhecidos por causar resisténcia a insulina e
diabetes mellitus tipo 2 (CHO et al, 2018; BALAKUMAR; MAUNGU,;
JAGADEESH, 2016; WANG et al.,, 2017). A diabetes tipo 2 aumenta de 2 a 4
vezes 0 risco de eventos cardiovasculares, quando comparado ao risco de
individuos nao diabéticos (KIRPICHNIKOV; SOWERS,2001).

Em modelo animal de aterosclerose, um classico estudo mostrou que
12 semanas de uma dieta rica em proteina (12% de carboidratos, 43% de
gordura, 45% de proteina e 0,15% de colesterol) foi capaz de promover placas de
ateroma semelhantes as encontradas em animais alimentados com uma dieta
ocidental (43% de carboidratos, 42% de gordura, 15% de proteina e 0,15% de
colesterol), sendo ambas diferentes do grupo com dieta padrdo. Além disso, a
dieta rica em proteina foi responsavel por reduzir a quantidade de células
progenitoras endoteliais, um marcador da capacidade regenerativa vascular,
mesmo na auséncia de alteracdo em marcadores de risco cardiovascular, como

peso corporal e colesterol (FOO et al., 2009).

Embora, inicialmente, esses resultados tenham sido considerados
surpreendentes, outras evidéncias sustentam tais evidéncias (KOSTOGRYS et
al., 2012; TOBOREK; HENNING, 1996). Segundo os autores, o fato do aumento
na aterosclerose adrtica ocorrer sem a modificacdo de fatores de risco
conhecidos, como colesterol e ganho de peso, se deve a uma via alternativa
relacionada a atividade da homocisteina (MCCULLY, 2019). A homocisteina é
um metabdlito, gerado durante o metabolismo da metionina, que atua como

cofator no processo desregulacdo da autofagia celular (REDDY; TRINATH;
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REDDY, 2019) e é considerado um marcador de risco independente para
aterosclerose (WANG et al., 2003).

De forma geral, essas divergéncias emergem das grandes diferencas
de fatores avaliados na literatura. Por exemplo, tempo de duracdo da
intervencdo, quantidade de proteina da dieta, balanco energético, fonte e
qualidade da proteina (YU et al., 2019). Além disso, caracteristicas da amostra,
como presenca ou ndo diabetes ou obesidade e idade, por exemplo, séo fatores
que dificultam a comparacao. Contudo, ainda que seja descrito e aceito que esse
tipo de estratégia dietética possa ser prejudicial a individuos com disfuncéo renal
existente, ndo existem evidéncias suficientes para que se aceite o potencial
maléfico para individuos saudaveis (SANCHEZ; CARRILLO; PINERO,2015).

De fato, evidéncias em humanos saudaveis e ndo obesos, sobre 0s
efeitos de DH sédo limitados e mostram efeitos pequenos no curto prazo
(GANNON et al., 1998). Por exemplo, 12 semanas de uma dieta com 35% de
proteina oriunda do soro do leite, comparada a uma dieta com 16% de proteina,
causou reducao da sensibilidade a insulina (PAL; ELLIS; DHALIWAL, 2010). Por
outro lado, seis semanas de dieta hiperproteica (29% de proteina), comparada ao
grupo normoproteico (13% de proteina), ndo mostraram efeito de uma DH sobre
o metabolismo glicémico (FORSYTHE et al.,2010).

Da mesma forma, individuos saudaveis submetidos a dieta rica em
gordura (39,4%) e proteina (25,7%), durante duas semanas, ndo tiveram seus
niveis de insulina e glicose alterados, quando comparados dieta normo proteica
(15,4%) e rica em gordura (37,7%) (RIETMAN et al., 2014). Além disso, quando
comparadas, aresposta aguda a insulina e a glicose, a submissao de dietas hiper
(21%) normo (11%), em individuos jovens ou idosos, 0s resultados né&o
mostraram quaisquer diferencas entre as faixas etarias ou tipo de dieta
(WALRAND et al., 2008). Embora o estudo anteriormente citado tenha avaliado
uma intervencdo de apenas 10 dias, Tura et al., (2010) mostraram que, em
individuos saudaveis, oito semanas de uma DH (29% de proteina) também nao
foram capazes de alterar a acdo e secrecdo da insulina, glucagon, massa
corporal e perfil lipidico, quando comparadas aos efeitos de uma dieta normo

proteica (16% de proteina), em dietas com mesmo % de gordura (29%).
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Outro complicador para a interpretacdo dos dados é o fato de que os
outros macronutrientes, assim como suas quantidades em cada tipo de dieta,
tém influéncia direta no controle do metabolismo glicémico (BUSETTO;
MARANGON; DE STEFANO, 2011). Uma reposta glicémica aumentada,
reduzida ou nula, de uma rica em gordura, por exemplo, pode ter mais relacéo
com o % desse macronutriente na dieta e com balanco energético, do que com a
troca de proteina por carboidrato e vice-versa (FORSYTHE et al., 2010;
GOLABEK; REGULSKA-ILOW, 2019).

Os efeitos adversos de uma dieta sobre o metabolismo glicémico
parecem estar mais relacionados ao balanco energético, quantidade de fibras e
indice glicémico dos alimentos, que propriamente a composicdo da dieta
(GOLABEK; REGULSKA-ILOW, 2019). Como demostrado, por um ensaio clinico
randomizado em pacientes com sobrepeso, ainda que ap6s 6 semanas de uma
DH (25-30%), tenha-se observado reducdo da sensibilidade a insulina, quando
comparados a uma dieta normoproteica (15% de proteina), ndo foram
observadas diferencas nesse parametro ao final de 18 semanas (WEICKERT et
al., 2011). Em pacientes diabéticos tipo 2, por sua vez, a comparacdo de uma DH
(30%) e pobre em carboidratos (20%) com uma dieta normo (15% de proteina e
55% de carboidratos), mostrou que a DH aumentou a sensibilidade a insulina,

mesmo sem perda de peso (GANNON et al.,2003).

Ainda que o elo entre disfuncdo do metabolismo glicémico e risco
cardiovascular seja o crénico quadro inflamatorio de baixo grau, presente em
ambas as condi¢fes, evidéncias mostrando o efeito dessa intervengéo dietética
sobre esses marcadores sdo escassos. O fato de que os marcadores desse
quadro podem ser produzidos por diversas células, e a ndo existéncia de
marcadores exclusivos de inflamacg&o do tecido cardiaco, também sdo barreiras
para a compreensdo dos mecanismos de adaptacdo do tecido cardiaco a esse
tipo desse “quebra-cabegas”. Ainda que em modelo animal seja possivel acessar
esses e outros marcadores, ndo temos conhecimento, até o presente momento,
gue se tenha investigado os efeitos de uma dieta rica em proteina combinado

com o treinamento nas respostas do tecido cardiaco.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Animais

Nesse estudo, foram utilizados 18 ratos Wistar (45 dias e 199,9 +
24,59), obtidos no Biotério Central da Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas de polipropileno (2 a 3
animais), no ciclo claro/escuro de 12h em temperatura controlada (22 = 2 °C). O
estudo foi realizado seguindo recomendacfes internacionais e aprovado pelo

comité de ética (protocolon®:854/2017).

5.2. Desenho experimental

Apds uma semana de familiarizacdo ao treinamento resistido, os
animais foram randomizados em quatro grupos: controle sedentario
normoproteico (SN n = 5), controle sedentério da dieta rica em proteinas (SH n =
4), treinamento resistido + dieta normoproteica (TN n = 5) e treinamento resistido
+ dieta rica em proteina (TH n = 4).

Apés 24 horas da ultima sessdo de treinamento, todos os animais
foram sumetidos ao teste de tolerancia a glicose e entdo sedados com Ketamina
- 0,6 mL/100g de MC, e xilazina - 0,3 mL/100g do MC, e eutanasiados por
exsanguinacdo pela veia cava. Os coragdes foram removidos e pesados em
balanca de precisdo 0,001g (Marte® - AL 500C, Sédo Paulo/SP - Brasil),
imediatamente congelados em nitrogénio e armazenados em biofreezer (-80°C).
Todos os valores para 0 peso do coragdo foram expressos em gramas para
andlise da relacdo peso do coragdo/peso corporal (procedimentos para
mensuracdo do peso corporal podem ser vistos no subtopico 5.6). Apds a
pesagem do coragdo, o ventriculo esquerdo dos animais foi homogeneizado em
solucédo salina. Todos os procedimentos até a eutanasia foram realizados no

Biotério Central da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.
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Figura 6. Desenho experimental.
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Nota: TR = treinamento resistido, SN = sedentario +dieta normoproteica, SH = sedentario + dieta
hiperproteica, TN = treinamento resistido + dieta normoproteica, TH = treinamento resistido + dieta
hiperproteica, TTG = teste de tolerancia a glicose. Fonte: Arquivo pessoal.

5.3. Dieta

As dietas foram formuladas de acordo com as diretrizes do Instituto
Americano de Nutricdo - AIN93M (REEVES et al., 1993). A caseina foi
substituida por 80% de proteina de soro de leite. As dietas foram manipuladas
para apresentar o mesmo valor caldrico total para cada 100g de alimento (3,6
Kcal/g) e seguiram as seguintes concentracdes de macronutrientes: (70,5% de
carboidratos, 17,0% de proteinas e 12,5% de lipidios no NPD e 62,7% de
carboidratos, 26,1% de proteinas e 11,2% de lipidios para o HPD conforme
estudo de Almeida et al.,(2019). Os animais tiveram acesso a agua e comida ad

libitum durante todo experimento.

5.4. Consumo alimentar

A ingestéo de racao foi medida 03 vezes por semana (segunda, quarta e sexta-
feira), a partir do inicio da semana de intervencdo com dietas experimentais e TR,
sempre no mesmo horario (13:00 — 14:30). Para para pesar a racao, balanca
eletrbnica de precisdo com trés casas apos a virgula (Marte® - AL 500C, Séao
Paulo/SP - Brasil).

5.5. Protocolo de treinamentoresistido
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Os animais fizeram o protocolo de familiarizacdo com a escada vertical
(figura 7), em dias ndo consecutivos. Eles foram considerados adaptados quando
capazes de realizar trés subidas completas sem estimulagdo. Apés 48h, foi
realizado um teste incremental para determinar a capacidade maxima de carga
(CMC), realizando subidas com cargas progressivas (30g), comecando com 75%

do peso corporal até a exaustao (DE SOUSA et al.,2017).

Os animais realizaram o protocolo de TR durante as 12 semanas,
com sessodes de escalada realizadas trés vezes por semana (segunda, quarta e
sexta-feira). As sessOes de treinamento consistiram em quatro subidas de
escada com 50, 75, 90 e 100% de CCM, com intervalo de recuperacdo de dois
minutos entre cada série. Apds escalar com 100% de CCM, uma nova escalada
foi realizada com a adicdo de 30g até uma determinacdo adicional da carga
méaxima. As cargas foram ajustadas semanalmente, sendo a carga transportada

mais alta alcangada em 100% da semana seguinte (ALMEIDA et al., 2019).

Figura 7. Implemento utilizado para treinamento resistido.

Nota:durante a semana de familiarizacdo os animais ndo utilizaram o implemento usado para
adicionar cargas. Fonte: Almeida et al., 2019.

5.6. Massa corporal (MC) e indice de adiposidade
A massa corporal (MC) foi avaliada no primeiro dia de inicio ao protocolo do
estudo e ao final de cada semana até o fim do experimento. Para isso, foi utilizada

uma balanga de precisdo com capacidade maxima de 1300g (Bel Engineering®,
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Monza/Milano - Italia). O ganho de peso semanal foi determinado mediante diferenca
entre MC apresentada de uma semana para outra (MC semana atual - MC semana
anterior). O ganho de MC total foi determinado mediante diferenca entre MC final
(determinada no dia anterior & eutanasia) e MC inicial (determinada no primeiro dia
de intervencdo dietética e de treinamento). Os tecidos adiposos mesentérico,
epididimal, omental, peri-renal e retroperitoneal foram removidos e medidos
individualmente e utilizados para calcular o indice de adiposidade (IA) (1A% = locais
de massa gorda / BM - 100). Essas medidas foram feitas em ratos anestesiados.

5.7. Glicemia em jejum

O teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (iGTT) foi realizado no final do
experimento, 24 horas apos a Ultima sessdo de treinamento. Os animais foram
submetidos a jejum por 6 h, sem restricdo hidrica. Apos a primeira medi¢cdo, uma
infusdo de glicose a 50% (2 g / kg) foi realizada e monitorada em diferentes
momentos (15, 30, 60 e 120 min) usando um sistema portatil de monitoramento de

glicose no sangue (Accu-Chek Advantage / Roche).
5.8. Niveis decitocinas

A partir do homogenato do tecido cardiaco, os niveis de citocinas
foram avaliados 48 horas apdés a Ultima sessao de exercicio para IL-6, TNF-a e
VEGF. As concentracdes dessas citocinas foram determinadas pelo método de
ensaio imunossolvente ligado a enzima (ELISA), utilizando o respectivo kit de
desenvolvimento ELISA para ratos (Peprotech, EUA), seguindo as instru¢des do
fabricante. Os niveis de citocinas foram expressos em picograma por mililitro
(pg.mL-1), apés comparagdo com a curva padrdo proposta pelo kit ELISA usado
de acordo com as especificagées do fabricante (IL-6,62-4000pg.mL-1,TNF-a,23—
2000pg.mL-1eVEGF,32-2000pg.mL - 1). Todas as amostras foram determinadas
em duplicado para garantir a confiabilidade (CANTUARIA et al., 2019).

5.9. Producéo de oxido nitrico

O homogenato do ventriculo esquerdo foi avaliado quanto a presenca
de nitrito, usando a reacgéo de Griess, como descrito anteriormente, com algumas
modificacbes e presume-se que estimasse os niveis de NO (GREEN et al.,

1982). Resumidamente, 100 pL de cada soro foram colocados em placas de 96
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pocos, seguidos pela adicdo de 100 pL de uma mistura contendo 1% de
sulfanilamida (Sigma-Aldrich, EUA) em acido fosférico a 2,5% (Vetec, Brasil) e
1% de N- (1-naftil) etilenodiamina (Sigma-Aldrich, EUA) em acido fosférico a
2,5% (Vetec, Brasil), na propor¢cdo de 1: 1. Apos 10 minutos de incubacgédo a
temperatura ambiente, duas leituras foram realizadas em um leitor ELISA (Bio-
Tek PowerWave HT, EUA), a 490 nm. A quantidade de nitrito foi calculada
usando uma curva padrao de nitrito de sodio (200 pM — 1,5625uM).

5.10. Atividade de MMP-2

Para a andlise da atividade de MMP-2, foi utilizada a técnica de
zimografia. O tecido do ventriculo esquerdo congelado (25 mg) foi
homogeneizado em um tubo contendo 1 mL de tampé&o de extrag¢éo (10 mmol.L
de &cido cacodilico, 0,15 mol.L - de NaCl, 1 mol.L ** de ZnCI2, 20 mmol.L ** de
CaCl2, 1,5 mmol.L -t de NaN3 e 0,01% de TritonX-100), cinco esferas de acgo
inoxidavel (BioSpecProducts,Bartlesville,OK,EUA) e trés particulas afiadas de
carboneto de silicio, sendo agitadas em um instrumento FastPrep-24 (MP
Biomedicals, Solon, OH, EUA). Em seguida, a solucdo foi centrifugada por 30
min (13.000 g a 4 ° C). Um espectrofotdmetro NanoDrop® (ND-1000; NanoDrop
Technologies Inc., Wilmington, DE, EUA) foi utilizado para quantificar as

concentracfes de proteinas.

Amostras de todos os animais de cada grupo foram normalizadas para
a quantidade total de proteina. As amostras foram resolvidas por eletroforese em
gel de poliacrilamida contendo SDS 10% e gelatina (1 mg.mL™?). Posteriormente,
por eletroforese, os géis foram lavados duas vezes em Triton X-100 a 2,5% para
remover SDS e incubados em tamp&do de substrato (50 mmol.L "t Tris-HCI (pH
8,0), 5 mmol.L 't CaCl2 e 0,02% NaN3 ) em 37 ° C por 20 h. Os géis foram
corados com Coomassie Blue (Azul Brilhante R-250, Bio-Rad) por 1% h e
manchados com &cido acético, metanol e agua. A atividade gelatinolitica foi
identificada como faixas horizontais brancas sobre fundo azul. A atividade da
MMP-2 foi determinada por varredura densitométrica de bandas especificas
(ImageScanner Ill, Lab-Scan 6.0) (de Sousa et al.,, 2017). As intensidades da
banda foram medidas usando o software Image Master 2D Platinum 7.0 e as

isoformas foram identificadas por peso molecular (GUZZONI et al., 2017;
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MARQUETI et al.,2012).
5.11. Analise Estatistica

Os resultados sdo expressos em media e desvio padrao (DP). O teste
de Shapiro-Wilk verificou a normalidade dos dados. Uma ANOVA independente
de duas vias (dieta versus treinamento fisico como fatores) foi usada para
comparar os grupos. O teste post hoc de Bonferroni foi utilizado para identificar
as diferencas. Um nivel alfa de p < 0,05 foi considerado significativo. A poténcia
do tamanho da amostra para todas as variaveis foi verificada post hoc usando
G*Powerversao 3.1.3 (Universidade de Kiel, Kiel, Alemanha), com nive lalfa=0,05
e poténcia (1-B)= 0,8. Foi assumido um nivel de significancia de 5%. O software
GraphPad Prism 7.0 for Mac (San Diego, CA, EUA) foi utilizado para analise

estatistica e design grafico.

6. RESULTADOS

6.1. Peso corporal e indice de adiposidade

O peso corporal dos animais aumentou durante todo o experimento.
No entanto, o SH apresentou valores significativamente mais altos quando
comparado aos grupos treinados a partir da semana 5. A partir da semana 9, o
grupo SN mostrou diferencas de peso corporal no grupo TH. Ao final do periodo
de doze semanas de treinamento, 0s grupos sedentéarios (SN 427,7 + 34,79 e SH
440,8 *+ 27,2g) apresentaram maiores valores de peso corporal quando
comparados aos treinados (TN 395,3 + 12,6g e TH 375,8 + 26,59) (Figura 1A, p
<0,05).

Em relagdo a CMC, embora tenham sido observadas diferengas nos
ganhos de forgca nas primeiras semanas em relagdo aos valores basais, os
grupos TR néao diferiram em nenhum momento durante as 12 semanas entre si
(Figura 1B, p> 0,05). O indice de adiposidade (Figura 1 C) ao final do
experimento foi menor nos grupos submetidos ao treinamento (TN 4,9 +0,5e TH
51 £+ 0,8) quando comparadas ao SH (5,7 £ 0,5) (p<0,05). A relacdo peso
cardiaco/ peso corporal ndo foi afetada pelo exercicio ou dieta (Figura 1 D,
p>0,05).
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Figura 1. Peso corporal e indice de adiposidade.
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Nota: Peso corporal (A) indice de adiposidade (B) nas 12 semanas de desenho experimental.** p
<0,05 grupos sedentarios vs. treinados (12 semanas) e b p <0,05 vs.SH.CMC= capacidade
maxima de carregamento (C). * e # p <0,05 vs. 1 semana e HW / BW (D) no final do
experimento.

Embora todos os grupos tenham apresentado maior consumo alimentar
no final das doze semanas quando comparado ao inicio do experimento, a Figura 2
A mostra mostra que o grupo TH apresentou menor consumo alimentar (18,2 £ 0,2
g) que os demais grupos (SN 21+0,3g,SH21,2+0,2ge TN 19,2 £ 0,1 g (p<0,05).

Figura 2. Consumo alimentar e glicemia em jejum.
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Nota: Consumo alimentar (A) e glicemia em jejum (B) no inicio do experimento e no final de
12 semanas. * e ** p<0.05.



37

Finalmente, a figura 2 B mostra que o grupo TH apresentou menor nivel
de glicemia (106 = 2,5 mg/ mL) em jejum que todos os grupos (SN 117,4 + 4,9 mg/
mL, TN 113 + 4 mg/ mL, SH 120 + 4,6 mg/ mL) (p<0,05).

6.2. Niveis de IL-6, TNF- a, VEGF e Nitrito no ventriculoesquerdo

Ao final de 12 semanas, 0s grupos de RT mostraram uma regulagao
negativa significativa nos niveis de TNF-qa, especialmente no TN (Figura 2A). Em
relacdo ao VEGF, os menores valores foram observados apenas no TN (Figura
2B). O SH mostrou uma regulacédo positiva significativa dos niveis de IL-6 (Figura
2C). Em relacdo a producéo de nitrito, houve niveis mais baixos desse mediador
no grupo TN e sua regulacao positiva no TH (Figura 2D).

Figura 2. Niveis de IL-6, TNF- a, VEGF e Nitrito no ventriculoesquerdo.

8007 400+
a
H_I 6004 I SN 4~ 300 - b _t')_ I SN
€ Il SH én SH
o a ™
£ 400 2 200 TH
3 TH = BTN
L abc ‘_'0
E 2001 T Interag&o: p = 0.004| — 1001 Interagéo: p = 0.0169
Dieta: p = 0.0043 Dieta: p = 0.0007
o Grupos: p < 0.0001 o Grupos: p =0.073
C Grupos D Grupos
4001 301
b
T~ i Il SN Il SN
T 30 T SH S 201 2 SH
: 2 T
g 200 abe N S a = TH
2 m TH b= - TN
LL =]
5 T 2 ]
] 10
> 1001 Interagéo: p = 0.0007 Interagéo: p < 0.0001
Dieta: p = 0.0120 Dieta: p = 0.0120
o Grupos: p = 0.0018 o Grupos: p < 0.0018
Grupos Grupos

Nota: Niveis de producdo de TNF-a (A), VEGF (B), IL-6 (C) e nitrito (D) no ventriculo esquerdo
apo6s 12 semanas de experimento. a p <0,05 vs. SN, b p <0,05 vs. SH e ¢ p <0,05 vs. TH.

6.3. Niveis de MMP-2 proQ, ativa e total no ventriculoesquerdo

As atividades das gelatinases da forma pré e ativa da MMP-2 foram
detectadas no VE por zimografia (Figura 3). O TR associado a DH aumentou pro-
MMP-2 quando comparado ao seu controle (Figura 3A, Dieta, p = 0,477,
Exercicio,p= 0,016 e Dieta x Exercicio, p = 0,018). Em relacdo a forma ativa da
MMP-2, a TR e a DH apresentaram aumentos significativos (Figura 3B, Dieta, p =
0,0006, Exercicio, p <0,0001 e Dieta x Exercicio, p = 0,464). A atividade da MMP-2
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total demonstrou aumento substancial nos grupos TH e TN (Figura3C, Dieta,
p=0,0027, Exercicio, p<0,0001 e Dieta x Exercicio, p = 0,431).
Figura 3. Niveis de MMP-2 pr0, ativa e total no ventriculo esquerdo
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Nota:Densitometria Optica do zimografico em gelatina-SDS-PAGE a 1% no ventriculo esquerdo
VE. Os resultados foram expressos em unidades arbitrarias (AU). A Figura 3A representa pro
MMP-2 (64 kDa), a Figura 3B representa MMP-2 ativa (62 kDa). Figura 3C: representa o total de
MMP-2 (pro + ativo). a p <0,05 vs. SN, b p <0,05 vs. SH e ¢ p <0,05 vs. TH.

7. DISCUSSAO

O uso dietas hiperproteicas € amplamente relacionado a beneficios como
reducado e controle de peso corporal, controle glicEmico e ganho de massa muscular
guando associado ao treinamento resistido (FOSTER et al., 2003; SHAI et al., 2008).
Contudo, seus efeitos no remodelamento cardiaco sdo desconhecidos. Para explorar
esses efeitos, avaliamos os niveis de marcadores moleculares de remodelamento

cardiaco em animais submetidos a doze semanas de DH e treinamento resistido.

Nosso estudo mostrou, pela primeira vez, que uma DH é capaz de modular a
reducéo dos niveis de TNF-a, VEGF, NO e MMP-2 no ventriculo esquerdo, induzida
pelo TR. Na auséncia do TR, demostramos que essa intervencao dietética aumentou
os niveis de IL-6 ventriculo esquerdo, mas que esse efeito ndo se reproduziu nos
niveis de TNF-a, VEGF e MMP-2 total. Embora as DH e TR tenham modulado de
forma diferente os parametros avaliados em nosso estudo, nenhuma das alteracdes

foi acompanhada pela hipertrofia do coracéo.
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Como esperado, o protocolo de TR aumentou a capacidade maxima de
carregamento dos animais gradualmente ap0s cada semana, independente da
intervencao dietética. Esses achados, com relagéo a forca, estdo de acordo com um
estudo recente de Batista et al. (2019) que ndo encontrou aumentos significativos na
forca com grupos treinados com diferentes quantidades de proteinas na dieta (2,2
g/kg/d). Resultados semelhantes aos observados por Antonio et al. (2015), que
também n&o encontraram diferencas nos ganhos de for¢ca entre o NPD quando
comparado ao HPD (3,4g / kg / d), mesmo usando uma quantidade maior de

proteina dietética.

Outros efeitos do TR né&o influenciados pela DH foram a menor aumento do
peso corporal e do indice de adiposidade. (Figura 1A e 1C). Ainda que esses
resultados contrastem com os encontrados por Avila et al. (2018), que identificaram
a melhora significativa da composi¢ao corporal (reducdo da massa gorda) apos oito
semanas (5 vezes / semana; 4 séries de 10 saltos aquaticos) em animais
submetidos a DH, essa divergéncia pode ser explicada, em parte, pela maior
guantidade de proteina utilizada pelo estudo (35% da energia total), superior a

utilizada em nosso estudo (26,1% da energia total).

Por outro lado, a interacdo entre DH e TR promoveu menor aumento no
consumo alimentar e da glicemia desses animais. Embora esse achado do nosso
estudo esteja de acordo com a literatura, o beneficio relacionado ao controle
glicémico néo se traduz em reducéo do risco cardiovascular (WING et al., 2005).
Como demonstrado em um estudo recente, o aumento agudo nos niveis de
aminoéacidos decorrente de uma DH, em particular a leucina, tem relacao causal na
progressdo da placa de ateroma da raiz da aorta, mesmo como concomitante
redugdo do consumo alimentar e melhora da resposta glicémica (ZHANG et al.,
2020).

Aqui, mostramos também que a DH foi capaz de mitigar a redugéo causada
pelo TR nos niveis de TNF-a, um fenétipo semelhante ao encontrado em um estudo
de avaliando o efeito TR em animais submetidos a uma dieta rica em gordura, uma
intervencao dietética comprovadamente deletéria ao tecido cardiaco (SPERETTA et
al., 2016). Como observado em animais geneticamente modificados, niveis elevados

de TNF-a sdo acompanhados por hipertrofia e diminuicdo da funcido ventricular,
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reducado da responsividade alfa-adrenérgica e morte prematura (JANCZEWSKI et al.,
2003).

Ao contrério do observado nos niveis de TNF-a, a DH foi capaz de promover
aumento nos niveis de IL-6 no ventriculo esquerdo, mas ndo modulou a reducao
dentre os grupos treinados. Embora o papel dessa citocina no tecido cardiaco seja
considerado dual, niveis elevados dessa citocina a longo prazo tem papel
considerado causal em eventos cardiovasculares (BARTEKOVA et al., 2018;
FONTES; ROSE; CIHAKOVA, 2017). Com relacdo ao TR, nosso achado esta de
acordo com Alves et al. (2014) que mostraram que, apos 8 semanas, a reducéo na
expressdo de IL-6 no ventriculo esquerdo causada pelo TR em animais com
insuficiéncia cardiaca foi igual a observada no grupo controle, sugerindo que 0s
valores dessa citocina tendem retornar a média em menor tempo em reposta ao
treinamento (ALVES et al., 2014).

Nos niveis da MMP-2, mostramos pela primeira vez que, ao final de doze
semanas, a associacdo do DH com TR é capaz de aumentar o nivel total de dessa
MMP no ventriculo esquerdo, em comparacdo a todos os grupos. Nossos resultados
quanto aos niveis de MMP-2 em resposta ao TR, estdo de acordo com Guzzoni et al.
(2017), que investigando os efeitos cronicos do TR nas altera¢cdes no ventriculo
esquerdo em animais com 3 e 21 semanas de idade, mostraram que o aumento dos
niveis da MMP-2 estavam relacionados a reducao do colageno tipo | em ambos o0s

grupos.

Surpreendentemente, menores niveis de VEGF e NO foram encontrados em
animais submetidos ao TR e DNP. Como descrito na literatura, niveis de nitrito e
VEGFR-2/FIt-1 (receptor responsavel pela ativacdo da angiogénese) aumentam
gradualmente quando avaliados 15, 30 e 45 dias em reposta ao exercicio
(BELLAFIORE et al., 2019). Embora os resultados desse mesmo estudo tenham
mostrado uma relagdo inversamente proporcional entre os niveis de MMP-2 e
fatores angiogénicos, opostos aos demonstrados em nosso estudo, a utilizacdo do
treinamento aerdbio impossibilita comparacdes diretas. Além disso, em animais
diabéticos obesos, 0 aumento desses marcadores angiogénicos no tecido cardiaco
sdo observados ap0s 8 semanas independente de mudangas na composicao

corporal, metabolismo glicémico ou estado inflamatorio (BRODERICK et al., 2019).
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Finalmente, mostramos que nenhuma das intervencdes utilizadas em nosso
estudo foi capaz de promover hipertrofia do coracdo. Ainda que essa a hipertrofia do
tecido cardiaco (patolégica ou fisiologica) seja amplamente descrita, sua ocorréncia
em desfechos nos dois sentidos ndo é obrigatéria e seu papel na interpretacdo dos
resultados tem carater complementar (NAKAMURA; SADOSHIMA, 2018). Como
demonstrado por Foo et al. (2009) animais submetidos a DH apresentaram maior
nivel de aterosclerose aodrtica, sem alteracdo nos niveis de colesterol sérico,
marcadores de estresse oxidativo ou medidas séricas de inflamacdo. De forma
complementar, um estudo avaliando o efeito de uma DH em animais insuficiéncia
cardiaca mostrou que esse tipo de intervencdo dietética diminui a sobrevida, sem
causar reducdo no aumento cardiaco, disfuncéo contratil ou mitocondrial (RIBEIRO
et al., 2014).

8. CONCLUSAO

Em resumo, nossos resultados demonstram que o HPD aumenta os
niveis de IL-6, seguidos por menor producédo de NO no ventriculo esquerdo, o que
pode afetar o estado inflamatorio. Por outro lado, a TR reduziu os niveis de TNF-a
enguanto regulava a producao de NO, os niveis de VEGF e a atividade de MMP-2
em ratos submetidos a HPD, o que fornece um impacto protetor ao exercicio
resistido contra os efeitos do estilo sedentario e de alta proteina ingestédo. Por fim,
juntas, a interacdo entre dieta e exercicio fisico pode modular respostas
inflamatorias, fatores angiogénicos e, consequentemente, remodelacdo cardiaca. O

presente estudo fornece informacdes valiosas sobre os efeitos do HPD e RT.
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