UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
ESCOLA DE EDUCACAO FISICA E ESPORTE

Efeito da associacao entre hipertensédo arterial e cancer de Walker-256
sobre o fendtipo cardiaco e a progresséao tumoral:

potencial terapéutico do treinamento fisico aerdbio

Luis Felipe Rodrigues

SAO PAULO
2024



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
ESCOLA DE EDUCACAO FISICA E ESPORTE

Efeito da associacao entre hipertensédo arterial e cancer de Walker-256
sobre o fendtipo cardiaco e a progresséao tumoral:

potencial terapéutico do treinamento fisico aerdbio

Luis Felipe Rodrigues

Sao Paulo
2024



LUIS FELIPE RODRIGUES

Efeito da associacao entre hipertenséo arterial e cancer de Walker-256
sobre o fendtipo cardiaco e a progresséao tumoral:

potencial terapéutico do treinamento fisico aerdbio

Dissertacdo apresentada a Escola
de Educacédo Fisica e Esporte da
Universidade de Sao Paulo (EEFE-
USP), como requisito parcial para
obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias.

Area de Concentracdo: Estudos
Biodinamicos da Educacédo Fisica
e Esportes

Orientador: Professor Dr. Tiago
Fernandes

Sao Paulo
2024



Catalogacao da Publicagéo
Servigo de Biblioteca

Escola de Educacao Fisica e Esporte da Universidade de Sao Paulo

Rodrigues, Luis Felipe

Efeito da associacao entre hipertenséo arterial e cancer de Walker-256
sobre o fenétipo cardiaco e a progressédo tumoral: potencial terapéutico do
treinamento fisico aerdbio / Luis Felipe Rodrigues. — SadoPaulo: [s.n.], 2024.
132p.

Dissertacao (Mestrado) - Escola de Educacédo Fisica e Esporte da
Universidade de Séo Paulo.

Orientador: Prof. Dr. Tiago Fernandes

1. Treinamento fisico aerdbio 2. Hipertensédo arterial 3. Cancer




FOLHA DE AVALIACAO

Autor: RODRIGUES, Luis Felipe.
Titulo: Efeito da associacao entre hipertensao arterial e cancer de Walker-
256 sobre o fenotipo cardiaco e a progressdo tumoral: potencial

terapéutico do treinamento fisico aerdébio.

Dissertacdo apresentada a
Escola de Educacédo Fisica e
Esporte da Universidade de
Sado Paulo, como requisito
parcial para a obtencdo do

titulo Mestre em Ciéncias

Data: / /

Banca Examinadora:

Prof. Dr.:

Instituicéo: Julgamento:

Prof. Dr.:

Instituicéo: Julgamento:

Prof. Dr.:

Instituic&o: Julgamento:

Prof. Dr.:

Instituicéo: Julgamento:




Dedico este trabalho principalmente & minha familia, pois
sem eles a concretizagao deste sonho seria impossivel.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco a minha familia por todo o apoio e por nunca limitar
meus sonhos, também por sempre estar presente nos momentos de fraqueza e

inseguranca. Muito obrigado!

Ao meu orientador, Prof. Dr. Tiago Fernandes, por, desde a primeira reunido,
acreditar em meu potencial e me proporcionar a oportunidade de aprender com ele.
Agradeco por toda a confiancga, paciéncia e ajuda ao longo do mestrado.

Agradeco a todos os colaboradores que fizeram parte do meu processo de
aprendizado e tornaram este projeto viavel, ensinando-me técnicas e tornando o

processo mais facil e agradavel.

Aos integrantes do Laboratério de Bioquimica e Fisiologia, agradeco por todo o
auxilio, conversas e aprendizados. Em especial, ao meu caro amigo Ney, agradeco por

todo o suporte e por ser 0 amigo que é.

A secretaria de P6s-graduacao da Escola de Educacéo Fisica e Esporte, por todo

suporte.

A FAPESP, CAPES e CNPq pelo apoio financeiro e incentivo a pesquisa.



“Demore o tempo que for para decidir o que vocé quer da
vida, e depois que decidir ndo recue ante nenhum pretexto,

porque o mundo tentara te dissuadir."

Friedrich Nietzsche



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - Fatores de risco comum das DCV e cancer. Adaptado de HANDY et
oI 2 0 ) 32

FIGURA 2 — Mecanismos e fatores de risco associados a IC e cancer. Adaptado
de KITSIS; RIQUELME; LAVANDERO., (2018).......ccccevvveiiiinennn 37

FIGURA 3 — Beneficios do exercicio na progressdo e recorréncia do cancer.
Adaptado de ASSI; DUFRESNE; REBILLARD., (2020)................... 42

FIGURA 4 — Desenho experimental na primeira e segunda etapa do estudo. ...46
FIGURA 5 — Aparato de treinamento fisico de natagdo para ratos..................... 47

FIGURA 6 — Efeitos da relacdo bidirecional da HA e cancer Walker-256 na
caquexia.Os resultados de peso corporal (A) e peso livre de tumor (B)
foram expressos em grama (g). O crescimento tumoral (C) foi avaliado
em centimetros cubicos (cm3). Os resultados de peso do tumor (D) e
dos musculos séleo (E), plantar (F) e gastrocnémio (G) foram
expressos em gramas (g) divididos pelo comprimento da tibia (mm),
para correcdo. Analisamos também a gordura retroperitoneal
(G.Retro), gordura epididimal (G.Epi) e o baco , Figuras H, | e J.
Grupos: WkyC, indica Wistar Kyoto Controle (n = 12); WkyT, Wistar
Kyoto Controle Tumor (n = 11); ShrC, Shr Controle (n = 12) e ShrT
Tumor (n = 9). Os resultados sdo expressos como média + EPM.
Andlise estatistica: Teste T e Two-way ANOVA, teste post hoc de
Tukey. Diferenca significativa vs. *WkyC, p < 0,05; *WkyC, p < 0,01;
***WkyC, p <0,001; ****WkyC, p <0,0001; +ShrC, p < 0,05; £ShrC, p
< 0,01 $WkKyT, p < 0,05; $$WkyT p < 0,01; $$$$SWkyT, p < 0,0001.60

FIGURA 7 — Influéncia da associacdo da HA e tumor Walker-256 na capacidade
funcional. Os resultados de distancia foram expressos em metros (m)
e os resultados de tempo de teste foram expressos em minutos (min).
Em relacdo ao grip strength os resultados foram expressos em

gramas (g). Grupos: WKyC, indica Wistar Kyoto Controle (n = 12);



WKkyT, Wistar Kyoto Controle Tumor (n = 11); ShrC, Shr Controle (n =
12) e ShrT Tumor (n = 9). Os resultados sdo expressos como média
+ EPM. Andlise estatistica: Two-way ANOVA, teste post hoc de Tukey.
Diferenca significativa vs. # indica a diferenca entre pré-teste e pos-
teste. (#) p < 0,05; (####) p < 0,0001. *WkyC, p < 0,05; *WkyC, p <
0,01; +1ShrC, p < 0,001; £1ShrC, p < 0,0001; $WkyT, p < 0,05......62

FIGURA 8 — Medidas cardiovasculares na associacado da HA e cancer. Presséo
arterial sistélica (PAS), foi expressa em milimetros de mercurio
(mmHg). A frequéncia cardiaca (FC) foi expressa em batimentos por
minuto (bpm). Grupos: WkyC, indica Wistar Kyoto Controle (n = 12);
WKkyT, Wistar Kyoto Controle Tumor (n = 11); ShrC, Shr Controle (n =
12) e ShrT Tumor (n = 9). Os resultados sdo expressos como média
+ EPM. Andlise estatistica: Two-way ANOVA, teste post hoc de Tukey.
Diferenca significativa vs. # indica a diferenca entre pré-teste e pos-
teste. (####) p < 0,0001; **WkyC, p < 0,001; ****WkyC, p < 0,0001;
$WkyT, p < 0,05 $$$$WkyT, p < 0,0001; FfShrC, p <

FIGURA 9 — Funcéo cardiaca pelo ecocardiograma. Fragdo de ejecdo (FE) (A) e
fracdo de encurtamento (FS) (B) foram expressas em porcentagem
(%). Tempo de Contracdo Isovolumétrico (IVCT) (C), tempo de
relaxamento isovolumétrico (IVRT) (D) expresso em milissegundo
(ms). A desaceleracao da onda E (MV Decel) (E) também foi expressa
em milissegundo (ms). Raz&o das ondas E/A (MV E/A) (F). indice de
performance miocardica (TEl) (G). Grupos: WkyC, indica Wistar
Kyoto Controle (n = 12); WkyT, Wistar Kyoto Controle Tumor (n = 11);
ShrC, Shr Controle (n = 12) e ShrT Tumor (n = 9). Os resultados sao
expressos como média £ EPM. Analise estatistica: Two-way ANOVA,
teste post hoc de Tukey. Diferenca significativa vs. *WkyC, p < 0,05;
*WKkyC, p <0,01; **WkyC, p < 0,001; $WkyT, p < 0,05; $SWkyT, p <



FIGURA 10 — Alteracdes morfologicas cardiacas na associacdo da HA e cancer.
Os resultados foram corrigidos pelo comprimento da tibia
representado em milimetros (mm). Ventriculo esquerdo (VE/tibia) (A),
ventriculo direito (VD/tibia) (B), e atrios (Atrios/tibia) (C) foram
expressos em grama (g) divididos pelo comprimento da tibia (mm). A
massa do ventriculo esquerdo corrigida (D) foi expressa em miligrama
(mg), o volume diastdlico final (VDF) (E) e volume sistélico final (VSF)
(F) foram medidos em microlitros (UL), o septo interventricular na
diastole (G) e na sistole (H) foram expressos em milimetros (mm),
didmetro diastélico do ventriculo esquerdo (DDVE) (I), diametro
sistolico do ventriculo esquerdo (DSVE) (J) e parede posterior (PP) na
diastole e sistole (K,L) foram expressas em milimetros (mm) e
espessura relativa da parede (ERP) (M). A area de seccéo transversa
(N) foi expressa em micrbmetro ao quadrado (um2), imagem
representativa da coloracdo com WGA (O). Para representacdo do
coldgeno total (P) utilizamos a fracdo do volume expressa em
micrémetro (um), imagem representativa dos cortes corados com
Picrossirius-red (Q). Escala representativa de 100 micrémetros.
Grupos: WkyC, indica Wistar Kyoto Controle (n = 12); WkyT, Wistar
Kyoto Controle Tumor (n = 11); ShrC, Shr Controle (n = 12) e ShrT
Tumor (n = 9). Os resultados sdo expressos como média + EPM.
Andlise estatistica: Two-way ANOVA, teste post hoc de Tukey.
Diferenca significativa vs. *WkyC, p < 0,05; *WkyC, p < 0,01;
***WkyC, p < 0,001; ***WkyC, p < 0,0001; t+ShrC, p < 0,05; +1ShrC,
p <0,001; £1£ShrC, p < 0,0001; $$WkyT p < 0,01; $$SWkyT p < 0,001;
SEBBWKYT, P < 0,000, 74

FIGURA 11 — Expressao génica de proteinas sarcoméricas do remodelamento
cardiaco patoldgico. O resultado do normalizador 18s (A) foi expresso
utilizando o método de limiar comparativo de ciclos (ct). Os resultados
da expressao génica foram expressos em porcentagem do controle

(% do controle) para os genes: aMHC (B) e BMHC (C). Ja a razéo



aMHC/BMHC (D) foi expressa em unidade arbitraria (UA) Grupos:
WKkyC, indica Wistar Kyoto Controle (n = 12); WkyT, Wistar Kyoto
Controle Tumor (n = 11); ShrC, Shr Controle (n = 12) e ShrT Tumor (n
= 9). Os resultados sdo expressos como média + EPM. Analise
estatistica: Two-way ANOVA, teste post hoc de Tukey. Diferenca
significativa vs. **WkyC, p < 0,001; +ShrC, p < 0,05; £ShrC, p <

FIGURA 12 - Expressdo génica de marcadores inflamatérios cardiacos na
associacdo HA e céancer. O resultado do normalizador 18s foi
expresso utilizando o método de limiar comparativo de ciclos (2-AA
Ct). Os resultados da expressao génica foram expressos em
porcentagem do controle (% do controle) para os genes: TNFa, IL-6 e
IL-10. Grupos: WkyC, indica Wistar Kyoto Controle (n = 12); WKkyT,
Wistar Kyoto Controle Tumor (n = 11); ShrC, Shr Controle (h = 12) e
ShrT Tumor (n =9). Os resultados sdo expressos como média + EPM.
Andlise estatistica: Two-way ANOVA, teste post hoc de Tukey.
Diferenca significativa vs. *WkyC, p < 0,05; **WkyC, p < 0,001;
****WkyC, p < 0,0001; +ShrC, p <0,05; t1ShrC, p < 0,001; £1ShrC, p
< 0,0001; $$WkyT p < 0,01; S$$SWKkyT, p <

FIGURA 13 — Analises de sintese e degradacéo proteica cardiaca. As proteinas
totais foram normalizadas pelo GAPDH. Os resultados da expressao
proteica foram expressos em porcentagem do controle (% do controle)
para as proteinas: PI3K, AKT total e fosforilada, FoxO1, GS3K total e
fosforilada, 4EBP1 total e fosforilada, elF4E total e fosforilada, p-70
total e fosforilada e GATA4. Grupos: WkyC, indica Wistar Kyoto
Controle (n = 12); WkyT, Wistar Kyoto Controle Tumor (n = 8); ShrC,
Shr Controle (n = 12) e ShrT Tumor (n = 8). Os resultados sao
expressos como média + EPM. Analise estatistica: Two-way ANOVA,
teste post hoc de Tukey. Diferenca significativa vs. *WkyC, p < 0,05;



*WkyC, p < 0,01, ***WkyC, p < 0,0001; ttShrC, p <

FIGURA 14 — Analises de proteinas de sobrevivéncia e apoptose celular cardiaca.
As proteinas totais foram normalizadas pelo GAPDH. Os resultados
da expresséao proteica foram expressos em porcentagem do controle
(% do controle) para as proteinas: BAD, BCI-2 e BCI-x. Grupos: WkyC,
indica Wistar Kyoto Controle (n = 10); WkyT, Wistar Kyoto Controle
Tumor (n = 8); ShrC, Shr Controle (n = 12) e ShrT Tumor (n = 8). Os
resultados sdo expressos como média £+ EPM. Analise estatistica:
Two-way ANOVA, teste post hoc de TUuKeY. .....cccooveevivviiiiiiiiinineenn, 82

FIGURA 15 — Expressdo de miRNAs cardiaco e circulante. O U6 foi utilizado para
normalizar os miRNAs cardiacos e o miR-39 foi utilizado para
normalizar o miRNA circulante. Os resultados da expressao dos
mMiRNAs foram expressos em porcentagem do controle (% do
controle) para os miRNAs cardiacos: -208a (A), -208b (B) e -499 (C)
e para o0 miRNA circulante: -208a (E). Grupos: WkyC, indica Wistar
Kyoto Controle (n = 12); WkyT, Wistar Kyoto Controle Tumor (n = 11);
ShrC, Shr Controle (n = 12) e ShrT Tumor (n = 9). Os resultados sao
expressos como média £ EPM. Analise estatistica: Two-way ANOVA,
teste post hoc de Tukey. Diferenca significativa vs. *WkyC, p < 0,05;
*WkyC, p < 0,01; ***WkyC, p <0,0001; +1ShrC, p < 0,001; $WkyT p
< 0,05; SEBWKYT P < 0,00L....ceeiieieecieeeee et 84

FIGURA 16 — Efeito da associacdo da HA e cancer sobre o fenétipo cardiaco e

incapacidade fiSICaA .........covvviiiiiiiiiiiii 85

FIGURA 17 — Efeitos do TFA na relacao bidirecional da HA e cancer Walker-256
e reducéo dos efeitos da caquexia. Os resultados de peso corporal
(A) e peso livre de tumor (B) foram expressos em grama (g). O
crescimento tumoral (C) foi avaliado em centimetros cubicos (cm3).

Os resultados de peso do tumor (D) e dos musculos soleo (E), plantar



(F) e gastrocnémio (G) foram expressos em gramas (g) divididos pelo
comprimento da tibia (mm), para correcdo. Analisamos também a
gordura retroperitoneal (G.Retro), gordura epididimal (G.Epi) e o0 baco
, Figuras H, | e J. Grupos: WkyT, indica Wistar Kyoto Tumor (n = 13);
WkyT-EXx, Wistar Kyoto Tumor Exercicio (n = 12); ShrT, Shr Tumor (n
= 11) e ShrT-Ex, Tumor Exercicio (n = 10). Os resultados sao
expressos como média + EPM. Andlise estatistica: Teste T e Two-way
ANOVA, teste post hoc de Tukey. Diferenga significativa vs. *WkyT, p
< 0,05; **WKkyT, p < 0,01; ***WkyT, p < 0,001; ***WkyT, p < 0,0001;
1ShrT, p < 0,05; t1ShrT, p < 0,001; £1ShrT, p < 0,0001; $$WkyT-Ex

FIGURA 18 — Efeito do TFA sobre a capacidade funcional na associacdo entre
HA e cancer. Os resultados de distancia foram expressos em metros
(m) e os resultados de tempo de teste foram expressos em minutos
(min). Em relag&o ao grip strength os resultados foram expressos em
gramas (g). A Citrato Sintase foi expressa em valores de nmol. min-1.
mg de proteina-1. Grupos: WKyT, indica Wistar Kyoto Tumor (n = 14);
WKkyT-EX, Wistar Kyoto Tumor Exercicio (n = 12); ShrT, Shr Tumor (n
= 14) e ShrT-Ex, Tumor Exercicio (n = 11). Os resultados sao
expressos como média £ EPM. Analise estatistica: Two-way ANOVA,
teste post hoc de Tukey. Diferenca significativa vs. # indica a diferenca
entre pré-teste e pos-teste. (####) p < 0,0001. *WkyT, p < 0,05;
**WkyT, p < 0,01; **WkyT, p <0,001; **WkyT, p <0,0001; £3ShrT,
P < 0,0001.. 0 ettt e e 93

FIGURA 19 — Medidas cardiovasculares na associacao da HA e cancer e TFA.
Pressédo arterial sistélica (PAS), foi expressa em milimetros de
mercurio (mmHg). A frequéncia cardiaca (FC) foi expressa em
batimentos por minuto (bpm). Grupos: WKkyT, indica Wistar Kyoto
Tumor (n = 13); WkyT-Ex, Wistar Kyoto Tumor Exercicio (n = 11);
ShrT, Shr Tumor (n = 13) e ShrT-Ex, Tumor Exercicio (n = 12). Os



resultados sdo expressos como média £+ EPM. Analise estatistica:
Two-way ANOVA, teste post hoc de Tukey. Diferenca significativa vs.
**EWKYT, p < 0,0001; $WKyT-EX, p <

FIGURA 20 — Funcéo cardiaca pelo ecocardiograma. Fracdo de ejecéo (FE) (A)
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patolégico e o efeito do TFA. O resultado do normalizador 18s (A) foi
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razdo aMHC/BMHC (D) foi expressa em unidade arbitraria (UA)
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FIGURA 23 — Expressao génica de marcadores inflamatorios cardiacos e o TFA.
O resultado do normalizador 18s foi expresso utilizando o método de
limiar comparativo de ciclos (Ct). Os resultados da expressao génica
foram expressos em porcentagem do controle (% do controle) para os
genes: TNFa, IL-6 e IL-10. Grupos: WKkyT, indica Wistar Kyoto Tumor
(n = 13); WkyT-Ex, Wistar Kyoto Tumor Exercicio (n = 12); ShrT, Shr
Tumor (n = 11) e ShrT-Ex, Tumor Exercicio (n = 10). Os resultados

sdo expressos como média + EPM. Andlise estatistica: Two-way
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ANOVA, teste post hoc de Tukey. Diferenca significativa vs. *\WKkyC, p
< 0,05; **WkyC, p < 0,01; tShrC, p < 0,05, $WkyT p <

FIGURA 24 — Analises de sintese e degradacao proteica cardiaca e o efeito do
TFA. As proteinas totais foram normalizadas pelo GAPDH. Os
resultados da expressdo proteica foram expressos em porcentagem
do controle (% do controle) para as proteinas: PI3K, AKT total e
fosforilada, GS3K total e fosforilada, 4EBP1 total e fosforilada e
GATAA4. Grupos: WkyT, indica Wistar Kyoto Tumor (n = 9); WkyT-EX,
Wistar Kyoto Tumor Exercicio (n = 9); ShrT, Shr Tumor (n = 9) e ShrT-
EX, Tumor Exercicio (n =9). Os resultados sdo expressos como média
+ EPM. Andlise estatistica: Two-way ANOVA, teste post hoc de Tukey.
Diferenca significativa vs. **WkyC, p < 0,01; $$SWkyT p <

FIGURA 25 — Andlises de proteinas de sobrevivéncia e apoptose celular cardiaca.
As proteinas totais foram normalizadas pelo GAPDH. Os resultados
da expressao proteica foram expressos em porcentagem do controle
(% do controle) para as proteinas: BAD e BCI-x. Grupos: WkyT, indica
Wistar Kyoto Tumor (n = 9); WkyT-Ex, Wistar Kyoto Tumor Exercicio
(n =9); ShrT, Shr Tumor (n = 9) e ShrT-Ex, Tumor Exercicio (n = 9).
Os resultados séo expressos como média + EPM. Andlise estatistica:
Two-way ANOVA, teste post hoc de

FIGURA 26 — Expressao de miRNAs cardiaco e circulante e o papel o TFA. O U6
foi utilizado para normalizar os miRNAs cardiacos e o0 miR-39 foi
utilizado para normalizar o miRNA circulante. Os resultados da
expressao dos miRNAs foram expressos em porcentagem do controle
(% do controle) para os miRNAs cardiacos: -208a (A), -208b (B) e -
499 (C) e para o miRNA circulante: -208a (E). Grupos: WKyT, indica
Wistar Kyoto Tumor (n = 13); WkyT-Ex, Wistar Kyoto Tumor Exercicio
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(n = 12); ShrT, Shr Tumor (n = 11) e ShrT-Ex, Tumor Exercicio (n =
10). Os resultados sao expressos como média + EPM. Analise
estatistica: Two-way ANOVA, teste post hoc de Tukey. Diferenca
significativa vs. *\WkyT, p <0,05; *WkyT, p <0,01; **WkyT, p <0,001,
***WkyT, p < 0,0001; ftShrT, p < 0,001; $WkyT-Ex p <

FIGURA 27 — Efeito do TFA na associacdo HA e cancer prevenindo a atrofia,

disfuncéo do VE e incapacidade fisica................ccoooviiiiin. 111
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LISTA DE SIGLAS, ABREVIACOES E SIMBULOS

AKT: Proteina quinase B

BCI-x Linfoma de células B-extragrande

BCI-2: Linfoma de células B2

BPM: Batimentos por minuto

cDNA: DNA complementar

CEUA: Comité de Etica no Uso de Animais

CS: Citrato sintase
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GS3K: Glicogénio sintase quinase

HA: Hipertenséo arterial
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PAS: Presséo arterial sistolica
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TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa
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RESUMO

Rodrigues, L.F. Efeito da associagéo entre hipertenséo arterial e cancer de Walker-
256 sobre o fendétipo cardiaco e a progressao tumoral: potencial terapéutico do
treinamento fisico aerd6bio. 2024. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Escola de
Educacao Fisica e Esporte, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo. 2024.

As doencas cardiovasculares (DCV), seguida pelos canceres séo, as principais causas
de morte no mundo; reconhecidas por serem doencgas complexas e de causa multifatorial,
e que apresentam uma interacao e fatores de risco em comum. Nas Ultimas décadas, a
cardio-oncologia tem se voltado para prevencdo e tratamento de DCV em pacientes
sobreviventes do cancer, como resultado da cardiotoxicidade de agentes antineoplasicos.
Por outro lado, hd um crescente corpo de evidéncias epidemiolégicas demonstrando que
DCV séo fatores pré-oncogénicos, uma vez que pacientes com DCV apresentam maior
incidéncia de cancer comparado com populacdes saudaveis. Uma associacdo
significativa entre hipertenséo arterial (HA) e incidéncia/ mortalidade por cancer em
humanos tem sido descrita. E possivel que a relagdo bidirecional das doencas possa
potencializar os danos cardiacos, entretanto pouco se sabe sobre a associacdo das
mesmas e 0s mecanismos relacionados com esse fenémeno. O treinamento fisico
aerobio (TFA) vem sendo utilizado como uma importante terapia ndo farmacoldgica para
aliviar os sintomas, melhorar a tolerancia ao exercicio, a qualidade de vida e reduzir a
hospitalizacdo de pacientes com DCV e cancer. Contudo, os efeitos do TFA sobre as
repercussdes cardiacas na associacdo das DCV com o cancer sdo desconhecidos.
Assim, o objetivo do presente estudo foi investigar a associacdo entre a HA e o cancer
nas alteracdes fenotipicas cardiaca e na progressao tumoral em ratos e verificar o papel
terapéutico do TFA sobre a cardiomiopatia e a incapacidade funcional induzida pela
relacdo bidirecional entre as doencas. Tanto o modelo de HA com animais
espontaneamente hipertensos (Shr) quanto de cancer com o tumor de Walker-256 foram
selecionados devido a similaridade da sua fisiopatogenia em humanos. Foram utilizados
50 ratos Wistar Kyoto e 50 Shr. O implante do carcinoma de Walker-256 foi efetuado no
tecido subcutaneo da regido do flanco direito. Os animais foram treinados durante 6
semanas, sessbes de 60 min, 1 vez ao dia, 5 vezes por semana, com aumento gradual
da sobrecarga de trabalho. Foi avaliado: presséo arterial e a frequéncia cardiaca de
repouso, tolerancia ao esforgo fisico maximo, funcéo e estrutura ventricular, crescimento
tumoral, massa cardiaca e muscular esquelética, percentual de caquexia e atividade da
enzima citrato sintase. Ainda mensuramos o didmetro dos cardiomidcitos, fibrose
cardiaca e razao capilar por fibra cardiaca pelo método histolégico. Expressao de genes
para hipertrofia cardiaca patoldgica e conteudo de colageno, familia do miRNA-208 e
analise da expressao de proteinas para vias de sobrevivéncia e apoptose celular. As
analises estatisticas foram realizadas pelo Software GraphPad (Califérnia, EUA).

Palavras-chave: Treinamento fisico aerdbio; hipertenséo arterial; cancer.
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ABSTRACT

Rodrigues, L.F. Effect of the association between arterial hypertension and Walk..
256 cancer on cardiac phenotype and tumor progression: therapeutic potential of
aerobic exercise. 2024. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Escola de Educacéo
Fisica e Esporte, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo. 2024.

Cardiovascular diseases (CVD) followed by cancers are the leading causes of death
worldwide; recognized for being complex and multifactorial diseases that share common
risk factors and interactions. In recent decades, cardio-oncology has focused on the
prevention and treatment of CVD in cancer survivors, stemming from the cardiotoxicity of
antineoplastic agents. On the other hand, there is a growing body of epidemiological
evidence demonstrating that CVD acts as pro-oncogenic factors, as patients with CVD
have a higher incidence of cancer compared to healthy populations. A significant
association between arterial hypertension (AH) and cancer incidence/mortality in humans
has been described. It is possible that the bidirectional relationship of these diseases may
potentiate cardiac damage, yet little is known about their association and the mechanisms
related to this phenomenon. Aerobic exercise (AE) has been used as an important non-
pharmacological therapy to alleviate symptoms, improve exercise tolerance, quality of life,
and reduce hospitalization for patients with CVD and cancer. However, the effects of APT
on cardiac repercussions in the association of CVD with cancer are unknown. Thus, the
aim of this study was to investigate the association between AH and cancer in cardiac
phenotypic alterations and tumor progression in rats and to verify the therapeutic role of
AE on cardiomyopathy and functional impairment induced by the bidirectional relationship
between the diseases. Both the AH model with spontaneously hypertensive rats (SHR)
and the cancer model with Walker-256 tumor were selected due to the similarity of their
pathophysiology in humans. 50 Wistar Kyoto rats and 50 SHR were used. Walker-256
carcinoma implantation was performed in the subcutaneous tissue of the right flank
region. The animals were trained for 6 weeks, 60-minute sessions, once a day, 5 times a
week, with a gradual increase in workload. The following were evaluated: blood pressure
and resting heart rate, maximum physical exertion tolerance, ventricular function and
structure, tumor growth, cardiac and skeletal muscle mass, percentage of cachexia, and
citrate synthase enzyme activity. We also measured cardiomyocyte diameter, cardiac
fibrosis, and capillary-to-fiber ratio by histological methods. Expression of genes for
pathological cardiac hypertrophy and collagen content, miRNA-208 family, and protein
expression analysis for survival pathways and cellular apoptosis. Statistical analyses were
performed using GraphPad Software (California, USA).

Key-words: Aerobic exercise; arterial hypertension; cancer.
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1. INTRODUCAO

As doencgas cardiovasculares (DCV), seguida pelos canceres, sdo as principais
causas de morte em todo o mundo com =18,56 e 10,8 milhdes de Obitos, respectivamente
(RITCHIE. H; ROSER. M, 2019; VIRANI et al., 2020).

Dentre os fatores de risco para DCV, a hipertenséo arterial essencial (HA) tem
grande destaque, pois tem alta prevaléncia e grande participagdo na mortalidade
cardiovascular (ROTH et al., 2020). A prevaléncia global de HA aumentou de forma
constante nas ultimas 3 décadas, assim como o0 ndmero total de mortes, devido a esta
doenca (ROTH et al.,, 2020). Sendo assim, a HA é a doenca cardiovascular mais
prevalente em todo o mundo, afetando aproximadamente 1,28 bilhdes de individuos com
idades entre 30 a 79 anos (MANCIA et al., 2023). A HA continua sendo também o
principal fator de risco modificavel para os O6bitos decorrentes de doencas
cardiovasculares em todo o mundo (VADUGANATHAN et al., 2022). Globalmente = 27%
a 40% dos individuos portadores de HA apresentam uma nao aderéncia ao tratamento
farmacoldgico (LEE et al., 2022b). Dados norte-americanos mostram que nos EUA a HA
contribuiu para =395.000 mortes cardiovasculares (45% de todas as mortes
cardiovasculares) (VIRANI et al., 2020). No Brasil, o cenario néo é diferente e, a HA esta
presente em =36 milhdes de individuos adultos (32,5%), sendo sua maior prevaléncia
em idosos (60%), contribuindo direta ou indiretamente para a mortalidade por DCV
(=50% de todas as mortes cardiovasculares) (MALACHIAS et al., 2016).

Estudos demonstram que as DCV e o cancer estdo intimamente relacionadas,
além de compartilharem diversos fatores de risco. O termo relacao bidirecional indica que
as DCV aumentam a probabilidade de desenvolver o cancer (AMERI; BERTERO;
MEIJERS, 2023; BERTERO et al., 2022; DE BOER et al., 2020; GHIGO et al., 2023;
JOVANI et al., 2022; KOELWYN et al.,, 2022; VENTURINI et al., 2020) e vice-versa
Seretis et al. (SERETIS et al., 2019) publicaram uma reviséo sistematica e meta-analise
mostrando que a HA pode favorecer a incidéncia e o desenvolvimento de 18 tipos de
canceres, sendo os mais destacados no estudo o de rim, o de colorretal e o de mama.

Para o cancer de mama, foram encontradas evidéncias de que a HA esta associada a
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um risco 10% maior de cancer e para mulheres pdés-menopausa um risco de 38% maior
comparado com normotensos. Além da HA a insuficiéncia cardiaca (IC) também vem
sendo destacada, por apresentar uma maior incidéncia de céancer comparados a
individuos sem IC, o estudo apresentou um maior risco para os canceres de mama,
cancer de pulmao, cancer hematolégico e cancer colorretal (JAISWAL et al., 2023).
Ainda, a HA é descrita como um dos efeitos adversos comuns durante o tratamento
oncolégico (COHEN et al., 2023). Estudos mostram que cerca de um terco dos pacientes
com céancer desenvolvem HA durante a doenca, emergindo rapidamente como uma das
principais causas de morte e incapacidade em pacientes com cancer (MOHAMMED et
al., 2021; TINI et al., 2019). Embora a crescente importancia clinica e a publicacdo de
estudos destacando o efeito bidirecional entre as duas doencgas, pouco se sabe sobre a
associacado das mesmas (GHIGO et al., 2023; JOVANI et al., 2022; SCOTT et al., 2016;
SERETIS et al., 2019; TINI et al., 2019; VENTURINI et al.,, 2020). Dada a grande
relevancia da cardio-oncologia, uma agenda de pesquisa que aborda sistematicamente
a prevaléncia, a patogénese e o tratamento de DCV em estagio inicial do cancer é
importante e necessario (HAJJAR et al., 2020).

Recentemente, um estudo se prop6s a investigar se o infarto agudo do miocardio
teria influéncia na fisiopatologia do cancer de mama. Os pesquisadores mostraram que
o infarto acelerou o crescimento tumoral com um aumento de aproximadamente duas
vezes no volume e peso do tumor, mostrando que uma doenca pode gerar 0 agravamento
da outra (KOELWYN et al., 2020). De modo similar, o cancer vem sendo descrito por
gerar danos cardiovasculares, como perda de massa cardiaca (RAUSCH et al., 2021;
TONETO et al., 2016) e disfuncéo, associado a uma reducéo da contratilidade, frequéncia
cardiaca e aumento da fibrose (FERNANDES et al., 2020; SCHMIDT et al., 2018).

Embora grandes avangos no entendimento das DCV e canceres vém sendo
demonstrados, os mecanismos moleculares envolvidos nas anormalidades cardiacas
permanecem pouco elucidados, bem como na relag&o bidirecional de ambas as doengas
(GHIGO et al., 2023; JOVANI et al., 2022; KOELWYN et al.,, 2022). Com as novas
descobertas no ambito da genética nas ultimas décadas, varias areas da comunidade
cientifica tém voltado suas atengfes para uma importante classe de reguladores génicos

denominados de microRNAs (miRNAs). Os miRNAs tem ganhado grande destaque por
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regularem pos-transcricionalmente a expressao de seus genes alvo (MRNAS) e estarem
envolvidos com o desenvolvimento e agravamento de patologias, como a HA e o cancer
(AMBROS, 2004; BARTEL, 2004; IMPROTA-CARIA et al., 2024; WANG et al., 2021).
Desta forma, os efeitos da relacdo entre a HA e o cancer no ambito funcional, morfoldgico
e molecular ainda sdo desconhecidos e a elucidacéo desses processos e a identificacdo
de novos alvos na patogénese de ambas as doencas € uma estratégia muito valiosa que
pode, eventualmente, levar ao desenvolvimento de novas abordagens para o diagndstico
precoce e/ou tratamento das doengas.

O treinamento fisico aerébio (TFA) vem sendo utilizado e recomendado como
uma importante terapia ndo farmacologica para aliviar os sintomas, melhorar a tolerancia
ao exercicio, a qualidade de vida e reduzir a hospitalizacdo e mortalidade de pacientes
com DCV e cancer (HEDMAN et al., 2022; HU et al., 2022). A capacidade aerdbia vem
sendo utilizada como um grande indicador de morte precoce tanto para individuos
saudaveis quanto para aqueles com doencas associadas (BOOTH et al., 2017; MYERS
et al., 2002). Em comparagcdo com pessoas inativas, homens que atingiram o nivel de
atividade fisica recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) tiveram 7%
menos risco de DCV ao longo da vida dos 45 aos 85 anos e as mulheres tiveram risco
11% menor (KUBOTA et al., 2017). Em relacédo ao céancer, a diretriz American Society of
Clinical Oncology (ASCO) ressalta uma fragilidade em relacéo a qualidade de evidéncias
no que diz respeito ao exercicio fisico e reducdo dos danos causados pela terapia
anticancer. Por outro lado, a diretriz mostra uma forte recomendacdo de exercicios
aerobios e resistidos com o intuito de reduzir alguns dos efeitos colaterais do tratamento,
como a reducdo da qualidade de vida, ansiedade e depressao, além de preservar a
aptidao cardiorrespiratoria (LIGIBEL et al., 2022). O Guia de Recomendacbes de
Atividade Fisica Durante e Apos Tratamento Oncolégico (CARVALHO GISAH, FABIO
FORTUNATO GUILGEN et al., 2023), destaca que a pratica de atividade fisica e exercicio
fisico durante o tratamento oncoldgico é recomendada e com um alto nivel de evidéncia,
apresentando um baixo risco de eventos adversos durante sua pratica, sendo que a
recomendacao é de 150 minutos semanais de atividades moderadas e/ou 75 minutos de
atividades de intensidade vigorosa. Também foi evidenciado com um alto nivel de
evidéncia a reducdo da fadiga oncologica, melhora da qualidade de vida, estado
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psicossocial e que a pratica regular de exercicios pode evitar 0 comprometimento
funcional. Em relacéo a reducédo da cardiotoxicidade e comprometimento cardiovascular
por meio da pratica de exercicios fisicos a diretriz evidencia um baixo nivel de evidéncia
destacando assim a necessidade de estudos com esta temética.

Um estudo publicado por Fernandes et al. (FERNANDES et al., 2020) mostrou
gue o TFA atenuou a reducao na fracédo de ejecéo do ventriculo esquerdo (VE) e levou a
um efeito benéfico no remodelamento cardiaco em camundongos com caquexia do
cancer de colon. Por outro lado, pouco se sabe sobre o impacto do TFA na funcéo e
estrutura cardiaca em diferentes modelos de cancer (ANTUNES; FERREIRA; MOREIRA-
GONCALVES, 2018). Em nosso laboratoério, temos demonstrado o importante efeito
terapéutico do TFA nas alteragcdes musculares esqueléticas e vasculares desencadeada
pela HA e pelo cancer durante a progressdo das doencas (FERNANDES et al., 2012;
GOMES et al., 2021; JORDAO et al., 2017; ROQUE et al., 2013). Estes conhecimentos
advindos do TFA em diferentes doencas, como a HA e o cancer, colocam o exercicio em
uma posicao estratégica tanto na prevencdo quanto no tratamento de danos estruturais
e funcionais cardiacos para doencas crénicas degenerativas. Portanto, aprofundar os
conhecimentos sobre o papel do TFA neste contexto é de grande interesse e necessario,
uma vez que efeitos do TFA sobre alteracdes cardiacas frente a associacdo da HA e do

cancer sao desconhecidos.

1.2 Justificativa

Considerando a prevaléncia crescente e a morbimortalidade, a HA e o cancer
representam um grave problema de saude publica (BARRETO et al., 2020; BOZKURT et
al., 2016; INCA, 2019; MALACHIAS et al., 2016; SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2020).

A primeira ideia de uma relagéo entre a HA e o cancer de mama foi descrita em
1960, devido a similaridade dos mecanismos hormonais em ambas as condi¢bes (DE
WAARD; DE LAIVE;, BAANDERS-VANHALEWIJN, 1960). Posteriormente, diversos
ensaios retrospectivos foram realizados relacionando o tratamento anti-hipertensivo
(inibidores da enzima conversora de angiotensina, bloqueadores dos receptores da

angiotensina I, B bloqueadores, bloqueadores dos canais de calcio e diuréticos) e o
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desenvolvimento de cancer de mama (ARMSTRONG; STEVENS; DOLL, 1974; BOSTON
COLLABORATIVE DRUG SURVEILLANCE PROGRAM., 1974; HEINONEN et al., 1974).
Contudo, as evidéncias até agora sao inconclusivas e em particular para usuarios de
bloqueadores dos canais de célcio, como demonstrado em uma recente meta-anélise
que incluiu 33 estudos com 260.447 participantes e 15.012 eventos de cancer
(COPLAND et al., 2021). Além disso, varias terapias antineoplasicas foram relatadas
como causadoras de HA (MOHAMMED et al., 2021).

Estudos tém mostrado que pacientes com cancer de mama tém um risco 1,7 a
1,8 vezes maior de mortalidade especifica de DCV, um risco 1,2 a 1,3 vezes maior de
incidéncia de DCV (por exemplo, doenca arterial coronariana, doenca cerebrovascular e
insuficiéncia cardiaca), e um risco 1,3 a 3,1 vezes maior de fatores de risco de DCV (por
exemplo, HA, diabetes e dislipidemia) (SCOTT et al., 2016).

Recentemente, um elegante estudo realizado com patrticipantes em todo mundo
investigou a prevaléncia e progressao da HA indicando que =700 milhdes de individuos
no mundo ndo sao tratados ou ndo recebem o tratamento adequado frente ao quadro de
HA (NCD RISK FACTOR COLLABORATION (NCD-RISC), 2021), o que pode estimular
o desenvolvimento/agravamento de DCV e cancer. Dessa forma, estudos que relacionem
tanto a HA e o céncer, ambos sem a presenca de tratamento para entender os
mecanismos funcionais, morfolégicos e moleculares bem como, os efeitos do TFA, ndo
sao possiveis no cenario clinico e todo este conhecimento se faz necessario frente a este
contexto mundial de individuos nao tratados de forma adequada e da evidéncia de
agravamento das doencas, por essa relacéo bidirecional.

Diante dos fatos, o estudo se justifica devido a investigacdo com uso do TFA ser
nao somente fundamental na prevencao primaria da HA e do cancer, bem como uma
ferramenta para auxiliar na reducao dos gastos publicos, também, como uma intervencao
nao farmacologica, diminuindo a incidéncia de diagnosticos relacionados a ambas as
patologias e melhorando o progndstico para os proximos eventos cardiovasculares e
oncoldgicos.

Embora haja um crescente interesse a respeito da cardio-oncologia, nenhum
estudo até o momento investigou a relacéo bidirecional da HA e cancer e a influéncia do
TFA neste mesmo contexto. Dados prévios do nosso Laboratoério corroboram com os da
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literatura na tentativa de explicar os efeitos benéficos do TFA sobre alteracdes
musculares esqueléticas e cardiacas induzidas tanto pela HA quanto pelo cancer
(FERNANDES et al., 2015; GOMES et al., 2021; PEREIRA et al., 2020). Entretanto,
entendemos que o proximo passo seria relaciona-lo de forma direta nas alteragbes
cardiacas induzidas pela associacdo da HA e o cancer; haja visto que, embora de suma
importancia, ndo ha nenhum estudo relacionando ambas as patologias. Além disso, &
razodvel supor que o conhecimento dos mecanismos moleculares induzidos pelo TFA,
0s quais podem oferecer beneficios para os sintomas e maleficios acarretados pela
doenca, poderdo servir de base para o desenvolvimento de futuras estratégias
terapéuticas no coracdo, aumentando assim a sobrevida e a melhora da qualidade de

vida dos pacientes com HA e cancer.

2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar a associacao entre a HA e o cancer nas alteracdes fenotipicas cardiaca
e no crescimento tumoral em ratos. Ainda, verificar o papel terapéutico do TFA sobre a
cardiomiopatia e a incapacidade funcional induzida pela relacdo bidirecional entre as

doencas.

2.2 Especificos

2.1.1 Avaliar o efeito associativo da HA em um modelo de Shr e do cancer em
um modelo de Walker-256.
2.1.2 Avaliar o efeito terapéutico do TFA na associacédo da HA em Shr e do cancer
em Walker-256.
Avaliaremos tanto para o0 objetivo 2.2.1 quanto para 0 2.2.2 0S parametros
listados abaixo:
* 0 comportamento da pressao arterial e da frequéncia cardiaca de repouso;

» a capacidade de realizagao ao esforgo fisico maximo;
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a evolugao da massa corporal, progressao tumoral e o percentual de caquexia;

a capacidade oxidativa e morfolégica muscular esquelética;

a morfologia e func¢ado cardiaca;

o diametro dos cardiomidcitos, a razédo capilar:fibra e a fibrose cardiaca,;

» a expressao dos miRNAs-208a, -208b e -499 cardiaco e circulante;

* a expressao génica de marcadores de hipertrofia cardiaca patoldgica, inflamacao e
colageno;

* a expressao de proteinas cardiacas envolvidas com a sobrevivéncia e a apoptose

celular.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Epidemiologia das doencas cardiovasculares e do cancer

Dados epidemioldgicos publicados pela Associacdo Americana de Cardiologia
mostram que as DCV sao a principal causa de morte nos Estados Unidos da América
(EUA), segundo o ultimo levantamento publicado em janeiro de 2020 (ROTH et al., 2020).
Em relacdo a prevaléncia total das DCV, elas quase dobraram de 271 milhdes em 1990
para 523 milhdes em 2019, e o niumero de mortes por DCV aumentou de 12,1 milhdes
em 1990 atingindo 18,6 milhdes de individuos em 2019 (ROTH et al., 2020).

A HA é o principal fator de risco para as DCV como: doenca arterial coronariana,
acidente vascular cerebral e insuficiéncia cardiaca (IC) (MENSAH et al., 2023; TSAO et
al., 2022; ZHOU et al., 2021). A HA esta associada a 13,5% de todas as mortes anuais
em todo o mundo, sendo assim, ela é considerada o principal fator de risco modificavel
para as doencas cardiovasculares. Neste sentido, o controle da presséo arterial se faz
necessario para reduzir os numeros de eventos cardiovasculares e a mortalidade por
todas as causas (MAGNUSSEN et al.,, 2023). No periodo de 2008 a 2017 foram
estimadas 667.184 mortes atribuiveis a HA no Brasil. Vale ressaltar que o numero de
mortes diretamente relacionadas com a HA é pequeno, pois esta patologia mata mais
devido a sua lesdo nos 6rgédos alvos (BARROSO et al., 2021). A estimativa € de que 6,2
milhdes de norte-americanos tém IC, que é a principal via final das DCV, incluindo a HA.
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Projecfes mostram que a prevaléncia de IC ira aumentar em torno de 46% entre 2012 a
2030 (VIRANI et al.,, 2020). De forma similar, segundo a Sociedade Brasileira de
Cardiologia (2016), ocorreram 339.672 6bitos por DCV no Brasil, sendo a principal causa
de morte e responsavel por 29,8% do total de 6bitos no pais (MALACHIAS et al., 2016).

A Sociedade Americana do Cancer relatou que a estimativa para o ano de 2024
€ de 2.001.140 novos casos e 611,720 mortes por cancer no pais para ambos 0s sexos
dos quais 0 maior niumero de mortes ocorrera por cancer de pulmao, colorretal e pancreas
em homens e cancer de pulméo, mama e colorretal em mulheres (SIEGEL; GIAQUINTO;
JEMAL, 2024). A estimativa de novos casos de cancer para o ano de 2021 em todo o
mundo foi cerca de 19,3 milhdes (18,1 milhdes excluindo cancer de pele ndo melanoma),
e quase 10,0 milhdes de mortes por cancer (9,9 milhdes excluindo cancer de pele ndo
melanoma) ocorreram em 2020 (SUNG et al., 2021).

De modo similar, no Brasil, foram estimados para o ano de 2023, 704 mil novos
casos de cancer, sendo os mais incidentes nos homens o cancer de préstata, colon e
reto e nas mulheres o cancer de mama € o principal, seguido pelo de colon e reto
(SANTOS et al., 2023). Dentre os diagnésticos, 66 mil casos sao de cancer de mama,;
valor este correspondente a 29,7% do total apresentado (INCA, 2019). Ainda, segundo o
Instituto Nacional de Cancer, a perspectiva para 2030 é de cerca de 21,4 milhdes de
novos casos em todo o mundo, sendo que desses cerca de 13,2 milhées ocasionaréo a
morte desses pacientes. O cancer de pulméo, prostata, colorretal e estbmago sdo os
tipos mais comuns de cancer em homens, enquanto cancer de mama, colorretal, pulméo
e colo do utero sdo os mais comuns entre as mulheres (INCA, 2019; SIEGEL; MILLER;
JEMAL, 2020).

Em 2016, havia uma estimativa de 15,5 milhdes de sobreviventes de cancer nos
EUA, e essa populagdo deve crescer para 26,1 milhdes em 2040 com comorbidades
cardiovasculares e fatores de risco (BLUETHMANN; MARIOTTO; ROWLAND, 2016).
Visto o grande aumento na sobrevida destes pacientes e o desenvolvimento de
problemas cardiovasculares relacionados tanto ao tratamento quanto a progresséao de
ambas as doencas, surgiu a cardio-oncologia e a HA mostra ser uma intersecc¢ao tanto
para o cancer quanto para o agravamento de danos cardiacos (GUDSOORKAR et al.,

2021; HERRMANN et al., 2014; STRONGMAN et al., 2022).
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Além de todo o contexto epidemiolégico, tanto a HA quanto o cancer geram
grandes gastos com o processo de internacdo no Brasil. A HA no ano de 2018 gerou
17.323.224,38 reais de gasto com internacbes, jA o cancer de mama gerou
139.028.192,79 reais de gastos no mesmo periodo (BARRETO et al., 2020). Nesse
contexto, se faz importante tanto a pesquisa basica quanto a clinica para obter sucesso

nao apenas na sobrevida livre de cancer, mas também livre de danos cardiovasculares.

3.2 Caracterizacao da hipertenséo arterial e do cancer

A HA e o cancer sdo doencas complexas e de causa multifatorial. Seu
desenvolvimento € determinado por uma combinacéo de fatores ambientais associados
a susceptibilidade genética (BARROSO et al., 2021; INCA, 2019). Ambas as doencas
apresentam fatores de risco similares, tais como: obesidade, diabetes, ingestao
excessiva de sadio e sedentarismo (HANDY et al., 2018; KIDOGUCHI et al., 2021) (Fig.
1).

Idade
Sexm
Genética
Tabagismo
Digbetes o
DCV Oboeidage Cancer
Hipertensao
Hiperlipidemia
Sedentarismo >
Exposiches ambientais e B »
Infeccies (ex: HPV) e @
Inflamacgdo cronica
Estresse oxidativo
Hematopoiese clonal
Comprimento dos
telémeros
Hormdnios
Microbioma
intestinal

Figura 1. Fatores de risco comum das DCV e cancer. Adaptado de HANDY et al., (2018).
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Sabe-se que a HA é uma sindrome caracterizada por niveis elevados e
sustentados de pressao arterial (PA) que permitem classificar como hipertensos
individuos com pressao sistdlica 2140 mm Hg e/ou pressao diastdlica = 90 mmHg
(BARROSO et al., 2021). A PA é o produto do débito cardiaco e da resisténcia periférica
total. Em condi¢Bes normais, a PA deve ser mantida em uma estreita faixa de variacao,
permitindo uma adequada perfuséo tecidual. Este controle envolve grande nimero de
substancias e de sistemas fisiolégicos que interagem de maneira complexa para manter
a PA em niveis adequados, nas mais diversas situacdes fisioldgicas. Dessa forma, o
controle da PA envolve mecanismos neurais, humorais e renais que, em curtos e longos
prazos, modulam néo sé a atividade do sistema nervoso autbnomo para o coracdo e para
0S vasos, como também o volume sanguineo e a secrecéao de varios hormonios (Bl, 2005;
IRIGOYEN et al., 2005). A HA essencial em adultos pode ser explicada por uma elevada
resisténcia vascular periférica ao fluxo sanguineo sem alteracées no débito cardiaco (BI,
2005; IRIGOYEN et al., 2005; MULVANY, 2012). A microcirculacdo composta por
arteriolas e capilares, primariamente localizadas na parte distal da vasculatura arterial,
constitui o maior local de origem da resisténcia vascular e a fundamental causa de
aumento desta resisténcia € devido a diminuicdo no didmetro da luz do vaso bem como
a perda dos mesmos, podendo ser acompanhada de uma disfuncdo endotelial (FEIHL et
al., 2008; MULVANY, 2012).

E conhecido que a HA é a mais importante causa de desenvolvimento de IC com
fracdo de ejecao preservada (ICFEp) com 60% a 80% dos casos (BOZKURT et al., 2016).
NUmeros maiores sao encontrados no estudo de Framingham, em que uma coorte
acompanhou 5.143 pacientes mostrando que 91% dos casos de IC eram de pacientes
hipertensos (DAWBER; MEADORS; MOORE, 1951), chegando a um valor de risco duas
vezes maior em homens e trés vezes em mulheres de desenvolver IC.

Uma revisdo publicada no The Lancet mostrou que aproximadamente 700
milhdes de pessoas em todo o mundo possuem HA néo tratada (NCD RISK FACTOR
COLLABORATION (NCD-RISC), 2021). Neste sentido, entender os efeitos desta HA ndo

tratada se faz necessario. Desde 1990 elevados niveis de presséao arterial sistélica, vem
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sendo descritos por ser o principal fator de risco modificavel para as DCV e esses dados
se mantém até os dias atuais (ROTH et al., 2020).

O cancer é um termo que se refere a um conjunto de mais de 200 doengas, que
possuem em comum alteragdes no ciclo celular, levando ao crescimento e proliferacao
celular desordenada. Seu desenvolvimento é resultado de alteracbes genéticas
traduzidas em aumento na expressao de oncogenes e a reducao de genes supressores
de tumor que favorecem o crescimento tumoral. Essas alteragdes podem ser herdadas
devido a mutacbes em células germinativas ou adquiridas em consequéncia da
exposicao a agentes carcinogénicos ou agentes infecciosos por mutacées em células
somaticas. Entre eles, podemos citar, o habito alimentar, a poluicdo, a radiacdo, 0s virus
e as bactérias, a exposi¢do ao fumo, entre outros (INCA, 2019).

O processo de carcinogénese constitui-se em trés fases. A primeira fase envolve
0 acumulo de mutagdes genéticas de forma lenta e gradual conhecida por “iniciacao”.
Nesta fase, ainda ndo é possivel detectar um tumor. No segundo estagio, conhecido por
‘promogao”, as ceélulas ja alteradas geneticamente durante a primeira fase, sofrem os
efeitos de oncopromotores que transformam as células iniciadas em células malignas.
Para que ocorra essa transformacgdo, o contato continuo com o agente cancerigeno
promotor € necessario, o que ocorre de maneira lenta e gradual. O terceiro estagio,
conhecido por “progressao”, se caracteriza pela multiplicacdo descontrolada e irreversivel
das células alteradas. Nesta fase, a neoplasia j4 esta instalada e evoluindo até que
aparecam as primeiras manifestacdes clinicas da doenca (INCA, 2019). Além disso,
estas células podem invadir tecidos e érgdos adjacentes, levando a formacéo de tumores
secundarios em locais proximos ao primeiro foco tumoral ou formacdo de tumores
distantes quando estas células cancerosas caem na circulagdo e migram para outros
locais com determinada especificidade, dando origem a nova formacdo tumoral,
denominada de metastase (INCA, 2019; WHO, 2018).

E conhecido que =80% dos pacientes com cancer em estagio avancado da
doenca apresentam caquexia e mais de 25% das mortes induzida pelo cancer é
consequéncia direta da caquexia (TISDALE, 2010). Ela € definida como uma sindrome
multifatorial caracterizada pela perda de massa muscular esquelética (com ou sem a
perda de massa gorda) que nao pode ser revertida por suporte nutricional convencional
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e que resulta na progressiva incapacidade funcional. A caquexia esta diretamente
relacionada a uma reducao da tolerancia ao esforco fisico, falta de ar, fadiga, reducéo da
tolerancia aos tratamentos e uma menor sobrevida dos pacientes; que também séo sinais
clinicos de IC (BARKHUDARYAN et al., 2017; TISDALE, 2009, 2010). Curiosamente,
estudos tém mostrado remodelamento e disfuncdo cardiaca em individuos que
desenvolveram caquexia independentemente do tipo de cancer (ANKER et al., 2021).
Mais pesquisas precisam descobrir novas opc¢oes de tratamento para prevenir os danos
cardiacos, melhorar a qualidade de vida e aumentar a sobrevida de pacientes com
caquexia do cancer (ANKER et al., 2021; ANTUNES; FERREIRA; MOREIRA-
GONGCALVES, 2018; BARKHUDARYAN et al., 2017).

Tanto a HA quanto o cancer se destacam devido a sua alta prevaléncia na
populacdo e por compartilhar diversos fatores de risco em comum (KIDOGUCHI et al.,
2021; SERETIS et al., 2019). Devido a toda esta associacdo, uma série de pesquisas
com o termo onco-hipertensédo foram publicadas recentemente (GUDSOORKAR et al.,
2021; KIDOGUCHI et al., 2021; RUF et al., 2021), com o objetivo de entender se a HA
tem relacdo com o desenvolvimento de cancer, como as terapias anticancer afetam a PA
dos pacientes e por fim, em relacdo ao manejo dos pacientes com ambas as doencas.
Segundo a Diretriz Brasileira de Cardio-oncologia (2020), 35% dos pacientes com cancer
irdo desenvolver HA ao longo do tratamento (HAJJAR et al., 2020). Entretanto, com o
aumento da sobrevida de pacientes com ambas as patologias, mais pesquisas séo
necessarias para entender a relagdo das doencas (RUF et al., 2021).

3.3 Remodelamento e funcdo cardiaca na hipertensédo arterial e no cancer

A doenca cardiaca hipertensiva pode ser dividida em quatro categorias
ascendentes, com base no impacto fisiopatolégico e clinico da hipertensdo no coracao
(MESSERLI; RIMOLDI; BANGALORE, 2017): Grau |: Disfuncédo diastolica isolada do
ventriculo esquerdo (VE) sem hipertrofia do VE, Grau II: Disfuncdo diastélica do VE com
hipertrofia concéntrica do VE, Grau lll: IC clinica (dispneia e edema pulmonar com fracao
de ejecéo preservada) e Grau IV: Cardiomiopatia dilatada com IC e fracdo de ejecdo

reduzida. As categorias indicam que a disfuncao diastolica € uma complicagdo muito mais
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comum da HA croénica do que a disfuncéo sistolica. Pacientes com ICFEp tém mais
hipertrofia do VE, lesdes epicardicas da artéria coronaria, rarefacdo microvascular
coronariana e fibrose miocéardica do que os individuos controles (MESSERLI; RIMOLDI,
BANGALORE, 2017). O diagndstico de hipertrofia do VE na HA é um indicativo de pobre
prognostico. De fato, a mortalidade por causa cardiovascular de pacientes hipertensos
com hipertrofia do VE é cerca de 70% superior ao de pessoas sem hipertrofia ventricular
(CUSPIDI et al., 2012).

De forma similar ao desenvolvimento da HA em humano, os animais
espontaneamente hipertensos (Shr) tém sido amplamente utilizados para estudar o
remodelamento cardiaco e a hipertrofia do VE compensada a qual evolui
progressivamente para a disfungéo ventricular e a IC (DIWAN; DORN, 2007; DRAZNER,
2011). A hipertrofia cardiaca induzida pela HA é causada pela sobrecarga de pressao
conhecida como hipertrofia concéntrica com um aumento desproporcional nha espessura
da parede (CAMPOS et al, 2015; DIWAN; DORN, 2007; DRAZNER, 2011;
GARCIARENA et al., 2009). Depois de desenvolver HA e hipertrofia ventricular esquerda,
0os Shr permanecem compensados por um longo periodo até o aparecimento da
disfuncédo ventricular (CAMPOS et al., 2015; GARCIARENA et al., 2009). Estudos
mostram que a partir dos 16 meses de idade os Shr comecam a apresentar
caracteristicas clinicas de IC, tais como congestdo pulmonar e hipertrofia ventricular
direita (DAMATTO et al., 2013; PAGAN et al., 2015). Sem tratamento, os ratos evoluem
para a morte dentro de duas a quatro semanas.

Estudos tém mostrado que fatores de risco de DCV, como HA, diabetes,
hiperlipidemia e obesidade, podem ser mais prevalentes em pacientes com cancer do
que na populacdo em geral, provavelmente porque ha fatores de risco comuns para as
duas patologias (Fig. 2). Ainda, estudos clinicos revelaram que o risco de cancer em
pacientes com IC é 68% maior do que em pacientes sem IC (HASIN et al., 2013, 2016).
Meijers et al. (MEIJERS et al., 2018) investigaram a relagéo causal entre IC e cancer e
demonstraram um aumento significativo de 2,4 vezes no volume tumoral intestinal em
camundongos com IC, e a gravidade da disfuncdo do VE e do conteudo fibrético foi
fortemente correlacionada com o crescimento do tumor. Além disso, niveis elevados de
serpina A3 no soro de pacientes com IC estava associado a uma maior proliferacdo em
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células de cancer de célon humano in vitro. Portanto, os efeitos reciprocos entre o
coracao e o cancer podem exacerbar as condicfes da doenca e as citocinas ou vias
compartilhadas que sdo responsaveis pelo crosstalk, embora mal definido, podem ser
potenciais alvos terapéuticos.

Fatores de risco
compartilhados

* Dieta ndo saudavel
* Tabagismo

* Obesidade
Normal « Diabetes Mellitus

* Hipertensao
Incidéncia de

A cancer
« Inflamagéao cronica
« Estresse oxidativo
* Citocinas

* Angiotensina Il
* Catecolaminas

Insuficiéncia
Cardiaca

Mecanismos bioldgicos
em comum

Figura 2. Mecanismos e fatores de risco associados a IC e cancer. Adaptado de KITSIS;
RIQUELME; LAVANDERO., (2018).

E importante ressaltar que os fatores de risco sdo fortes preditores de DCV
relacionada ao tratamento oncoldgico (antraciclina, radioterapia e imunoterapia), um
fendmeno conhecido como toxicidade cardiovascular (SCOTT et al., 2016). Disfuncao
endotelial, sindrome coronariana aguda, arritmias ventriculares e disfuncdo cardiaca
conduzindo ao quadro de IC, tem sido descrita durante ou ap6s o tratamento
quimioterapico (ANTUNES; FERREIRA,; MOREIRA-GONCALVES, 2018;
BARKHUDARYAN et al., 2017; SCOTT et al., 2016).

Chapman et al. (CHAPMAN et al., 2008) investigaram as causas de morte em
um estudo randomizado de imunoterapia adjuvante estendida entre 5.170 pacientes com
cancer de mama em estagio inicial. Apos 3,9 anos de acompanhamento, as mortes nao
relacionadas ao cancer de mama (principalmente DCV) foram responsaveis por 60% da
mortalidade geral. Além disso, pacientes com fatores de risco de DCV preexistentes no

inicio do estudo tinham 54% mais probabilidade de morrer de causas nao relacionadas
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ao cancer de mama. O desenvolvimento de fatores de risco de DCV apdés a terapia
também aumentaram o risco de DCV. Hooning et al. (HOONING et al., 2007) examinaram
as causas de mortalidade em longo prazo entre 7.425 mulheres tratadas para cancer de
mama precoce e descobriram que, apés um acompanhamento médio de 13,8 anos,
pacientes com diagnoéstico de um fator de risco de DCV em qualquer momento durante o
acompanhamento do estudo teve um risco 1,4 a 3,1 vezes maior de mortalidade
relacionada a DCV em relagéo a mulheres de mesma idade na populagdo em geral.

Embora as observagbes de morte em pacientes com céncer relacionadas ao
dano cardiovascular ndo sejam novas (ANTUNES; FERREIRA; MOREIRA-
GONGALVES, 2018; BARKHUDARYAN et al., 2017; SCOTT et al.,, 2016), estudos
recentes focaram em como a caquexia € responsavel ou contribui para a IC (TONETO et
al., 2016). Assim, as alteracdes na estrutura e no metabolismo do muasculo cardiaco que
ocorrem durante a progresséo da caquexia do cancer sdo mal compreendidas. E possivel
que a relacdo bidirecional das doencas possa potencializar os danos cardiacos com
ambiente inflamatério, infiltracdo de células imunes, producdo de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (KOELWYN et al., 2020).

Estudos emergentes fornecem sugestdes sobre como a caquexia induzida pelo
cancer pode causar danos ao coracao. Tian et al. (TIAN et al., 2010, 2011) observaram
gue camundongos caquéticos apresentaram diminuicdo da funcéo cardiaca contratil e da
frequéncia cardiaca, com aumento concomitante de fibrose, atrofia cardiaca,
remodelamento e presenca de citocinas pré-inflamatérias no tecido cardiaco. Outros
estudos mostraram a contribuicdo da protedlise e do estresse oxidativo para o dano
cardiaco induzido pela caquexia do cancer (SPRINGER et al., 2014). Borges et al.
(BORGES et al., 2014) também observaram alteracdes cardiacas, como o tamanho e a
espessura ventricular reduzidos em animais portadores de tumor de Walker-256.
Corroborando, Toneto et al. (TONETO et al., 2016) mostraram IC induzida pelo modelo
de caquexia do cancer. Este efeito foi evidenciado pelo aumento de biomarcadores de
dano cardiaco, atividade do proteassoma elevada, alteracbes no eletrocardiograma e
aumento de atividade pro-apoptotica em ratos portadores do tumor de Walker-256.
Estudos relacionando o crescimento neoplasico e IC tém sido cada vez mais importantes

para melhor compreensdo do estado caquético e possiveis intervencdes terapéuticas
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(TONETO et al., 2016). Embora os dados obtidos em estudos com modelos animais
sejam apenas pré-clinicos, eles vém colaborando para o entendimento dos mecanismos
envolvidos em diferentes doencas sistémicas, como no caso da HA e do cancer. Além
disso, os estudos com experimentacdo animal permitem isolar as variaveis e avaliar 0s
efeitos deletérios especificos da HA e do tumor sobre o fenétipo cardiaco, enquanto
ensaios clinicos, como evidenciados na literatura, ndo permitem distinguir qual dos
estimulos esta associada ao dano cardiaco (tumor, fatores de risco ou tratamento
oncolégico). Levando isso em consideracdo, sendo uma das razbes para 0 presente
estudo, investigaremos se o cancer, de forma isolada, leva a alteracGes sistémicas que
afetam o coracdo e se a associacdo com a HA pode agravar ainda mais o fenétipo
cardiaco e a progressao tumoral, repercutindo em uma piora da capacidade funcional.
Embora grandes avangos tenham sido feitos no entendimento das DCV e
canceres, 0s mecanismos moleculares envolvidos nas anormalidades cardiacas
permanecem pouco elucidados. Os miRNAs tém ganhado grande destaque por
regularem pés-transcricionalmente a expresséo de seus genes alvo (MRNAS) e vias de
sinalizacdo (AMBROS, 2004; BARTEL, 2004). Como um importante modulador da
fisiologia e das DCVs, o miRNA-208a, um miRNA enriquecido cardiaco, também
desempenha papéis importantes na modulacdo da biologia do cancer (CALLIS et al.,
2009; LI et al., 2014; LIU et al., 2014). O miRNA-208a € um membro de uma familia de
miRNA que também inclui o miRNA-208b e é codificado por uma regido intrénica do gene
Myh6 (a-miosina de cadeia pesada). No coracdo, miRNAs-208a e b estdo envolvidos na
regulacdo da isoforma de cadeia pesada da miosina durante o desenvolvimento e em
condic@es fisiopatologicas (VAN ROOIJ et al., 2009). Com relacdo ao desenvolvimento
cardiovascular e crescimento normal, o miRNA-208a funciona como um importante
regulador de multiplas redes de genes associadas a conducédo e contracdo cardiaca
(BABIARZ et al., 2012; CALLIS et al., 2009). O miRNA-208a também modula varios
processos fisiopatoldgicos cardiovasculares, incluindo remodelamento e disfungéo
cardiaca (MONTGOMERY et al., 2011). Recentemente, a identificagcdo do miRNA-208a
na corrente sanguinea gerou um grande interesse clinico em usar esta molécula como

um potencial biomarcador néo invasivo de lesdes miocéardicas (NAVICKAS et al., 2016).
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Com relacdo a cardio-oncologia reversa, estudos recentes mostraram que 0
mMiRNA-208a promove a proliferacdo e invasao de células cancerigenas (LI et al., 2014;
LIU et al., 2014). O miRNA-208a pode ser secretado de cardiomidcitos lesados na forma
de exossomos mediando o crosstalk célula-célula, em seguida, transportado para
tumores, promovendo assim a proliferacdo e invasédo tumoral. A progressao do tumor e
a terapia anticancer subsequente podem agravar ainda mais a leséo cardiaca, resultando
na formacao de um ciclo vicioso (WANG et al., 2021). Interessantemente, a inibicdo do
mMiRNA-208a poderia melhorar a fungéo cardiaca (MONTGOMERY et al., 2011; TONY;
YU; QIUTANG, 2015) e inibir a proliferacdo e invasao tumoral (WANG et al., 2021). Dessa
forma, esses achados fornecem insights sobre a compreensédo dos papéis do miRNA-
208a na cardio-oncologia reversa e apoiam o uso do miRNA-208a como uma abordagem
terapéutica para otimizar a terapia do cancer enquanto preserva a funcdo cardiaca e

previne a carcinogénese em pacientes com IC.

3.4 Efeito do exercicio fisico na hipertensao arterial e no cancer

Cada vez mais a atividade fisica regular vem sendo destacada por reduzir o risco
de doencas ndo transmissiveis e mortes prematuras (LEE et al., 2022a). De fato,
exercicios regulares induzem uma ampla gama de adaptacfes fisiologicas diretas e
indiretas que melhoram a saude cardiovascular (SANCHIS-GOMAR et al., 2022).

O TFA pode ser utilizado como terapia ndo farmacoldgica, devido ao amplo corpo
de evidéncias sobre sua seguranca, melhora da tolerancia ao esfor¢co, aumento da
sobrevida e qualidade de vida; além de reduzir a hospitalizacdo dos acometidos por
doencas crénicas (LEE et al., 2022a; SANCHIS-GOMAR et al., 2022; TISDALE, 2009).
A capacidade aerdbia vem sendo utilizada como um grande indicador de morte precoce
tanto para individuos saudaveis quanto para aqueles com doencas associadas
(BARKHUDARYAN et al., 2017). Além disso, ratos artificialmente selecionados para
exibir alta capacidade aerdbia intrinseca apresentam maior expectativa de vida (~45%)
guando comparados com ratos com baixa capacidade aerébia (ANTUNES; FERREIRA;
MOREIRA-GONCALVES, 2018). De fato, a pratica de atividade aerObia esta associada
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a prevencao de um amplo espectro de disturbios e doencas ao longo da vida, como o
cancer, as DCV e as metabdlicas (BARKHUDARYAN et al., 2017).

No coracéo, o TFA induz um aumento da sobrecarga de volume acompanhado
de dilatacdo das camaras cardiacas referido como hipertrofia excéntrica e aumento
proporcional na espessura da parede (FERNANDES et al., 2015; PELOZIN et al., 2022).
Assim, o TFA promove hipertrofia ventricular esquerda fisiolégica, juntamente com as
respostas adaptativas benéficas ao sistema cardiovascular como a bradicardia de
repouso, aumento do VO2 méximo e melhora da funcao cardiaca (BARKHUDARYAN et
al., 2017).

Evidéncias crescentes sugerem que mMIiRNAs circulantes e cardiacos sao
regulados dinamicamente pelo exercicio em modelos animais e humanos (FERNANDES
et al., 2015; RAMOS et al., 2018). Nosso grupo foi o primeiro a identificar miRNAs
diferencialmente expressos com base na analise de um perfil de miRNAs em hipertrofia
cardiaca induzida por TFA (DA SILVA et al., 2012; FERNANDES et al., 2011; SOCl et al.,
2011). Ainda, relatamos que os niveis de miRNA-208a e -208b cardiaco foram reduzidos
pelo TFA e contribuem sinergicamente para a hipertrofia cardiaca fisioldgica, melhorando
as respostas metabdlicas e contrateis cardiacas com maior razdao a-MHC / B-MHC,
contornando o aumento do PPARB e da regulagcdo da histona desacetilase (HDAC)
classes | e Il (SOCI et al., 2016a). Estes resultados sugerem que o miRNA-208a pode
ser um alvo terapéutico promissor para as DCVs e o cancer induzido pelo TFA.

Estudos tém mostrado que o TFA melhora a funcdo endotelial e a perfuséo
coronariana, diminui a resisténcia periférica e induz o remodelamento das células
musculares, levando ao aumento da captacdo de oxigénio, oxidacdo do substrato e
resisténcia a fadiga na HA (GARCIARENA et al., 2009; LI; LI; GAO, 2020; ROMERO;
MINSON; HALLIWILL, 2017). Estudo prévio do nosso grupo mostrou que o TFA atenuou
a hipertrofia cardiaca patoldégica acompanhada de melhora da funcdo ventricular e
diminuicdo da PA em SHR. Estas altera¢cbes foram acompanhadas por uma reduc¢ao do
estresse oxidativo e da atividade do proteassoma sem afetar chaperonas e vias de
apoptose (CAMPOS et al., 2015). No conjunto, os dados apoiam um efeito benéfico do
TFA na HA, o que confirma o exercicio como um habito saudavel que induz melhorias

cardiacas.
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No cancer, o TFA mostrou melhorar a capacidade cardiorrespiratoria, a
cardiotoxicidade, promover efeito hipotensor, melhorar a qualidade de vida, reduzir a
fadiga oncoldgica, controlar a progressao tumoral e reduzir o potencial metastatico (ASSI;
DUFRESNE; REBILLARD, 2020; DA COSTA et al., 2021; GEBRUERS et al., 2019;
GOMES-SANTOS et al.,, 2021; VENTURINI et al., 2020) (Fig. 3). Levando em
consideracdo as diferentes estratégias de treinamento, tanto aerdbio, resistido ou a
combinacdo de ambos, mostraram promover a diminuicdo dos marcadores pro-
inflamatoérios em pacientes com cancer (KHOSRAVI et al., 2019). Curiosamente, foi visto
gue a cada incremento de 1 MET na aptiddo cardiorrespiratoria é capaz de diminuir o
risco de mortalidade em 26% por todas as causas de morte, 14% por causa
cardiovascular e 25% por causa do cancer (GROARKE et al., 2020). Dessa forma, 0s
estudos sustentam o fato de que o exercicio aerébio em intensidade moderada realizado
por 150 min/sem ou 0 exercicio vigoroso por 75 min/sem é uma conduta preventiva e

terapéutica adjuvante no tratamento do cancer (STOUT et al., 2017).

1 Aptidao cardiorrespiratoria

¥ Progresséo do cancer
e recorréncia

1 Forga muscular e
performance

n &
1
.D;':V d

4 Metastase

Figura 3. Beneficios do exercicio na progressao e recorréncia do cancer. Adaptado de
ASSI; DUFRESNE; REBILLARD., (2020).
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Similares efeitos do TFA foram descritos em animais com tumor Walker-256, com
beneficios como: maior resisténcia ao crescimento do tumor, resisténcia no
desenvolvimento de caquexia, prevencao da reducdo do peso corporal, melhora da
sensibilidade a insulina e melhor desempenho fisico (MOREIRA et al., 2019). Ainda, foi
visto que a continuacdo do TFA apds a inoculagdo do tumor aumentou a sobrevida dos
animais em 89% quando comparados com 0s animais sedentarios com tumor. O TFA
também promoveu uma mudanga no metabolismo energético com reducdo do
metabolismo glicolitico em detrimento ou aumento da atividade do metabolismo oxidativo,
gue foi acompanhado por uma reducédo do crescimento tumoral (BACURAU et al., 2007).

Estudo recente publicado por Fernandes et al. (FERNANDES et al., 2020)
mostraram que o TFA atenuou a reducao na fracéo de ejecao do VE e levou a um efeito
benéfico no remodelamento cardiaco associado a redugcdo da necrose, inflamacéo e
deposicado de colageno em camundongos com caquexia do cancer de colon. Por outro
lado, pouco se sabe sobre o impacto do TFA na funcéo e estrutura cardiaca em diferentes
modelos de cancer (ANTUNES; FERREIRA; MOREIRA-GONCALVES, 2018). De fato,
nenhum estudo até o presente momento foi realizado avaliando o efeito do TFA sobre as
repercussdes cardiacas no modelo de caquexia de Walker-256.

Estes conhecimentos advindos do TFA em diferentes doencas, tais como a HA e
0 cancer, colocam o exercicio em uma posi¢ao estratégica tanto na prevencao quanto no
tratamento de danos estruturais e funcionais cardiacos para doencas cronicas
degenerativas. Portanto, aprofundar os conhecimentos sobre o papel do TFA neste
contexto € de grande interesse e necessario, uma vez que efeitos do TFA sobre
alteracdes cardiacas frente ao modelo de cancer de Walker-256 e em associacdo a HA
sdo desconhecidos. Neste estudo, uma das propostas € verificar se o TFA previne as
alteracdes no fendtipo cardiaco induzidas pelo cancer de Walker-256. Avaliar se a
associagdo entre a HA e o cancer de Walker-256 pode agravar ainda mais o fendtipo
cardiaco e a progressao tumoral, repercutindo em uma piora da capacidade funcional.
Ainda, se o TFA atenuaria o remodelamento cardiaco patolégico, a disfuncéo ventricular

e a progressao tumoral induzida por esta associagao entre HA e cancer.
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4. METODOS
4.1 Comissao de ética no uso de animais

Esse trabalho foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Escola de Educacéo Fisica e Esporte da Universidade de S&o Paulo com o numero
2021/01. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os Principios Eticos
de Experimentacdo Animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA).

4.2 Animais

Foram utilizados 50 ratos machos espontaneamente hipertensos (Shr) e 50 ratos
machos Wistar Kyoto (WKky), como controles dos ratos espontaneamente hipertensos
(Shr). Para padronizacao das células tumorais e protocolo de treinamento fisico, foram
utilizados 24 ratos Wistar com 21 dias de idade. Os animais foram provenientes do
Biotério Central do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Séo Paulo (ICB-
USP). Os animais utilizados neste estudo foram mantidos em gaiolas plasticas em grupos
de 3 ou 4 animais por caixa e separados por grupo experimental. A temperatura ambiente
do biotério foi mantida entre 22°- 24°C com luz controlada em ciclo invertido de claro-

escuro de 12 em 12 horas. Agua e comida foram administradas ad libitum.

4.3 Implante tumoral

O implante do carcinoma de Walker-256 (linhagem proveniente do Banco de
Tumores Christ Hospital Line, Arthur D'Little, EUA) foi efetuado no tecido subcutaneo da
regido do flanco direito, inoculando-se 2,5x10°8 células viaveis por inéculo provenientes
de animais doadores, conforme método descrito e padronizado previamente (TONETO
et al., 2016). Os animais dos grupos controle (ndo implantados com tumor) receberam
inoculacdo de 0,5 mL de solucéo fisiologica (0,9% de NaCl) no tecido subcutaneo do

flanco direito, perfazendo o grupo sham.
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4.4 Desenho experimental

Para realizagéo da 12 etapa do estudo, os animais foram aleatoriamente divididos
em 4 grupos experimentais (n=12/ grupo) com 12 semanas de idade: WKky controle
(WkyC); Wky tumor (WKyT); Shr controle; (ShrC); Shr tumor (ShrT). O inéculo ocorreu na
122 semana de vida, correspondendo ao dia 0 do desenho experimental, e apos =21 dias
de crescimento tumoral ou periodo pré-agénico (o qual corresponde em média 21 dias
apos o implante), os animais foram submetidos a avaliagdo hemodinamica, cardiaca, de
crescimento do volume tumoral e de capacidade funcional. Em seguida, realizamos a

eutanasia e as avaliacdes histologicas e moleculares (Figura 4.A).
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por ECO
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Figura 4.A: Desenho experimental na primeira etapa do estudo.

Para realizacdo da 22 etapa do estudo, avaliamos o papel do TFA sobre a
associacdo entre a HA e o cancer. Os animais foram distribuidos em 04 grupos
experimentais com carcinoma de Walker-256, de acordo com a presenca ou ndo da HA
e submetidos ou ndo ao TFA, a saber: Wky tumor (WkyT), WkyT exercicio (WkyT-EX),
Shr tumor (ShrT) ShrT e exercicio (ShrT-Ex). Os animais foram treinados durante 6
semanas, sendo 3 pré- e 3 poés-indculo. O indculo foi realizado de forma similar ao
apresentado na primeira etapa, assim como as analises no periodo pés-experimental
(Figura 4.B). Os ratos foram inicialmente identificados por nimeros, pesados e adaptados

ao protocolo de medidas hemodinamicas e testes funcionais.
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Figura 4.B: Desenho experimental na segunda etapa do estudo.

4.5 Protocolo de treinamento fisico aerébio

O TFA de natacdo foi realizado segundo protocolo de Medeiros et al.
(MEDEIROS et al., 2004). Os animais foram treinados durante 6 semanas, sessoes de
60 min, 1 vez ao dia, 5 vezes por semana, com aumento gradual da sobrecarga de
trabalho (peso na cauda em porcentagem do peso corporal até atingir 5% do peso
corporal). O protocolo utilizado foi caracterizado como treinamento de moderada
intensidade e longa duracéo, sendo efetivo na promocéao de adaptacdes cardiovasculares
e no aumento da capacidade oxidativa muscular. Os ratos foram identificados e pesados
semanalmente para a corre¢cédo da sobrecarga de treinamento em funcdo do aumento do
peso corporal. O treinamento foi realizado em um sistema de natacdo especifico para

ratos, com agua aquecida a 32° C (Figura 5).
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Figura 5: Aparato de treinamento fisico de natacéo para ratos.

4.6 Avaliacdo da pressao arterial e da frequéncia cardiaca de repouso

A PA foi acompanhada pré e pos-periodo experimental por pletismografia de
cauda (sistema da KENT SCIENTIFIC RTBP1001 rat tail blood pressure system for rats
and mices, Litchfield, USA) em todos os grupos experimentais. Os animais estavam
acordados, em repouso, e foram mantidos sob restricdo de movimentos para que as
medidas fossem realizadas. O equipamento de registro da PA de cauda consiste em um
manguito de borracha que é adaptado a regido proximal da cauda, que esta ligado ao
pletismégrafo para insuflar e desinsuflar gradualmente o manguito de 1 a 250/300 mmHg.
Na regido mais distal da cauda é acoplado um transdutor de pulso pneumatico para
deteccgdo dos sinais de passagem da onda de pulso de PA na artéria caudal e registrado
no sistema de aquisi¢do de sinais (MP100 WSW, Biopac Systems, Santa Barbara, CA,
USA) com uma frequéncia de amostragem de 1000 Hz. Este método de medida indireta
permite quantificar a PA e a frequéncia cardiaca ao longo de todo o periodo experimental.

4.7 Avaliacao de forca e tolerancia ao esforco fisico maximo

Os animais foram posicionados individualmente sobre a esteira rolante.

Imediatamente apds o posicionamento do animal foi iniciado o teste de esforco. A
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velocidade inicial foi de 6m/min (sem inclinacdo), que constitui em um protocolo
escalonado com incrementos de velocidade de 3m/min a cada 3 min, até que seja
atingida a velocidade méaxima suportada pelos animais. O critério para a determinagéo
da exaustao e interrupcéo do teste foi 0 momento em que o rato ndo foi mais capaz de
correr dentro da caixa mediante o incremento de velocidade da esteira. Foram
comparados o tempo (min), a velocidade (m/min) e a distancia (m) percorrida por cada
rato. O teste neuromuscular foi aplicado para medir a forca de preensdo do animal
imposta através de uma grade. O Grip Strength Meter (Bonther®) que foi usado para este
teste possui uma barra metalica transversa na qual o animal foi posicionado com as
guatro patas em apoio. Em seguida, o animal foi retirado desta placa pelo avaliador pela
cauda, gerando assim uma forca de preensdo nesta grade que foi interpretada pelo
aparelho e gravada como a forca exercida pelo animal. Foram realizadas 3 tentativas e a

média foi utilizada como resultado.

4.8 Avaliacdo da funcao e estrutura ventricular- ecocardiograma

Com a finalidade de avaliar a funcéo e a estrutura do VE, de forma néo invasiva,
foi realizado o exame ecocardiografico transtoracico. Esta analise foi realizada em todos
0S grupos experimentais ao final do protocolo experimental com intuito de averiguar se
animais com patologia e/ou treinados com diferentes condicdes alteram a funcéo e a
morfologia cardiaca. As medidas ecocardiograficas seguiram as recomendacdes da
Sociedade Americana de Ecocardiografia. O exame ecocardiografico foi realizado com
0s animais anestesiados com Isoflurano (dose de 3-5% por via inalatéria). O animal
anestesiado foi colocado em decubito dorsal em uma mesa cirdrgica apropriada. Foi
utilizado o equipamento Vivid 9 (GE Healthcare) com transdutor de 4 a 12 MHz, que
permite imagens com 2 ou 3 cm de profundidade. As imagens foram armazenadas em
pen drive, para andlise posterior. As dimensdes e massa do VE foram adquiridas pelo
modo-M. A frequéncia cardiaca sob anestesia foi mantida em valores similares nos
animais de ambos os grupos WKky e Shr para que alteracbes na mesma néo interfiram na
contratilidade miocardica per se (efeito escada ou Bowditch). Foram realizadas as

medidas de massa do ventriculo esquerdo corrigida, diametro diastélico do ventriculo
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esquerdo (DDVE), diametro sistélico do ventriculo esquerdo (DSVE), espessura do septo,
da parede posterior (PP) e espessura relativa da parede (ERP), fracdo de ejecédo (FE),
fracdo de encurtamento (FS), volume sistolico final (VSF), volume diastélico final (VDF),
desaceleracdo da onda E (MV Decel), razdo E/A (MV E/A), tempo de contracdo
isovolumétrico (IVCT), tempo de relaxamento isovolumétrico (IVRT) e indice de

performance miocardica (TEI).

4.9 Crescimento tumoral

A avaliagéo do crescimento tumoral foi realizada com o intervalo de um dia apds
a injecao das células tumorais utilizando um paquimetro. Foram mensurados 0 maior e 0
menor didmetro do tumor de acordo com o descrito por Bergers et al.(BERGERS et al.,
2003). Os valores obtidos foram utilizados na férmula a seguir para a estimativa do
volume tumoral: V = 0,52 X (maior diametro) X (menor diametro)?.

4.10 Indicadores de endpoint no manejo animal para controle dos niveis de dor e
sofrimento

Os animais eram monitorados diariamente para que qualquer presenca de dor ou
sofrimento fosse evitado. Dessa forma, foram utilizados animais adultos jovens em que
nao configura nenhuma presencga de dor e sofrimento no modelo animal de HA. Para os
modelos com cancer, o tempo de 21 dias utilizado para o desenvolvimento de tumor
configura um periodo pré-ag6nico. Para controle dos niveis de dor foram respeitados os
sintomas de dores e desconfortos dos animais por meio da utilizagcdo do Rat Grimace
Scale; por sua eficaz aplicabilidade como demonstrada em estudos e descrita por ser
uma ferramenta de avaliagdo rapida da dor aguda em ratos. Sua avaliacdo é feita em
uma escala de 0 (sem presenca de dor), 1 (dor moderada) ou 2 (dor severa) e 0s sinais
que analisamos foram: estreitamento orbital, achatamento de nariz / bochecha,
mudancas na orelha (posi¢cédo, orientacdo, forma) e mudanca de bigode. Uma vez
constatado estes sinais realizamos uma quantificagdo dentro dos valores indicados na

escala e a partir destes dados realizamos uma média destes valores. Serdo eutanasiados
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0S animais que atingirem o score 2, como descrito pelo manual (FOLTZ; ULLMAN-
CULLERE, 1999; LEUNG; ZHANG; PANG, 2016; WALLACE, 2000).

Ainda, como ponto limite, o tamanho do tumor n&o poderia exceder 40 mm (4,0
cm) no maior diametro ou 15% do peso corporal do animal. Nao foi realizado o uso de
analgésicos para que nenhum dado, tanto pressoérico, inflamatorio ou de progressao
tumoral, seja mascarado ou alterado. Com isso, apds diagndéstico acima do limiar de dor
permitido e do tamanho tumoral, os animais foram eutanasiados e retirados do estudo
por estarem em sofrimento. Foram seguidas as diretrizes gerais do Comité Coordenador
de Pesquisa do Cancer do Reino Unido (UKCCCR, 1998) para o bem-estar animal
(WORKMAN et al., 2010).

4.11 Coleta das amostras

Finalizado o prazo dos protocolos experimentais, os animais foram sacrificados
por decapitacdo com anestesia inalatéria prévia por isoflurano (dose de 3-5% por via
inalatoria) e o coracdo, soleo, plantar, gastrocnémio, pulmao, figado, baco, gordura
retroperitoneal e epididimal foram coletados, assim como o tumor sélido e imediatamente
congelados em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C para serem utilizados nas
analises de histologia, bioquimica e biologia molecular. Foram anotados peso corporal e

comprimento da tibia para correcao das medidas morfolégicas adotadas.

4.12 Avaliacdo da massa cardiaca e muscular esquelética

Para avaliacdo da hipertrofia cardiaca foi feito um calculo de razéo, tanto entre o
peso umido do ventriculo esquerdo e a massa corporal total do animal (mg/g), quanto
entre 0o peso Umido do ventriculo esquerdo e o comprimento da tibia (mg/mm).
Procedimento similar foi realizado para os musculos esqueléticos coletados.

Para analise de caquexia, apoés 21 dias, cada massa tumoral foi retirada e pesada

e 0 peso total da carcaga (peso corporal total menos o peso do tumor) foi medido.
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4.13 Avaliacdo da atividade da enzima citrato sintase

Para avaliar a atividade da citrato sintase no musculo séleo foi homogeneizado a
4°C em tampao de extracao (pH 7,4) contendo Tris-base (50 mM) e EDTA (1 mM). As
amostras foram centrifugadas a 3.000 g durante 15 minutos a 4°C e o sobrenadante foi
utilizado para a realizacdo da cinética enzimatica. A quantificacdo da proteina no
homogenato foi realizada segundo o método de Bradford. A atividade méaxima da enzima
foi determinada segundo Alp & Newsholme (ALP; NEWSHOLME; ZAMMIT, 1976) a partir
de quantificacdo do complexo formado entre a coenzima A com o &cido 5,5 ditio-bis 2
nitrobenzoico (DTNB), adicionado ao meio, formando um complexo amarelo. O tamp&o
de ensaio foi constituido de Tris-base (100 mM), DTNB (0,4 mM), acetil-CoA (1,24 mM),
Triton X-100 1% (v/v) e o homogeneizado. A reacdo foi iniciada pela adicdo de
oxaloacetato (18,9 mM) ao meio e o registro da cinética enziméatica sera realizada a 25°C
durante um intervalo de 10 minutos, em 412 nm com o uso do Victor (Victor3 1420
Multilabel Counter/ PerkinElmer, MA, USA). O resultado da atividade da enzima foi

expresso em valores de nmol.min-t.mg proteina.

4.14 Avaliacdo da area de seccdao transversa dos cardiomiocitos pelo método
imunohistoquimica

A hipertrofia cardiaca também foi avaliada pela analise da area de seccédo
transversa dos cardiomiécitos. O VE foi cuidadosamente fixado em tissue tek, congelado
e posteriormente cortado transversalmente no aparelho criostato (Leica CM1850, Leica
Mycrossystems, Germany) na espessura de 10 um. Os cortes foram corados com os
anticorpos WGA (1:200; no. W32464; Invitrogen). A imagem foi ampliada 200x em
objetiva de 20x e os cardiomiocitos com membrana celular intacta foram escolhidos para
analise. A andlise foi realizada por microscopio fluorescente associado a um sistema de
analise de imagens Quantimet Leica®, (Leica, UK) por estudo-cego. Cinco campos
visuais foram analisados por animal. Os resultados foram expressos em micrémetro

quadrado (um?).
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4.15 Avaliacédo da fibrose cardiaca pelo método histolégico

A quantificacdo da fragdo de volume do colageno intersticial cardiaco foi
realizada pela coloracdo com Picrossirius-red e determinada por luz direta (40x). As
analises foram realizadas em um sistema morfométrico associado a um computador
(Leica Quantimet 500, Cambridge, UK). A fracdo de volume de colageno foi calculada
como a soma de todas as areas de tecido de colageno dividida pela soma de todas as
areas do musculo cardiaco em todos os campos. Os resultados foram expressos em

porcentagem (%) do volume de colageno.

4.16 Expresséao de genes e miRNAs

4.16.1 Extracdo de RNA total cardiaco e circulante

Foi homogeneizado 50 mg de VE em 1 ml de Trizol (Invitrogen) e a extragao foi
realizada conforme instru¢cdes do fabricante. O RNA precipitado foi lavado com etanol
70% para eliminar residuos de fenol e sal, e solubilizado em agua tratada com DEPC.
Para extracdo do RNA circulante, o mesmo foi isolado da fracdo exossomal do plasma
por meio do kit exoRNeasy Serum/Plasma (Qiagen), de acordo com as recomendacgdes
do fabricante. A concentracdo das amostras de RNA total foi quantificada usando o
espectrofotometro NanoDrop (NanoDrop Technologies, USA).

A integridade foi verificada por meio de eletroforese em gel de agarose 1%,
contendo 0.5pug/mL de brometo de etideo. O gel foi imerso em tampédo TAE 1X e a
eletroforese realizada a 100 Volts por aproximadamente 40 minutos. A qualidade das
amostras foi avaliada pela analise da intensidade das bandas correspondentes as
subunidades do RNA ribossomal 28S e 18S, onde a relacdo 28S/18S deverd ser
aproximadamente dois. Amostras que apresentaram algum grau de degradacdo foram
descartadas.

4.16.2 Sintese de cDNA para expressao de genes e miRNAs
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Para sintese de cDNA para expressao génica foram utilizados 2 ug de RNA total,
extraidos a partir do VE de ratos. As amostras foram incubadas com 0,5 ug/mL de oligo
dT12-18 a 65°C por 5 min, para obtencao da primeira fita de cDNA. A transcri¢cao reversa
das amostras foi realizada em volume total de 20 yL contendo 3U de RNAsin (Promega,
Madison, USA), 10 mM de dNTPs, 0,1 M de DTT, 1X tampao de enzima, e 2.5U de
SuperScript Reverse Transcriptase Il (Invitrogen, Brasil). Apos incubacdo por 1 hora a
42°C, a temperatura foi elevada a 95°C por 5 minutos e as amostras foram rapidamente
colocadas em gelo para desnaturagéo de hibridos RNA-cDNA formados.

O cDNA para analise de miRNAs foi sintetizado a partir do RNA total utilizando
primers especificos para cada miRNA analisado de acordo com o protocolo TagMan
microRNA Assay (Applied Biosystems, CA, USA). Foram utilizados 1-10 ng de RNA em
1 ul. Foi preparada uma RT master mix com dNTPs 100mM, multiscribe reverse
transcriptase 50U/ml, tampdo 10x para a enzima, inibidores de RNAse 20U/ml,
totalizando 7pul. Foram adicionados 3 pl de primer e agua livre de nuclease para completar
o volume de 15pl de reagao. A reagéo de PCR foi realizada a 16°C por 30 min, 42°C por
30 min, 85°C por 5 min e ap6s as amostras foram mantidas a 4°C.

4.16.3 Reacéao de polimerase em cadeia em tempo real (RT-PCR) para
expressao de genes e miRNAs

O RT-PCR para andlise da expressao génica das proteinas sarcoméricas
cardiacas (a-MHC e B-MHC) e inflamacéo foram feitos pelo sistema de deteccao do
produto especifico amplificado no equipamento 7500 Real Time PCR System (Applied-
Biosystems) na presenca do composto fluorescente SYBR-Green PCR Master Mix. A
otimizacao da reacéo do RT- PCR foi feita conforme as instru¢des do fabricante, corrigido
para volume final de 20 uL por reacdo. As condi¢cdes de PCR foram padrao (protocolo do
kit SYBR-Green master mix) e todos os reagentes foram fornecidos pelo kit, inclusive a
enzima polimerase AmpliTag-Gold (Applied-Biosystems). Depois da otimizacdo, 0s
primers foram utilizados na concentracdo de 200 nM para deteccao e quantificacao
relativa da expressdo do gene da 18S (gene controle-interno). O gene da 18S é

considerado de ampla expanséo, e foi utilizado como gene normalizador para os demais
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genes. Os primers especificos de cada gene foram desenhados de acordo com as
sequéncias disponiveis no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) utilizando a
ferramenta  Primer-BLAST  (www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast). Para os
marcadores de hipertrofia patolégica foram usados os seguintes primers: a-MHC: Foward
CGAGTCCCAGGTCAACAAG e Reverse AGGCTCTTTCTGCTGGACC; B-MHC: Foward
CATCCCCAATGAGACGAAG e Reverse AGGCTCTTTCTGCTGGACA; Para
marcadores de inflamagao utilizamos oS primers: IL-6: Foward
AGACTTCCAGCCAGTTGCCT e Reverse CTGACAGTGCATCATCGCTG; TNFa:
Foward AGGACACCATGAGCACGGAA e Reverse GGGCCATGGAACTGATGAGA,;
como marcador anti-inflamatério, utilizamos IL-10: Foward
AGAAGAGGGAGGAGCCTTTG e Reverse GCCTTTGCTGGTCTTCACTC.

O RT-PCR para anélise da expressao dos miRNAs-208a, -208b e -499 cardiaco
e circulante foram realizados no mesmo equipamento descrito acima. Para 20 ul da
reacdo de PCR foram incluidos 1,33 ul do produto RT, 10 pl de TagMan 2X Universal
PCR master mix Il (No AmpErase UNG), 1 ul de primer (TagMan microRNA Assay 20X)
e 7,67 ul de agua livre de nucleases. As reagdes foram incubadas a 95°C por 10 min,
seguidos por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 min. Foi utilizado o U6
SsnRNA como normalizador para analise de cada miRNA testado. Os resultados foram
expressos utilizando o método de limiar comparativo de ciclos (222Ct) e expressos em

porcentagem do controle.

4.17 Andlise da expressao de proteinas

Foi analisada a expressdo protéica dos alvos envolvidos na via de sintese,
degradacéao, sobrevivéncia e apoptose celular. Amostras de VE foram homogeneizadas
em tampéo de extragdo RIPA contendo um coquetel de inibidores de proteases e
fosfatases. As amostras foram mantidas no gelo e rapidamente centrifugadas (3.000 rpm
X 10 min). O sobrenadante foi utilizado para quantificar a concentracédo total de proteinas
pelo método de Bradford. Em seguida, cada amostra foi diluida em tampao Laemmli na
proporcao de 1:4, submetida a uma rotagcao (spin) de 30 segundos, e 0 sobrenadante

submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 8 a 15%) no aparelho para
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minigel (Mini-Protean). Em cada gel foi aplicado como padrédo um marcador de peso
molecular com valores estabelecidos em: miosina (205-195 kDa), galactosidase (116
kDa), albumina bovina (80 kDa) e ovalbumina (49,5 kDa).

A transferéncia das proteinas separadas no gel foi feita eletricamente para uma
membrana de nitrocelulose utilizando-se um aparelho da Bio-Rad com duracdo média de
1h sob 120 volts. No tampé&o usado para realizar a transferéncia foi acrescentado SDS
0,1% para melhorar a eluicdo das proteinas de alto peso molecular. A ligacdo inespecifica
de proteinas na membrana de nitrocelulose foi diminuida pela incubacéo destas com 10
ml de solucdo bloqueadora (leite desnatado Molico 5%, Tris 10 mM, NaCl 150 mM e
Tween 20 0,02%) a 4°C overnight ou por 2h na temperatura ambiente. Estas membranas
foram posteriormente incubadas com os anticorpos especificos para as proteinas alvos
selecionadas no estudo como a via de sintese e sobrevivéncia (PI3K, Akt, p70, 4EBP1,
Bcl-2, Bcl-x e GATA4) e a via de apoptose celular (Bad, Bax e FoxO1l) em solucao
bloqueadora (leite desnatado Molico 3%, Tris 10 mM, NaCl 150 mM e Tween 20 0,02%)
e a 4°C overnight. A proteina GAPDH foi utilizada como normalizador para as demais
proteinas. Em seguida, as mesmas foram lavadas 3x10 min com solucdo basal,
incubadas por 2 horas com o0s respectivos anticorpos secundarios conjugados a
peroxidase. Posteriormente o complexo foi detectado mediante reacdo de
quimiluminescéncia (ECL) usando o aparelho ChemiDoc (BioRad, CA, USA) e os blots
foram visualizados e quantificados (numero de pixels) pelo sistema Scion Image,
fornecido gratuitamente pela NIH (EUA) via internet. Os resultados foram expressos em

porcentagem do controle.

4.18 Estatistica

Inicialmente a distribuicdo dos dados foi testada por meio do teste de Shapiro-Wilk
e a homoscedasticidade por meio do teste de Levene. Como os dados sao
independentes, devem apresentar distribuicdo normal e varidancias homogéneas, 0s
pressupostos para o alcance de analises paramétricas. Os dados foram analisados
utilizando a anélise de variancia ANOVA de duas vias, para comparar os valores dos

grupos e teste de Tukey como post-hoc utilizando o Software GraphPad Prisma
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(Califérnia, EUA). Foi adotado para todos os experimentos um p< 0,05 de significancia.
Todos os resultados foram apresentados na forma de média + erro padrdo da média
(EPM).

5. RESULTADOS DISCUTIDOS

A seguir, descreveremos os resultados obtidos na primeira etapa do estudo.

5.1 Caracterizacdo do modelo de caquexia no tumor Walker-256 associado a
hipertenséao arterial

Quando analisamos o peso corporal total dos animais ndo houve diferencas
estatisticas entre os grupos (Fig. 6.A). Por outro lado, o grupo ShrT (259,4 £ 8,49 g; p <
0,05) mostrou uma reducao do peso livre de tumor (Fig. 6.B) comparado aos grupos
WkyC (289,4 + 5,47 g), ShrC (290,5 £ 6,95 g) e WkyT (286,3 £ 6,35 Q).

A Figura 6.C mostra a progressao do crescimento tumoral ao longo do protocolo
experimental. No dia 09/dez o grupo ShrT (18,98 + 4,77 cm?3; p < 0,05) apresentou um
volume tumoral maior em comparagdo ao grupo WkyT (8,42 + 1,59 cm?). Todas as
medidas de volume tumoral subsequentes apresentam diferenga do grupo ShrT com
volume tumoral maior em comparacéo ao grupo WkyT (11/dez; ShrT: 25,46 + 5,04 cm?3;
p < 0,0001 vs. WkyT: 9,55 + 1,80 cm3. 13/dez; ShrT: 30,39 * 7,44 cm?; p < 0,0001 vs.
WkyT: 11,02 + 2,48 cm3. 15/dez; ShrT: 35,27 + 6,18 cm?; p < 0,0001 vs. WkyT: 13,54 +
2,93 cm?). O peso do tumor foi maior no grupo ShrT (1,01 + 0,07 g/mm; p < 0,0001)
comparado ao grupo WkyT (0,42 + 0,06 g/mm) (Fig. 6.D).

O musculo séleo do grupo WkyT (0,0032 + 0,000058 g/mm; p < 0,05) teve uma
reducdo no seu peso comparado ao grupo WkyC (0,0036 + 0,000050 g/mm). Houve uma
reducdo também no grupo ShrT (0,0031 + 0,00011 g/mm; p < 0,01) quando comparado
ao grupo WkyC (0,0036 + 0,000050) (Fig. 6.E).

No plantar (Fig. 6.F), o grupo ShrC (0,0071 + 0,00022 g/mm; p < 0,01)
apresentou uma reducgao no peso comparado ao grupo WkyC (0,0084 = 0,00014 g/mm).

O grupo WkyT (0,0072 = 0,00028 g/mm; p < 0,01) mostrou uma reducédo também em
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comparacao ao grupo WkyC (0,0084 + 0,00014 g/mm). Quando analisamos o grupo ShrT
(0,0064 + 0,00027 g/mm; p < 0,0001) encontramos uma reducdo comparado ao grupo
WkyC (0,0084 + 0,00014 g/mm). O grupo ShrT (0,0064 + 0,00027 g/mm; p < 0,05)
também apresentou uma reducdo quando comparado ao grupo WkyT (0,0072 + 0,00028

g/mm).

Na Figura 6.G € possivel observar uma reducédo do peso no gastrocnémio do
grupo ShrC (0,034 £+ 0,00096 g/mm; p < 0,001) comparado ao grupo WkyC (0,039 *
0,00067 g/mm). O grupo WkyT (0,035 £ 0,00062 g/mm; p < 0,05) mostrou uma reducao
no peso do gastrocnémio comparado ao grupo WkyC (0,039 + 0,00067 g/mm). O grupo
ShrT (0,029 £ 0,001 g/mm; p < 0,001), por sua vez, mostrou uma redu¢cdo comparado ao
seu grupo WkyC (0,039 + 0,00067 g/mm). HA uma reducdo também quando
comparamos o grupo ShrT (0,029 = 0,001 g/mm; p < 0,01) com o grupo ShrC (0,034 +
0,00096 g/mm). Por fim, o grupo ShrT (0,029 = 0,001 g/mm; p < 0,0001) também mostrou
uma reducdo comparado ao grupo WKkyT (0,035 £ 0,00062 g/mm).

A gordura retroperitoneal (Fig. 6.H) reduziu apenas no grupo ShrT (0,065 +
0,0066 g/mm; p < 0,01) em comparacao tanto ao grupo WkyC (0,099 + 0,0047 g/mm),
ShrC (0,095 £ 0,0063 g/mm) quanto ao grupo WkyT (0,097 + 0,0068 g/mm). Em relagéo
a gordura epididimal (Fig. 6.1), houve uma reducao no grupo ShrC (0,057 + 0,0035 g/mm;
p < 0,0001) comparado ao grupo WkyC (0,09 + 0,0032 g/mm). O grupo ShrT (0,042 +
0,0035 g/mm; p < 0,0001) mostrou uma reducdo em comparacéo ao grupo WkyC (0,09
+ 0,0032 g/mm), em que também houve uma reducéo no grupo ShrT (0,042 + 0,0035
g/mm; p < 0,05) comparado ao grupo ShrC (0,057 £ 0,0035 g/mm). Quando comparamos
ambos 0s grupos com tumor observamos uma reducao de gordura no grupo ShrT (0,042

+ 0,0035 g/mm; p < 0,0001) em comparagao ao grupo WkyT (0,089 + 0,003 g/mm).

A Figura 6.J mostra o peso do baco. Como podemos observar, o grupo WKy T
(0,032 £ 0,004 g/mm; p < 0,0001) apresentou um aumento em relagéo ao grupo controle
WkyC (0,015 %= 0,00025 g/mm). O grupo ShrT (0,019 + 0,002 g/mm; p < 0,01), por sua

vez, apresentou uma reducdo quando comparado ao grupo WKkyT (0,032 + 0,004 g/mm).

57



Como observamos em nossa padronizacdo e nos dados da literatura
(GERALDELLI et al., 2020; MOREIRA et al., 2018, 2019), o peso total dos animais muitas
vezes acaba ndo se diferenciando, porém encontramos uma reducgdo no peso livre do
tumor somente no grupo ShrT comparado aos demais grupos. Contudo, o efeito da
associacao entre a HA e o cancer provocou um maior crescimento tumoral no grupo ShrT,
consequentemente foi 0 Unico grupo que apresentou menor peso corporal livre de tumor
comparado aos demais grupos avaliados associado a um maior peso do tumor no grupo

ShrT comparado ao grupo WKkyT.

A HA esta associada a uma série de alteracfes no musculo esquelético, incluindo
diminuicdo no tamanho e porcentagem das fibras tipo I, funcdo contratil alterada e
sinalizagdo apoptoética elevada (BLOEMBERG et al., 2014). O modelo Walker-256
também é conhecido por gerar caquexia muscular, em que varios estudos mostram que
o desenvolvimento do tumor induz uma reducédo do peso muscular (MOREIRA et al.,
2019; PADILHA et al., 2017). Nossos dados mostram que a HA gerou uma perda de
peso nos musculos plantar e gastrocnémio (ShrC), e o desenvolvimento do tumor
também gerou uma perda de peso nos musculos séleo, plantar e gastrocnémio no grupo
WKkyT. Entretanto, a associacdo da HA e do cancer gerou um efeito ainda maior sobre

esta perda de peso nos muasculos plantar e gastrocnémio.

Esta perda de massa muscular pode ser acompanhada pela perda de tecido
adiposo contribuindo para o quadro de caquexia. Os animais Shr sdo conhecidos por
terem menor peso de adipdcitos, quando comparados aos animais normotensos, iSso se
da pelo seu perfil hipolipodistréfico (BORGHI et al., 2019, 2020). O tumor Walker-256
também gera perda de gordura, como efeito da caquexia presente no modelo
experimental (FATIMA SILVA et al., 2020; VIANA et al., 2021). Os animais do grupo ShrT
apresentaram perda de gordura exacerbada, tanto a retroperitoneal quanto a epididimal;
ja o grupo ShrC teve uma reducdo somente na gordura epididimal, sugerindo uma maior

gravidade da caquexia na associagéo das duas doencas.

O baco é conhecido por ser uma importante fonte de citocinas pro-inflamatérias
e células imunes (BANDONI et al., 2021). O crescimento anormal do bacgo, visto no grupo

WkyT e ShrT, é conhecido como esplenomegalia. Esta patologia pode dar origem a
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complicacBes devido a reducdo do numero de globulos vermelhos, glébulos brancos e
plaguetas na corrente sanguinea, tornando o organismo mais suscetivel a infeccoes,
anemias e hemorragias. Pode ser caracterizada de trés formas: aumento da fungéo
esplénica, infiltracdo ou congestdo. Condi¢cdes malignas, benignas ou metabdlicas

também podem levar a esplenomegalia (MCKENZIE et al., 2018).

Com isto, mostramos que a associacdo da HA e cancer gera um quadro

acentuado de caquexia, acompanhada de um maior crescimento e volume tumoral.
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Figura 6. Efeitos da relacao bidirecional da HA e cancer Walker-256 na caquexia.

Os resultados de peso corporal (A) e peso livre de tumor (B) foram expressos em grama (g). O crescimento
tumoral (C) foi avaliado em centimetros clbicos (cm?). Os resultados de peso do tumor (D) e dos muasculos
séleo (E), plantar (F) e gastrocnémio (G) foram expressos em gramas (g) divididos pelo comprimento da

tibia (mm), para corre¢do. Analisamos também a gordura retroperitoneal (G.Retro), gordura epididimal
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(G.Epi) e o0 baco , Figuras H, | e J. Grupos: WkyC, indica Wistar Kyoto Controle (n = 12); WkyT, Wistar
Kyoto Controle Tumor (n = 11); ShrC, Shr Controle (n = 12) e ShrT Tumor (n = 9). Os resultados séo
expressos como média + EPM. Analise estatistica: Teste T e Two-way ANOVA, teste post hoc de Tukey.
Diferenca significativa vs. *WkyC, p < 0,05; *WkyC, p < 0,01; **WkyC, p < 0,001; ***WkyC, p < 0,0001;
1ShrC, p < 0,05; £ShrC, p < 0,01 $WkyT, p < 0,05; $$WkyT p < 0,01; $$$SWkyT, p < 0,0001.

5.2 Capacidade funcional na relacéo bidirecional da HA e cancer

N&o houve diferenca no teste de tolerdncia ao esforco no teste pré-protocolo
experimental entre todos os grupos, tanto em relacdo a distancia percorrida (Fig. 7.A)
guanto ao tempo de teste (Fig. 7.B). Na Figura 7.A, podemos observar que o grupo WkyT
apresentou uma reducao na distancia do teste (458 £+ 44,33 m; p < 0,01) em relacdo ao
grupo WkyC (695,9 + 40,82 m) pOs-protocolo experimental. Quando analisamos os dados
de pré e pos-teste do grupo WkyT em relacdo a distancia, houve uma reducédo na
distancia de teste (pré: 770,6 £ 27,41 m; pos: 458 + 44,33 m; p < 0,05). O grupo ShrT
apresentou uma reducédo mais evidenciada em relacdo a distancia (297 + 50,81 m; p <
0,001) comparado ao ShrC (593,4 + 12,93 m). Na comparac¢ao entre o pré e pos-teste, o
grupo ShrT reduziu sua distancia no pés-teste (pré: 677,6 + 36,39 m; pos: 297 + 50,81
m; p < 0,0001). Quando avaliamos o tempo de teste pds-protocolo, representado na
Figura 7.B, observamos resultados similares ao de distancia, em que o grupo WkyT
reduziu o tempo de teste comparado ao grupo WkyC (WkyT: 28,14 + 1,49 min; p < 0,05
vs. WkyC: 35,27 £ 1,20 min). Ao compararmos o tempo de teste pré e pds, o grupo WkyT
reduziu seu resultado de teste (pré: 34,63 + 1,14 min; pés 28,14 + 1,49 min; p < 0,05). O
grupo ShrT teve uma reducédo no seu tempo de teste comparado ao grupo ShrC (ShrT:
21,27 = 2,78 min; p < 0,0001 vs. ShrC: 32,59 + 0,37 min). Houve uma reducao no tempo
de teste do grupo ShrT (21,27 = 2,78 min; p < 0,05) comparado ao grupo WkyT (28,14 *
1,49 min). Em relagdo ao tempo de teste pré e pds, o grupo ShrT apresentou uma
reducdo em seu teste comparado a sua pré-avaliacao (pré: 34,83 + 1,02 min; pés: 21,27
+ 2,78 min; p < 0,0001).

Ao realizarmos o grip strength, na Figura 7.C, observamos uma reducéo de forca
no grupo ShrT (1662,1 + 94,87 g; p < 0,001) comparado ao grupo controle WkyC (2033,7
170,25 g). O grupo ShrT (1662,1 £ 94,87 g; p < 0,0001) também apresentou uma reducéo
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comparado ao grupo ShrC (2263,7 £ 84,99 g). Quando analisamos ambos os grupos com
tumor, o grupo ShrT (1662,1 + 94,87 g; p < 0,05) mostrou reducdo na forca em
comparacao ao grupo WkyT (1990 = 35,26 g).
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Figura 7. Influéncia da associacdo da HA e tumor Walker-256 na capacidade funcional.

Os resultados de distancia foram expressos em metros (m) e os resultados de tempo de teste foram
expressos em minutos (min). Em relacdo ao grip strength os resultados foram expressos em gramas (g).
Grupos: WkyC, indica Wistar Kyoto Controle (n = 12); WkyT, Wistar Kyoto Controle Tumor (n = 11); ShrC,
Shr Controle (n = 12) e ShrT Tumor (n = 9). Os resultados sdo expressos como média + EPM. Andlise
estatistica: Two-way ANOVA, teste post hoc de Tukey. Diferenca significativa vs. # indica a diferenca entre
pré-teste e pos-teste. (#) p < 0,05; (##H#H) p < 0,0001. *WkyC, p < 0,05; **WkyC, p < 0,01; t1ShrC, p <
0,001; £1ShrC, p < 0,0001; $WkyT, p < 0,05.

5.3 Medidas cardiovasculares na relacéo bidirecional da HA e cancer

Quando medimos a PAS pré, ndo encontramos diferenga entre os grupos WkyC
e WkyT. Como esperado, o grupo ShrC (189 + 3 mmHg; p < 0,0001) mostrou um aumento
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na PAS em comparacao ao grupo WkyC (146 £ 3 mmHg). O grupo ShrT (195 + 2 mmHg;
p < 0,0001) mostrou um aumento na PAS pré em comparacao ao grupo WkyT (145 £ 4
mmHg) (Fig. 8.A).

A PAS pés-protocolo, o grupo WkyT ndo apresentou diferenca em relacdo ao
grupo WKkyC. A PAS do grupo ShrC (189 + 4 mmHg; p < 0,0001) estava aumentada em
comparacao ao grupo WKyC (135 + 3 mmHg). Quando analisamos os dados pos
protocolo do grupo ShrT, encontramos uma reducao quando comparado ao seu pré-teste
(pré: 195 + 2 mmHg; pos: 162 + 3 mmHg; p < 0,0001). Houve uma reducao da PAS no
grupo ShrT (162 + 3 mmHg; p < 0,0001) comparado ao grupo ShrC (189 + 4 mmHg).
Também foi visto um aumento da PAS no grupo ShrT (162 £ 3 mmHg; p < 0,05) em
comparacao ao grupo WkyT (144 + 4) (Fig. 8.A).

No grupo ShrC (377 =6 bpm; p <0,0001), a FC estava maior em comparagao ao
grupo WkyC (322 + 5 bpm). O grupo ShrT (368 £ 6 bpm; p < 0,001) apresentou uma FC
maior em comparacao ao grupo WkyC (322 = 5 bpm). Esta diferenca na FC foi observada
guando comparamos o grupo ShrT (368 + 6 bpm; p < 0,0001) com o grupo WkyT (310 +
7 bpm) (Fig. 8.B).

Em um estudo utilizando o modelo de cancer C26 os pesquisadores mostraram
gue animais apos 18 dias de in6culo tumoral apresentaram reducdo da PAS. Ainda, os
autores destacaram que esta reducdo da PAS representa consequéncias circulatérias
indicando uma disfuncdo miocéardica apos 18 dias de indculo (STEVENS et al., 2015).
Nossos resultados mostram que nao houve influéncia do tumor na PA do grupo WKkyT;
no entanto, houve uma reducao da PAS no grupo ShrT tanto comparado ao seu controle
(ShrC) quanto comparado ao seu pré-teste.

Em relacéo a FC, estudos mostram estes niveis maiores em Shr em comparagao
a animais WKky. Essa diferenca foi observada até a quarta semana de vida. Apos este
periodo, a FC apresentou uma reducdo até na sexta semana, até se igualar ao Wky
(DICKHOUT; LEE, 1998). Um recente estudo utilizando animais com quatro semanas de
idade mostrou um aumento na FC nos animais Shr e o treinamento de escada foi capaz
de reduzir esta FC comparado aos animais que nao se exercitaram (TAN et al., 2022).
Nossos dados mostraram que o tumor Walker-256 ndo provocou influéncia na FC; no

entanto, os animais Shr tiveram um aumento comparado tanto ao grupo WkyC quanto ao
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grupo WkyT, sendo assim uma influéncia da HA sobre a FC, ja que a relac&o bidirecional

ndo promoveu alteracées neste parametro.
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Figura 8. Medidas cardiovasculares na associa¢do da HA e cancer.

Presséo arterial sistélica (PAS), foi expressa em milimetros de mercario (mmHg). A frequéncia cardiaca
(FC) foi expressa em batimentos por minuto (bpm). Grupos: WkyC, indica Wistar Kyoto Controle (n = 12);
WKkyT, Wistar Kyoto Controle Tumor (n = 11); ShrC, Shr Controle (n = 12) e ShrT Tumor (n = 8). Os
resultados séo expressos como média £+ EPM. Analise estatistica: Two-way ANOVA, teste post hoc de
Tukey. Diferenca significativa vs. # indica a diferenca entre pré-teste e pOs-teste. (####) p < 0,0001;
**WkyC, p < 0,001; ***WkyC, p < 0,0001; $WkyT, p < 0,05; $$$$WkyT, p < 0,0001; $1ShrC, p < 0,0001.

5.4 Analise de funcéo cardiaca na relacdo bidirecional da HA e cancer

N&o encontramos diferencas na funcéo sistolica nas medidas de fracédo de ejecéo
(Fig. 9.A) e fracdo de encurtamento (Fig. 9.B).

Ao analisarmos o Tempo de Contracdo Isovolumétrico (IVCT) (Fig. 9.C)
encontramos uma reducéo no grupo ShrC (17,34 +1,57; p < 0,05) comparado ao grupo
WKkyC (14,34 + 0,79). O Tempo de Relaxamento Isovolumétrico (IVRT) (Fig. 9.D) estava
aumentado no grupo ShrC (23,92 £ 0,76 ms; p < 0,001) comparado ao grupo WkyC
(19,27 £ 0,42 ms). O IVRT estava aumentado no grupo ShrT (22,77 £ 1,07 ms; p < 0,05)
comparado aos grupos WkyC (19,27 = 0,42 ms) e WkyT (18,84 + 0,88 ms)
respectivamente. A desaceleracédo da onda E (MV Decel) (Fig. 9.E) estava reduzida no

grupo ShrC (17,78 = 1,80 ms; p < 0,01) comparado ao grupo WkyC (30,50 + 2,20 ms).
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Encontramos também uma reducéo da MV Decel no grupo ShrT (22,44 £ 4,46 ms; p <
0,01) comparado aos grupos WkyC (30,50 + 2,20 ms) e WkyT (33,46 + 3,17 ms). Nao
encontramos diferenca na MV E/A (Fig. 9.F) para ambos os grupos avaliados.

O indice de performance miocardica (TEI) (Fig. 9.G) estava aumentado somente
no grupo ShrT (0,61 = 0,10; p < 0,05) comparado ao grupo WkyT (0,48 = 0,015),
sugerindo um prejuizo na fungao global cardiaca na associacdo HA e cancer.

Um estudo avaliando a fungé@o cardiaca de animais Wky e Shr mostrou um
prejuizo na fungéo sistélica na HA tardia na transi¢cao para um quadro de IC, em que 0s
pesquisadores encontraram uma reducdo na FE e FS somente a partir da 162 semana
de vida sem modificacdes nos animais Wky (REZENDE et al., 2021). De fato, quando
analisamos a FE e FS ndo encontramos diferencas em nenhum dos grupos
experimentais, e a associacdo HA e cancer também mostrou ndo provocar influéncia.
Tanto o IVRT quanto o MV Decel sdo utilizados como parametros para entender a
funcao diastolica. Neste sentido, o IVRT esta aumentado e o MV Decel esta reduzido
denotando um quadro de disfuncéo diastolica (DUPONT et al., 2012; LI et al., 2023).
Um estudo mostrou em animais com 18 meses de idade um aumento do IVRT sugestivo
de disfuncéo diastolica grave, com a FE preservada (LI et al., 2023). Corroborando, um
aumento da TEI observado na associacdo da HA e cancer contribui para um prejuizo

global da funcao cardiaca apenas na associacdo das doencas.
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Figura 9. Funcéo cardiaca pelo ecocardiograma.

Fracao de ejecéo (FE) (A) e fracdo de encurtamento (FS) (B) foram expressas em porcentagem (%). Tempo
de Contracdo Isovolumétrico (IVCT) (C), tempo de relaxamento isovolumétrico (IVRT) (D) expresso em
milissegundo (ms). A desaceleracdo da onda E (MV Decel) (E) também foi expressa em milissegundo (ms).
Raz&o das ondas E/A (MV E/A) (F). indice de performance miocardica (TEI) (G). Grupos: WkyC, indica
Wistar Kyoto Controle (n = 12); WkyT, Wistar Kyoto Controle Tumor (n = 11); ShrC, Shr Controle (n = 12)

e ShrT Tumor (n = 9). Os resultados s@o expressos como média + EPM. Andlise estatistica: Two-way
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ANOVA, teste post hoc de Tukey. Diferenca significativa vs. *WkyC, p < 0,05; *WkyC, p < 0,01; **WkyC,
p < 0,001; $WkyT, p < 0,05; $$WkyT, p < 0,01.

5.5 Andlise de morfologia cardiaca na relagé@o bidirecional da HA e cancer

Para correcdo do peso dos tecidos, utilizamos o comprimento da tibia como
normalizador. Os dados mostram que ndo houve diferenca entre 0os grupos para este
normalizador.

Houve um aumento do peso do VE (Fig. 10.A) no grupo ShrC (0,023 + 0,0004
g/mm; p < 0,05) em comparacédo ao grupo WkyC (0,021 + 0,0005 g/mm). Por outro lado,
houve uma reducédo de peso do VE no grupo ShrT (0,020 + 0,0005 g/mm; p < 0,0001)
quando comparado ao grupo ShrC (0,023 £ 0,0004 g/mm). N&o observamos diferenca
estatistica no peso do VD (Fig. 10.B).

Em relacéo ao peso do atrio (Fig. 10.C), o grupo ShrT (0,0011 + 0,00004 g/mm;
p < 0,01) mostrou uma reducdo no peso em comparacdo ao grupo WkyC (1,47 = 0,07
g/mm). O grupo ShrT (0,0011 + 0,00004 g/mm; p < 0,001) também mostrou uma redugéo
quando comparado ao grupo WkyT (0,0015 £ 0,00009 g/mm).

A massa do VE corrigida (Fig. 10.D) no ecocardiograma estava reduzida no grupo
ShrT (559 + 20 mg; p < 0,01) comparada aos grupos ShrC (650 + 20 mg) e WkyT (675 +
25 mg).

O VDF (Fig. 10.E) e VSF (Fig. 10.F) apresentaram uma redug&o apenas no grupo
ShrT (VDF: 411,7 £ 14,51 mm; p < 0,05; VSF: 173,9 + 11,08 mm; p < 0,05) comparado
ao grupo WkyT (VDF: 510,4 £ 26,60 mm; VSF: 221,9 £ 9,79 mm).

O septo interventricular na diastole (Fig. 10.G) mostrou estar aumentado no grupo
ShrC (1,05 £ 0,02 mm; p < 0,001) em comparacao ao grupo WkyC (0,83 + 0,03 mm).
Também houve um aumento no grupo WKkyT (0,98 + 0,02 mm; p < 0,05) comparado ao
WkyC (0,83 = 0,03 mm). Por fim, o grupo ShrT (1,14 £ 0,07 mm; p < 0,0001) mostrou um
aumento em comparacdo ao grupo WkyC (0,83 + 0,03 mm). Nao houve diferenca do
septo interventricular na sistole (Fig. 10.H).

Quando analisamos o DDVE (Fig. 10.1) e DSVE (Fig. 10.J), o grupo ShrT (DDVE:
8,65+ 0,13 mm; p <0,05; DSVE: 5,89 + 0,16 mm; p < 0,01) reduziu o diametro em ambas
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as analises somente em comparacao ao grupo WkyC (DDVE: 9,52 + 0,21 mm; DSVE:
6,67 £ 0,16 mm).

A PP na diastole (Fig. 10.K) estava aumentada somente no grupo WkyT (1,25 £
0,09 mm; p < 0,05) em comparacédo ao grupo WkyC (1,02 £ 0,05 mm). A PP na sistole
(Fig. 10.L) ndo mostrou diferenca.

Em relacdo a espessura relativa da parede (ERP) (Fig. 10.M) tivemos um
aumento no grupo ShrC (0,24 + 0,006; p < 0,01) comparado ao grupo WkyC (0,20 +
0,008). Também tivemos um aumento no grupo ShrT (0,27 £ 0,01; p < 0,0001; p < 0,001,
p < 0,05) comparado aos grupos WkyC (0,20 + 0,008), WkyT (0,25 + 0,02) e ShrC (0,24
+ 0,006) respectivamente.

Quando analisamos a &rea de secgéo transversa dos cardiomidcitos (Fig. 10.N,
O) do VE, encontramos uma reducédo na area do grupo ShrT (399,7 + 11,71 um?; p <
0,05) comparado ao grupo WkyC (463 + 13,14 um?) e ShrC (458,8 + 12,15 um?). A % de
colageno total foi aumentada no grupo ShrC (0,14 + 0,01 um; p < 0,0001) comparado ao
grupo WkyC (0,03 + 0,005 um). O grupo WkyT (0,23+ 0,02 um; p < 0,0001) teve um
aumento na % de coladgeno comparado ao grupo WkyC (0,03 + 0,005 pum). Além disso,
o grupo ShrT (0,40 + 0,02 um; p < 0,0001) apresentou um aumento de colageno em
comparacao ao grupo WkyC (0,03 = 0,005 um) e ShrC (0,14 = 0,01 pm). O mesmo
aumento também foi observado em comparacao ao grupo WkyT (0,23+ 0,02 um) (Fig.
10.P, Q).

Estudos mostraram que animais SHR apresentaram um peso de coragdo maior
comparado ao WKY. Este aumento foi atenuado quando os animais foram tratados com
alamandina (analogo estrutural da Ang 1-7), responsavel por atenuar a hipertrofia
cardiaca (LIU et al., 2018). Nossos animais apresentaram um aumento do peso do VE
somente no grupo ShrC, e quando associado ao cancer (ShrT) houve uma atenuacéo no
peso do VE. Esta reducédo foi acompanhada por uma diminui¢do do peso dos atrios, que
foi diferente somente no grupo ShrT em comparagao tanto ao grupo WkyC quanto ao
WKkyT, mostrando que a associagcdo cancer e HA exerce uma maior influéncia nesta
reducao.

Uma revisdo destacando o remodelamento cardiaco durante o céancer em

diversos modelos tumorais apresentou as alteragcbes mais comum entre 0s modelos, tais
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como: diminuicdo da PP do VE, do septo interventricular e espessura da parede posterior.
No entanto, para o modelo de tumor Walker-256, os autores apresentaram somente uma
evidéncia de perda de peso do VE (BELLOUM; RANNOU-BEKONO; FAVIER, 2017).
Nossos resultados mostram uma reducéo no grupo ShrT de VDF, VSF, DDVE, DSVE e
ERP comparado ao grupo WkyC, um aumento do septo na diastole em todos os grupos
comparados ao grupo WkyC. O grupo WKkyT apresentou um aumento da PP na diastole
comparado ao grupo WkyC.

Também é conhecido que a atrofia cardiaca em animais com cancer esta
relacionada com a reducdo da area de seccao transversa dos cardiomioécitos. Além disso,
animais portadores de tumor C26 apresentaram fibrose cardiaca, que implica em uma
diminuicdo do desempenho cardiaco com prejuizo de complacéncia ventricular
(BELLOUM; RANNOU-BEKONO; FAVIER, 2017). Outro estudo utilizando animais Shr
mostrou que a doenga provoca um aumento de fibrose cardiaca e que o treinamento de
escada foi capaz de atenuar a fibrose cardiaca destes animais (HONG et al., 2022).
Nossos dados mostraram uma reducdo na area de seccédo transversa somente no grupo
ShrT e que foi acompanhada de um aumento expressivo de fibrose visto pela % de
colageno total. Os animais do grupo ShrC apresentaram um aumento de fibrose, que foi
similar ao grupo WKyT; no entanto, o grupo ShrT teve um aumento maior em comparacao
aos demais grupos, destacando assim que a associacdo da HA e o cancer gera um

remodelamento no tecido cardiaco mais evidenciado neste grupo.
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Figura 10. Alteracdes morfolégicas cardiacas na associacdo da HA e cancer.
Os resultados foram corrigidos pelo comprimento da tibia representado em milimetros (mm). Ventriculo
esquerdo (VE/tibia) (A), ventriculo direito (VD/tibia) (B), e atrios (Atrios/tibia) (C) foram expressos em grama
(9) divididos pelo comprimento da tibia (mm). A massa do ventriculo esquerdo corrigida (D) foi expressa
em miligrama (mg), o volume diastdlico final (VDF) (E) e volume sistélico final (VSF) (F) foram medidos em
microlitros (uL), o septo interventricular na didstole (G) e na sistole (H) foram expressos em milimetros
(mm), didmetro diastélico do ventriculo esquerdo (DDVE) (1), didametro sistélico do ventriculo esquerdo
(DSVE) (J) e parede posterior (PP) na diastole e sistole (K,L) foram expressas em milimetros (mm) e
espessura relativa da parede (ERP) (M). A area de secgao transversa (N) foi expressa em micrdmetro ao
guadrado (um?), imagem representativa da coloragdo com WGA (O). Para representacdo do colageno total
(P) utilizamos a fragdo do volume expressa em micrometro (um), imagem representativa dos cortes corados
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com Picrossirius-red (Q). Escala representativa de 100 micrébmetros. Grupos: WkyC, indica Wistar Kyoto
Controle (n = 12); WkyT, Wistar Kyoto Controle Tumor (n = 11); ShrC, Shr Controle (n = 12) e ShrT Tumor
(n=9). Os resultados séo expressos como média + EPM. Andlise estatistica: Two-way ANOVA, teste post
hoc de Tukey. Diferenga significativa vs. *\WkyC, p < 0,05; *WkyC, p < 0,01; **WkyC, p < 0,001; **WkyC,
p <0,0001; tShrC, p < 0,05; t1ShrC, p < 0,001; $3ShrC, p < 0,0001; $$WkyT p < 0,01; $$$WkyT p < 0,001;
$S$SWKyT, p < 0,0001.

5.6 Proteinas sarcomeéricas de remodelamento cardiaco patologico

Para analise de expressao génica, utilizamos o gene 18s como normalizador,
pois ndo mostrou diferenca entre nenhum grupo (Fig. 11.A). A miosina de cadeia pesada
do tipo alfa (aMHC) (Fig. 11.B) mostrou uma reducéo no grupo ShrT (75 + 8,4 % do
controle; p < 0,01) comparado ao grupo ShrC (146 + 12,7 % do controle). Em relacdo a
miosina de cadeia pesada do tipo beta (BMHC) (Fig. 11.C), o grupo WkyT (210 + 22,2 %
do controle; p < 0,001) teve um aumento em relagéo ao grupo WkyC (100 + 13,2 % do
controle) e o grupo ShrT (159 + 27,6 % do controle; p < 0,05) também apresentou um
aumento em comparacédo ao grupo ShrC (83 £ 8,7 % do controle). Quando realizamos a
razao aMHC/BMHC (Fig. 11.D), observamos uma reduc¢ao no grupo ShrT (0,59 + 0,13; p
< 0,05) comparado ao grupo ShrC (1,98 + 0,26), sugerindo uma alteragéo da proporcao
das isoformas de miosinas sarcoméricas no coracao dos animais com a associacdo do
cancer e HA, indicando um quadro de remodelamento cardiaco patoldgico.

Sabemos que um dos marcadores de lesdo cardiaca é a troca da aMHC pela
BMHC. Esta troca é conhecida por gerar uma disfungdo cardiaca (KLOS et al., 2017,
LOWES et al., 1997). Ao analisarmos a aMHC encontramos uma redugao no grupo ShrT
comparado ao grupo ShrC, e em contrapartida, um aumento na expressao da BMHC nos
grupos WkyT e ShrT em comparacdo aos grupos controles (WkyC e ShrC),
respectivamente. Quando analisamos a relacdo aMHC/BMHC observamos uma
diferenca no grupo ShrT comparado ao grupo ShrC, indicando uma mudanca em direcao
a um perfil de expressado de genes fetais com aumento de BMHC e caracteristico de

remodelamento cardiaco patoldgico.

74



>
8,

101 @ Wky 3001
Shr
8- & uien — A
[}
89 2004 o
B —~ 6 < c 00 ad
83 08
Je I o [& o
4 S8 = o L2
[<] < 100 0 A
il i i A
0- T T 0- T T
N4 N NZ N
& <® & &
0(\ &0 0° &\)
¢ @ Wky o
Shr
C D
400- 677
o
t o
T 300 o ° o)
g c ag A
QO § 200 2 5 5 o 4
S8 oo 4 % 2 T
2 §
& 1004 28 s i ﬁ
AA ADA
ABA A
j | )
0 T 0 T T
& N \& N
«o &o <O 6\0
00& N Oo& ,\\\

Figura 11. Expressao génica de proteinas sarcoméricas do remodelamento cardiaco patoldgico

O resultado do normalizador 18s (A) foi expresso utilizando o método de limiar comparativo de ciclos (ct).
Os resultados da expresséo génica foram expressos em porcentagem do controle (% do controle) para os
genes: aMHC (B) e BMHC (C). Ja a razao aMHC/BMHC (D) foi expressa em unidade arbitraria (UA) Grupos:
WKyC, indica Wistar Kyoto Controle (n = 12); WkyT, Wistar Kyoto Controle Tumor (n = 11); ShrC, Shr
Controle (n = 12) e ShrT Tumor (n = 9). Os resultados sdo expressos como média + EPM. Analise

estatistica: Two-way ANOVA, teste post hoc de Tukey. Diferenca significativa vs. **WkyC, p < 0,001;
1ShrC, p < 0,05; £ShrC, p < 0,01.

5.7 Marcadores inflamatérios cardiacos na relacdo bidirecional da HA e cancer

O gene do fator de necrose tumoral (TNF-a) (Fig. 12.A) foi aumentado no grupo
ShrT (168 = 7,9 % do controle; p < 0,0001) em comparagéo ao grupo WkyC (100 + 4,5
% do controle). Houve também um aumento no grupo ShrT (168 £ 7,9 % do controle; p
< 0,01) tanto comparado ao grupo ShrC (104 + 7,6 % do controle) quando comparado
ao grupo WkyT (122 + 13,9 % do controle). A interleucina 6 (IL-6) (Fig. 12.B) aumentou
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no grupo WkyT (280 = 46 % do controle; p < 0,001) comparado ao grupo WkyC (100 £
25 % do controle). O grupo ShrT (236 + 29,5 % do controle; p < 0,05) também aumentou
os niveis de IL-6 comparado ao grupo WKkyC (100 + 25 % do controle) e ShrC (106 + 17,2
% do controle). Em relag&o a interleucina 10 (IL-10) (Fig. 12.C), houve um aumento no
grupo WkyT (539 + 30,5 % do controle; p < 0,0001) comparado ao seu grupo controle
WkyC (100 + 7,4 % do controle). O grupo ShrT (339 + 39,1 % do controle; p < 0,0001)
também apresentou um aumento em relagdo ao grupo WkyC (100 * 7,4 % do controle)
e ShrC (51 £ 4,4 % do controle). Entretanto, houve uma reducéo do grupo ShrT (339 +
39,1 % do controle; p < 0,0001) comparado ao grupo WKkyT (539 + 30,5 % do controle).

Para entendermos alguns efeitos da relagédo bidirecional da HA e do céancer,
fomos analisar genes envolvidos no processo inflamatério, como TNFa e IL-6, também
analisamos a IL-10 pelo seu papel anti-inflamatério. Um trabalho publicado em 2020,
utilizando o modelo Walker-256, mostrou que o TNFa e a IL-6 avaliados sistemicamente
estavam aumentados no grupo portador do tumor Walker (CELLA et al., 2020). Dados
similares foram encontrados no modelo Shr, mostrando que os niveis de TNFa e IL-6
também estavam aumentados no grupo Shr controle (CHEN et al., 2021). Nossos dados,
por sua vez, apresentam um aumento em relagcdo ao TNFa somente no grupo ShrT, o
qual estava maior em relacdo aos demais grupos, indicando uma maior ativacao
inflamatoria para este marcador na associacao das duas doencas. Em relacéo a IL-6,
houve um aumento no grupo WKkyT em comparagdo ao grupo controle (WkyC). No
entanto, o grupo ShrT apresentou uma reducdo quando comparado ao grupo WkyT e
um aumento comparado ao grupo WkyC. Assim, podemos destacar que ambos os
grupos tumorais apresentaram um aumento do perfil inflamatério e que a associagao de
ambas as doencas favorece este ambiente, uma vez que foi acompanhada de um
aumento tanto da IL-6 quanto do TNFa. Quando analisamos a IL-10, um marcador anti-
inflamatorio, observamos o mesmo aumento tanto no grupo somente portador de tumor
WkyT quanto no grupo ShrT em comparagéao aos grupos WkyC e ShrC. No entanto, o
grupo ShrT teve uma reducao nos niveis de IL-10 comparados ao grupo WKkyT, sugerindo

uma piora do perfil anti-inflamatorio na associagéo das doencgas.
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Figura 12. Expressao génica de marcadores inflamatorios cardiacos na associacdo HA e cancer

O resultado do normalizador 18s foi expresso utilizando o método de limiar comparativo de ciclos (2-24Ct),
Os resultados da expresséo génica foram expressos em porcentagem do controle (% do controle) para os
genes: TNFaq, IL-6 e IL-10. Grupos: WkyC, indica Wistar Kyoto Controle (n = 12); WkyT, Wistar Kyoto
Controle Tumor (n = 11); ShrC, Shr Controle (n = 12) e ShrT Tumor (n = 9). Os resultados sdo expressos
como média + EPM. Analise estatistica: Two-way ANOVA, teste post hoc de Tukey. Diferenca significativa
vs. *WkyC, p < 0,05; ***WkyC, p < 0,001; ****WkyC, p < 0,0001; +ShrC, p < 0,05; t1ShrC, p < 0,001;

++ShrC, p < 0,0001; $$WkyT p < 0,01; $$$$WkyT, p < 0,0001.

5.8 Andlises de sintese e degradacao proteica cardiaca

Quando analisamos a expressao da proteina PI3K (Fig. 13.A) (fosfatidilinositol-3-
quinase) normalizada pelo GAPDH, ndo encontramos diferencas estatisticas entre os
grupos.

Ja a p-AKT (Fig. 13.B) (Proteina quinase B fosforilada) normalizada pela AKT
total, estava reduzida no grupo ShrC (64 + 4,39 % do controle; p < 0,0001) comparada

ao grupo WkyC (100 + 5,41 % do controle). Houve um aumento na expressao da proteina
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p-AKT/total no grupo ShrT (102 £ 4,91 % do controle; p < 0,0001), quando comparado
ao grupo ShrC (64 + 4,39 % do controle).

A razédo p-4EBP1 (Fig. 13.E) (Proteina 1 ligante do fator de iniciacdo eucariético
4E) normalizada pelo total, estava reduzida no grupo ShrT (68 % 4,76 % do controle; p <
0,05) comparado ao grupo WkyC (100 + 7,88 % do controle). Esta reducéo foi ainda mais
acentuada ShrT (68 + 4,76 % do controle; p < 0,001) quando comparado ao grupo WkyT
(117 +£ 9,65 % do controle).

Ndo encontramos diferenca na expressao das proteinas FoxO1l (Fig. 13.C)
(Fatores de transcricdo forkhead box O), p-GSK-3 (Fig. 13.D) (Glicogénio sintase
quinase) normalizada pelo total, p-elF4E (Fig. 13.F) (Fator de iniciacdo da traducédo
eucarittica 4E) normalizada pelo total.

Em contrapartida, a proteina p-p70S6k (Fig. 13.G) (p70 ribosomal S6 kinase)
normalizada por GAPDH estava aumentada no grupo WkyT (139 + 9,45 % do controle;
p < 0,05) comparada ao grupo WkyC (100 + 7,88 % do controle). Houve também um
aumento no grupo ShrT (149 £ 14,39 % do controle; p < 0,01), comparado ao grupo
WKkyC (100 * 7,88 % do controle).

N&o encontramos diferenca na proteina GATA4 (Fig. 13.H) (fator de transcricdo
GATA-4) normalizada por GAPDH, em ambos 0s grupos experimentais.

Alguns estudos observaram que os niveis de PI3K na hipertensdo arterial
estavam reduzidos em animais SHR sedentarios. Neste sentido, 0s mesmos estudos
mostraram que a p-AKT também estava reduzida nesses animais (HUANG et al., 2012;
LIN et al., 2019; MIYACHI et al., 2009). Em contrapartida, um estudo encontrou a
expressao proteina de AKT total aumentada nos animais SHR sedentéarios e a expressao
da proteina AKT fosforilada ndo apresentou diferenca (LIBONATI et al., 2011). Em
nossos dados, ndo encontramos diferencas na expressdo da PI3K total nos grupos
avaliados. Por outro lado, o grupo ShrC, apresentou uma expressao reduzida quando
realizamos a razdo p-AKT/AKT e o grupo ShrT apresentou um valor de expresséo
aumentado em comparacdo ao seu respectivo controle (ShrC). Recentemente, foi
demonstrado que varias quinases fosforilam 4EBP1 dependente ou independente de
MTOR, indicando que mMTOR pode ndo ser a Unica quinase que fosforila 4E-BP1,

desafiando as cascatas convencionais de mTOR/4E-BP1. Varios candidatos foram

78



recentemente sugeridos como responsaveis pela fosforilacdo de 4E-BP1, tal como a

MAPK (p38 e ERK) que pode regular a proteina 4EBP1 em resposta a varios estresses

celulares, como infeccao viral, choque osmatico, irradiacdo UV e apoptose mediada por
TNF-a (QIN; JIANG; ZHANG, 2016). Neste sentido, um aumento de TNF-a e IL-6 como

observamos em nossos dados, podem regular 4EBP1 que por sua vez, pode contribuir

para uma reducdo na sintese de proteinas e atrofia observada em nossos dados. Em

relagdo a proteina p-p70S6k, nés observamos um aumento em sua expressao nos

grupos portadores de tumor (WkyT e ShrT). Um estudo utilizando o modelo de tumor N-

Metil-N-nitrosoureia (MNU), encontrou a proteina p-p70S6k aumentada no coracédo dos

animais portadores da doenca levando a um aumento de fibrose cardiaca (PADRAO et

al., 2015).
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Figura 13. Analises de sintese e degradacéo proteica cardiaca

As proteinas totais foram normalizadas pelo GAPDH. Os resultados da expresséo proteica foram expressos
em porcentagem do controle (% do controle) para as proteinas: PI3K, AKT total e fosforilada, FoxO1, GS3K
total e fosforilada, 4EBP1 total e fosforilada, elF4E total e fosforilada, p-70 total e fosforilada e GATAA4.
Grupos: WkyC, indica Wistar Kyoto Controle (n = 10); WkyT, Wistar Kyoto Controle Tumor (n = 8); ShrC,
Shr Controle (n = 12) e ShrT Tumor (n = 8). Os resultados sdo expressos como média + EPM. Analise

estatistica: Two-way ANOVA, teste post hoc de Tukey. Diferenca significativa vs. *WKkyC, p < 0,05; *WkyC,
p <0,01; **WkyC, p < 0,0001; ££ShrC, p < 0,0001.

5.9 Analises de proteinas de sobrevivéncia e apoptose celular cardiaca

Quando analisamos a expresséo das proteinas envolvidas na sobrevivéncia e

apoptose celular cardiaca, ndés ndo encontramos diferencas significativas nas proteinas:
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BAD (Fig.14.A), BCI-2 (Fig.14.B) (Linfoma de células B2) e BCl-x (Fig.12.C) (Linfoma de
células B-extragrande).

Estudos avaliando a apoptose em modelo hipertenséo arterial utilizando animais
SHR mostraram que a expressao proteica cardiaca de BAD estava aumentada em
animais portadores da doenca sedentarios, tendo assim um perfil de apoptose
aumentado na HA (HUANG et al., 2012; LEE et al., 2006; LIN et al., 2019).

Em relac&o a via de sobrevivéncia celular, os estudos apontam uma reducao de
BCI-2 e BCI-x no coragéo de animais Shr (LAJOIE; CALDERONE; BELIVEAU, 2004; LEE
et al., 2006; LIN et al., 2019).

Por outro lado, em animais portadores de tumor a expressao proteina de BAD é
aumentada devido ao aumento da apoptose, que mostrou ser significativamente maior
em animais portadores caquéticos portadores de tumor (BORA et al., 2022; MANNE et
al., 2013).

Em nossos dados, ndo observamos diferencas nas proteinas relacionas a
sobrevivéncia e apoptose celular, tanto para os animais Shr, quanto para 0os animais
WKky, bem como a associagcdo HA e cancer mostrou n&o gerar influéncia na expressao

destas proteinas.
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Figura 14. Andlises de proteinas de sobrevivéncia e apoptose celular cardiaca

As proteinas totais foram normalizadas pelo GAPDH. Os resultados da expressao proteica foram expressos
em porcentagem do controle (% do controle) para as proteinas: BAD, BCI-2 e BCI-x. Grupos: WkyC, indica
Wistar Kyoto Controle (n = 12); WkyT, Wistar Kyoto Controle Tumor (n = 11); ShrC, Shr Controle (n = 12)

e ShrT Tumor (n = 9). Os resultados sdo expressos como média + EPM. Andlise estatistica: Two-way

ANOVA, teste post hoc de Tukey.

5.10 Familia do microRNA-208a cardiaco e circulante na progressao tumoral

Como normalizador dos microRNAs cardiacos, utilizamos o U6 por néo ter
diferencas entre os grupos. O miR-208a cardiaco (Fig. 15.A) reduziu no grupo ShrT (75
+ 7,3 % do controle; p < 0,05) comparado ao grupo WkyC (100 * 6,2% do controle). De
modo similar, foi observado uma reducdo do miR-208b (Fig. 15.B) e -499 (Fig. 15.C)
cardiaco no ShrT (miR-208b, 41 + 2,9 % do controle; p<0,0001; miR-499, 57 + 7,1 % do
controle; p<0,01) comparado ao grupo WkyC (miR-208b, 100 £ 9,1 % do controle; miR-
499, 100 + 9,9 % do controle).

Para a analise do miRNA circulante, utilizamos o miR-39 (Fig. 15.D) como
normalizador. O miR-208a circulante (Fig. 15.E) estava aumentado no grupo WkyT (213
+ 15,5 % do controle; p < 0,001) comparado ao grupo WkyC (100 £+ 12,9 % do controle).
O grupo ShrT (221 + 27,1 % do controle; p < 0,001) estava com sua expressao
aumentada comparada ao grupo WkyC (100 + 12,9 % do controle), ainda observamos
um aumento do miR-208a no grupo ShrT (221 + 27,1 % do controle; p < 0,001)
comparado ao grupo ShrC (91 + 20,5 % do controle).

O miRNA-208 ¢é amplamente estudado no contexto das doencas
cardiovasculares, seus niveis aumentados sao relacionados a hipertrofia cardiaca e sua
familia € composta pelos miRNAs -208a, -208b e 499 (ZHAO; WANG; SUN, 2020). Um
estudo mostrou que a expressdo elevada do miRNA-208a estava associada a uma
hipertrofia cardiaca aumentada (HUANG et al., 2015). De forma interessante,
encontramos em nosso estudo uma expressao reduzida do miRNA-208a no grupo
associacdo HA e cancer, bem como encontramos uma atrofia cardiaca, vista pelo peso
de VE (Fig. 6.A) e reducéo da area de seccao transversa (Fig. 6.N) no grupo ShrT. Em

uma recente revisao 0s pesquisadores mostraram multiplos fatores que influenciam o
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crescimento tumoral, caquexia e IC, foi evidenciado a participacdo de citocinas pra-
inflamatorias como IL-6 e TNF-a, por outro lado, a participacdo de citocinas nao
inflamat6rias como a miostatina por exemplo, foi descrita por poder ser secretada do
coracdo e influenciar na atrofia cardiaca. Também os pesquisadores mostraram a
participacdo de miRNAs como miRNA-133, -145 e -208 (FINKE et al., 2021). Neste
sentido, nossos dados mostraram uma reducdo do miRNA-208 na associacdo HA e
cancer tanto assim como alvo a miostatina que poderia contribuir para a atrofia
encontrada na associacdo HA e cancer. Em relacdo ao miRNA-208b e -499
encontramos uma reducdo em ambos o0s grupos portadores de HA, mostrando assim
gue a associacao das doencas ndo gera uma influéncia adicional na expressao destes
microRNAs.

Atualmente, diversos estudos estdo destacando que o miRNA-208a pode
apresentar uma participacdo no desenvolvimento e progressdo do cancer (CUI et al.,
2018; LIU et al., 2014; YU et al., 2015). Ha4 também evidéncias da presenca do miRNA-
208a no plasma de ratos com lesdo do miocardio (JI et al., 2009).

Observamos em nossos resultados, um aumento na expressao do miRNA-208a
na circulacao de animais tanto portadores de tumor quanto na associacao HA e cancer,
sugerindo que este miRNA-208a poderia estar envolvido nesta no crescimento tumoral
destes animais, embora nenhum efeito adicional tenha sido observado na associagéo

das doencas.
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Figura 15. Expressdo de miRNAs cardiaco e circulante.

O U6 foi utilizado para normalizar os miRNAs cardiacos e o miR-39 foi utilizado para normalizar o miRNA
circulante. Os resultados da expressdo dos miRNAs foram expressos em porcentagem do controle (% do
controle) para os miRNAs cardiacos: -208a (A), -208b (B) e -499 (C) e para o miRNA circulante; -208a (E).
Grupos: WkyC, indica Wistar Kyoto Controle (n = 12); WkyT, Wistar Kyoto Controle Tumor (n = 11); ShrC,
Shr Controle (n = 12) e ShrT Tumor (n = 9). Os resultados sdo expressos como média £+ EPM. Analise
estatistica: Two-way ANOVA, teste post hoc de Tukey. Diferenca significativa vs. *WkyC, p < 0,05; **WkyC,
p < 0,01; ***WkyC, p < 0,0001; t1ShrC, p < 0,001; $WkyT p < 0,05; $$$WkyT p < 0,001.

No sumario dos resultados (Fig. 16) obtidos na primeira etapa do estudo,
observamos que a associacdo HA e cancer gera um aumento de genes proé-inflamatérios
como TNF-a e IL-6, desarranjo de proteinas sarcoméricas, reducao da sintese proteica
via 4EBP1 e uma reducdo do miRNA-208 no coracdo, resultando assim em atrofia
cardiaca, aumento de fibrose e disfuncdo do VE, por outro lado, também observamos
um aumento do miRNA-208a circulante. Juntos estes resultados destacam os efeitos
negativos da relacdo bidirecional entre HA e CA, promovendo incapacidade fisica, maior

crescimento tumoral, caquexia e dano cardiaco.
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Figura 16. Efeito da associacdo da HA e cancer Walker-256 sobre o fenoétipo

cardiaco e incapacidade fisica.

6. Resultados da segunda etapa do estudo

Agora iremos discutir sobre os resultados da segunda etapa do estudo, que teve
como objetivo entender o efeito do treinamento fisico aerdbio na relagao bidirecional

da HA e cancer.

6.1 Modelo de caquexia no tumor Walker-256 associado a hipertenséo arterial e 0
efeito do treinamento fisico aerdbio

O peso corporal (Fig. 17.A) dos animais WkyT e ShrT ndo apresentaram

diferenca, como observado no primeiro lote experimental. No entanto, houve uma

reducao de peso corporal nos grupos treinados WkyT-Ex (261 + 8,44 g; p <0,001) e ShrT-
Ex (270 £ 3,89 g; p < 0,001) ambos comparados ao grupo WkyC (294 + 2,86 Q).

Quando analisamos o peso livre do tumor (Fig. 17.B) encontramos uma reducao

de peso no grupo ShrT (240 + 4,40 g; p < 0,05) comparado ao grupo WkyT (261 + 3,55

g). O peso livre de tumor estava reduzido também no grupo ShrT-Ex (247 £ 3,59 g; p <
0,05) comparado ao grupo WKkyT (261 + 3,55 Q).
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A progressao do crescimento tumoral (Fig. 17.C) estava maior no grupo ShrT
(24,5 + 1,37 cm?3; p < 0,001) no dia 01/dez, comparado ao grupo ShrT-Ex (13,5 + 1,45
cm?). No dia 03/dez a progressédo do tumor estava maior no grupo ShrT (32,3 £ 2,21 cm?;
p < 0,05) comparado ao grupo WkyT (22,4 + 2,58 cm?®) e no grupo ShrT (32,3 + 2,21 cm?;
p < 0,0001) comparado ao grupo ShrT-Ex (16 + 1,71 cm?3). Quando analisamos a
progressao no dia 05/dez encontramos um aumento no grupo ShrT (46 + 3,86 cm3; p <
0,0001), comparado ao grupo WkyT (29,8 + 4 cm?®). Ainda, encontramos um maior
crescimento tumoral no grupo WkyT (29,8 + 4 cm?; p < 0,001) comparado ao grupo WkyT-
Ex (20,4 + 1,8 cm?3). Observamos também um crescimento tumoral maior no grupo ShrT
(46 + 3,86 cm?; p < 0,0001) comparado ao grupo ShrT-Ex (19 + 1,73 cm3).

Corroborando com a andlise de crescimento tumoral, o peso do tumor (Fig. 17.D)
estava aumentado no grupo ShrT (1,19 + 0,08 g/mm; p < 0,01), comparado ao grupo
WKkyT (0,95 + 0,05 g/mm). Encontramos um peso tumoral menor no grupo WkyT-Ex (0,47
+ 0,06 g/mm; p < 0,01) quando comparado ao grupo WkyT (0,95 £ 0,05 g/mm). Também
encontramos uma reduc¢ao no grupo ShrT-Ex (0,61 + 0,05 g/mm; p <0,0001), comparado
ao grupo ShrT (1,19 + 0,08 g/mm).

O musculo séleo (Fig. 17.E) apresentou um aumento no peso no grupo ShrT-Ex
(0,0036 + 0,00006 g/mm; p < 0,05) comparado ao grupo ShrT (0,0032 £+ 0,00008 g/mm).

Na Figura 17. F avaliamos o peso do musculo plantar, observamos uma reducao
no grupo ShrT (0,0065 + 0,0002 g/mm; p < 0,001) comparado ao grupo WkyT (0,008 +
0,0002 g/mm). Esta reducao foi mantida no grupo ShrT-Ex (0,0066 + 0,0001 g/mm; p <
0,01), sem alterar o peso no WkyT-Ex (0,008 + 0,0003 g/mm).

O peso do gastrocnémio (Fig. 17.G) estava reduzido no grupo ShrT (0,029 +
0,0007 g/mm; p < 0,01) comparado ao grupo WkyT (0,035 £ 0,001 g/mm). Esta redugéo
foi atenuada no grupo ShrT-Ex comparado ao grupo WkyT indo em direcéo aos valores

do controle.

Acompanhado da reducdo da massa muscular, a gordura retroperitoneal (Fig.
17.H) também foi reduzida nos grupos ShrT (0,065 + 0,005 g/mm; p < 0,01) comparado
ao grupo WkyT (0,08 + 0,006 g/mm). O TFA reduziu o peso de gordura retroperitoneal no
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grupo WkyT-Ex (0,05 + 0,006 g/mm; p < 0,01) comparado ao WkyT, sem alterar o
percentual de gordura no grupo ShrT-Ex (0,06 £ 0,002 g/mm; p < 0,01). De modo similar,
a gordura epididimal (Fig. 17.1) foi reduzida nos grupos ShrT (0,06 + 0,006 g/mm; p <
0,05) e WkyT-Ex (0,05 £ 0,005 g/mm; p < 0,01), ambos comparados ao grupo WkyT (0,07
+ 0,006 g/mm); entretanto o TFA preveniu a perda acentuada de gordura epididimal no

grupo ShrT-Ex comparado ao grupo WKky-T.

Em relagéo ao peso do baco (Fig. 17.J), foi encontrado uma redu¢ao no peso dos
grupos ShrT (0,03 + 0,002 g/mm; p < 0,001) e WkyT (0,03 £ 0,002 g/mm; p < 0,001)
comparados ao grupo WkyT (0,06 + 0,006 g/mm), similar ao primeiro estudo. O TFA
promoveu uma reducgéo nesta esplenomegalia com a reducéo no peso do bago no grupo
ShrT-Ex (0,02 £ 0,001 g/mm; p < 0,0001) comparado ao grupo WKkyT (0,06 £ 0,006 g/mm).
Ainda, uma reducdo no peso do baco foi observada no grupo ShrT-Ex (0,02 £ 0,001

g/mm; p < 0,05), quando comparado ao grupo ShrT (0,03 + 0,006 g/mm).

Como observamos nos resultados de padronizagéo do primeiro lote experimental,
nos ndo encontramos diferencas em relacdo ao peso dos animais sedentarios, tanto no
grupo portador de cancer (WkyT) quanto no grupo associacdo HA e cancer (ShrT), em
que a literatura mostra que o peso total, muitas vezes nao se altera durante o protocolo
(GERALDELLI et al., 2020; MOREIRA et al., 2018, 2019). Por outro lado, animais SHR
gue passaram por um protocolo de treinamento aerébio apresentaram uma reducéo de
peso corporal ao final do treinamento (ZHANG et al., 2017). Em um estudo utilizando o
treinamento de resisténcia no modelo de tumor Walker-256, foi observada uma reducgéo
do peso corporal no grupo treinado apés o protocolo de treinamento (DEMINICE et al.,
2016). Em nossos resultados, encontramos uma redugcdo no peso total dos animais
treinados WkyT-Ex e ShrT-Ex comparados ao grupo controle. No entanto, quando
avaliamos o peso livre do tumor, tivemos uma redu¢cado somente no grupo associacdo HA

e cancer.

O grupo ShrT apresentou um maior crescimento tumoral e peso do tumor
comparado aos demais grupos e o TFA foi capaz de promover uma atenuagao do
crescimento tumoral, visto em ambos o0s grupos treinados WkyT-Ex e ShrT-EX, indicando

assim um efeito protetor do TFA. Um estudo utilizando o treinamento fisico em esteira
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em animais portadores de tumor Walker-256, mostrou um menor peso do tumor nos
animais que realizaram o protocolo de treinamento comparados aqueles que
permaneceram sedentéarios (MOREIRA et al., 2018). Outro estudo realizado pelo mesmo
grupo, mostrou que o TFA foi capaz de reduzir o crescimento do tumor em animais jovens
e adultos, no entanto o treinamento gerou uma redu¢ao do tumor maior nos animais mais
jovens (MOREIRA et al., 2019).

Em relagdo ao peso dos musculos, o tumor Walker-256 € conhecido por gerar
caquexia nos animais portadores. Um estudo mostrou que 0s animais portadores do
tumor tiveram uma reducdo do gastrocnémio, no entanto o exercicio nao foi capaz de
prevenir esta perda em animais mais velhos (145 dias de idade), porém, em animais mais
jovens (105 dias idade) o treinamento foi capaz de prevenir a perda de musculo. Em
relacdo ao musculo sdéleo, os animais mais jovens ndo tiveram perda de massa muscular.
Ja os animais mais velhos tiveram uma perda de massa e o treinamento nao foi capaz
de preservar a musculatura (MOREIRA et al.,, 2019). De fato, em nossos dados
encontramos que o TFA foi capaz de prevenir a perda de peso do musculo séleo e
gastrocnémio no grupo ShrT-Ex, o que pode ser explicado por uma mudanca no tipo de

TFA utilizado na prevencao da caquexia muscular.

Ainda, observamos uma perda de tecido adiposo, no qual tivemos uma reducao
da gordura retroperitoneal nos grupos ShrT, WkyT-Ex e ShrT-Ex e de gordura epididimal
nos grupos ShrT e WkyT-EX. A literatura mostra que animais portadores do tumor Walker-
256 apresentam perda de tecido adiposo e o treinamento ndo previne esta perda
(MOREIRA et al., 2018, 2019). Os animais SHR também possuem um menor peso de

adipécitos, quando comparados a animais normotensos (BORGHI et al., 2019, 2020).

Diversos tipos de cancer sdo conhecidos por gerar a esplenomegalia, que é
caracterizada pelo crescimento anormal do bago (MCKENZIE et al., 2018). Um trabalho
utilizando células de tumor de cd6lon 26 (CT26) e carcinoma pulmonar de Lewis (LLC),
mostrou um aumento do ba¢o nos animais portadores da doencga, por outro lado, os
animais que realizaram o TFA nao tiveram este aumento no baco, sendo um efeito

preventivo do treinamento (TOBIAS et al., 2023). Em nossos dados, encontramos uma
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reducdo na massa do baco em ambos os grupos treinados, sendo efeito benéfico do TFA

independentemente do tipo de cancer e modalidade empregada.
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Figura 17. Efeitos do TFA na relacdo bidirecional da HA e cancer Walker-256 e reducédo dos efeitos da
caquexia.

Os resultados de peso corporal (A) e peso livre de tumor (B) foram expressos em grama (g). O crescimento
tumoral (C) foi avaliado em centimetros clbicos (cm?3). Os resultados de peso do tumor (D) e dos musculos
séleo (E), plantar (F) e gastrocnémio (G) foram expressos em gramas (g) divididos pelo comprimento da
tibia (mm), para correcdo. Analisamos também a gordura retroperitoneal (G.Retro), gordura epididimal
(G.Epi) e 0 baco , Figuras H, | e J. Grupos: WkyT, indica Wistar Kyoto Tumor (n = 13); WkyT-Ex, Wistar
Kyoto Tumor Exercicio (n = 12); ShrT, Shr Tumor (n = 11) e ShrT-Ex, Tumor Exercicio (n = 10). Os
resultados sdo expressos como média + EPM. Andlise estatistica: Teste T e Two-way ANOVA, teste post
hoc de Tukey. Diferenca significativa vs. *WKkyT, p < 0,05; *WKkyT, p < 0,01; *WkyT, p < 0,001; **WkyT,
p < 0,0001; +ShrT, p < 0,05; +1ShrT, p < 0,001; £1ShrT, p < 0,0001; $$WkyT-Ex p < 0,01.

6.2 Efeito do TFA sobre a capacidade fisica na relacao bidirecional da HA e cancer

N&o observamos diferencas no teste de tolerancia ao esfor¢co na avaliacdo pré-
protocolo experimental tanto em relacao a distancia de teste (Fig. 18.A) quanto ao tempo
de teste (Fig. 18.B). Por outro lado, quando analisamos os dados pdés-protocolo
experimental, observamos uma reducdo na tolerancia ao esforgo no grupo WkyT, tanto
em relacdo a distancia de teste (Fig. 18.A) (pds: 552 + 55 m; p < 0,0001) quanto tempo
de teste (Fig. 18.B) (pos: 27 + 1 min; p < 0,0001) comparado aos resultados pré-protocolo
experimental em relacdo a distancia (pré: 962 + 44 m) e tempo (pré: 39 £ 1 min),
respectivamente. O grupo ShrT apresentou uma reducado na distancia (pos: 300 + 29 m;
p <0,0001) e tempo de teste (pos: 20 + 0,52 min; p < 0,0001) pbs-protocolo experimental,

comparado aos resultados pré-protocolo (pré: 956 + 63 m) e tempo (pré: 38 = 1 min).
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Também encontramos uma reducao para ambas as variaveis do grupo ShrT (pos: 300 +
29 m; p < 0,05) e tempo de teste (pos: 20 £ 0,52 min; p < 0,001) comparado ao pos-teste
do grupo WkyT (pos: 552 + 55 m) e tempo (pés: 27 + 1 min). O grupo WKyT-Ex ndo
apresentou diferenca do seu pré-teste para o seu pos-teste, sendo um efeito esperado
do TFA em atenuar os efeitos negativos do cancer na capacidade fisica dos animais. O
grupo ShrT-Ex apresentou uma maior distancia percorrida (pés: 822 + 48 m; p < 0,05) e
tempo (po6s: 35 = 1 min; p < 0,0001) no teste pds-protocolo comparado ao pés-teste do
grupo WKkyT distancia pos: 552 + 55 m e tempo pos: 27 + 1 min. Ainda, o grupo ShrT-Ex
apresentou uma maior distancia percorrida (pés: 822 £ 48 m; p < 0,0001) e tempo (pos:
35+ 1 min; p < 0,0001) no teste pés-protocolo comparado ao grupo ShrT pés-protocolo

distancia pos: 300 + 29 m e tempo poés: 20 £ 0,52 min.

Ao realizarmos a analise do grip strenght (Fig. 18.C), observamos uma reducao
de forca no grupo ShrT (1580 = 68 g; p < 0,01), comparado ao grupo WKkyT (1810 * 23
g). O grupo ShrT-Ex, por sua vez, apresentou um aumento de forga no teste (1926 + 28
g; p <0,0001), comparado ao grupo ShrT (1580 £ 68 Q).

Realizamos também a andlise da Citrato Sintase (Fig. 18.D) no musculo séleo. O
grupo ShrT (38 + 3 nmol. min’t mg de proteina*; p < 0,05) apresentou uma reducéo,
comparado ao grupo WkyT (50 + 2 nmol. min't mg de proteinat). Por outro lado, houve
um aumento da Citrato Sintase nos grupos WkyT-Ex (64 + 3 nmol. min't mg de proteina-
1 p < 0,01) e ShrT-Ex (67 * 3 nmol. min' mg de proteina; p < 0,01), comparado ao
grupo WKyT (50 + 2 nmol. min't mg de proteinat). Também observamos um aumento no
grupo ShrT-Ex (67 + 3 nmol. min"t mg de proteina; p < 0,0001), comparado ao grupo
ShrT (38 = 3 nmol. mint: mg de proteina?). Estes dados em conjunto mostram que o TFA
melhorou a capacidade fisica e forca muscular preservando o metabolismo oxidativo

aerobio.

N&o encontramos diferenca em nossos resultados de teste de tolerdncia ao
esforco pré-protocolo experimental. Um estudo utilizando o modelo Shr mostrou, por
outro lado, uma diferenca nos animais Shr ja no primeiro teste de tolerancia, no qual os
animais Shr estavam mais tolerantes ao esforco e o TFA aumentou mais essa tolerancia

ao final do protocolo experimental, mostrando assim um efeito benéfico do TFA na
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capacidade fisica dos animais (DE ANDRADE et al., 2015). O tumor Walker-256 por outro
lado, em seu desenvolvimento e progressao gera uma intolerancia aos esforcos (ALVES
et al., 2020; MOREIRA et al., 2018). Em nossos resultados observamos uma reducéo da
tolerancia de esfor¢co nos grupos portadores de tumor sedentarios (WkyT e ShrT), no
entanto essa intolerancia foi mais acentuada no grupo associacdo HA e cancer. O TFA
capaz de prevenir a intolerancia ao esforco, e que ambos 0s grupos treinados tiveram um

melhor desempenho no teste.

Em nossos resultados do primeiro lote experimental, encontramos uma reducao
de forca no teste grip strength somente no grupo associacéao HA e cancer. O TFA mostrou
prevenir a reducao de forga nos animais ShT-Ex. Um estudo utilizando treinamento de
resisténcia mostrou que os animais Shr que foram expostos ao treinamento tiveram um
aumento de forca ao final do protocolo comparado ao grupo controle (NEVES et al.,
2016). Sendo assim, nossos dados mostraram um efeito benéfico do TFA, prevenindo a

reducado da for¢ca dos animais que foram expostos a associacdo HA e cancer.

Por fim, realizamos a avaliacdo da enzima citrato sintase, por ser um indicativo de
otimizacdo do metabolismo aerdbio, sendo assim, utilizamos este parametro para
comprovarmos a eficiéncia do TFA (VIGELSY; ANDERSEN; DELA, 2014). Encontramos
aumento da citrato sintase no musculo s6leo em ambos os grupos treinados quando
comparado aos grupos que permaneceram sedentarios, sugerindo que na associagao da
HA e cancer ha uma mudanca de perfil metabdlico com aumento do metabolismo
glicolitico acompanhado de maior perda de massa muscular e o TFA previne estas

alteragcdes com melhora do metabolismo oxidativo e manutencdo de massa e forca

muscular.
2000+ ) 60
Bl Pré
1500 Bl Poés
©
o _ 2z
& E 1000- EE
|7 2~
o
500

WkyT ShrT  WkyT-Ex ShrT-Ex WkyT ShrT  WkyT-Ex ShrT-Ex 92



O
)

—
2500 # - kaT 'g 100 :i
o = *x
0 9]
2000- 0% Z:z ) A ShrT % g 80+ OO AA
:cEn AAA A N a o
©
S 1500+ 5 28 604 @ ol
=D W2 2 A A
n ~ S E A
o 1000 @ - 404
= o "
O] = £ S
500 5 E 204
-
0- T T c 0- T T
.0 O X . O
& \6\0\ & ‘o‘(’
& 4@ S 1@
geb < ge,b %,

Figura 18. Efeito do TFA sobre a capacidade funcional na associa¢ao entre HA e cancer

Os resultados de distancia foram expressos em metros (m) e os resultados de tempo de teste foram
expressos em minutos (min). Em relacdo ao grip strength os resultados foram expressos em gramas (g). A
Citrato Sintase foi expressa em valores de nmol. min-l. mg de proteinal. Grupos: WkyT, indica Wistar Kyoto
Tumor (n = 14); WkyT-Ex, Wistar Kyoto Tumor Exercicio (n = 12); ShrT, Shr Tumor (n = 14) e ShrT-EXx,
Tumor Exercicio (n =11). Os resultados sé&o expressos como média + EPM. Analise estatistica: Two-way
ANOVA, teste post hoc de Tukey. Diferenca significativa vs. # indica a diferenca entre pré-teste e pds-teste.
(##H#H#) p < 0,0001. *WKyT, p < 0,05; **WkyT, p < 0,01; **WkyT, p < 0,001; ***WkyT, p < 0,0001; ++ShrT,
p < 0,0001.

6.3 Efeito do TFA nas medidas cardiovasculares

Quando medimos a PAS (Fig.19.A) pré-protocolo experimental, ndo encontramos
diferenca entre os grupos WkyT e WKkyT-Ex. Como esperado, o grupo ShrT (173 £ 2
mmHg; p < 0,0001) mostrou um aumento na PAS em comparacao ao grupo WkyT (145
+ 3 mmHg). O grupo ShrT-Ex (170 £ 3 mmHg; p < 0,0001) mostrou um aumento na PAS
pré em comparacao ao grupo WkyT-Ex (146 £ 3 mmHg).

A PAS do grupo ShrT pés (153 + 3 mmHg; p < 0,0001) estava reduzida quando
comparada ao grupo ShrT pré (173 £ 2 mmHg). O grupo WkyT-Ex apresentou uma PAS
reduzida pdés-protocolo (128 + 2 mmHg; p < 0,001) comparado ao seu resultado pré-
protocolo experimental (146 + 3 mmHg). Também observamos uma reducéo na PAS pos-
protocolo no grupo WKyT-Ex (128 £ 2 mmHg; p < 0,01) comparado ao grupo WkyT pos-

protocolo (146 £ 2 mmHgQ).
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Encontramos a PAS no grupo ShrT-Ex reduzida pés-protocolo (146 £ 4 mmHg; p
< 0,001) comparada a seu resultado pré-protocolo (170 + 3 mmHg). No entanto, uma
PAS aumentada foi observada no pés-protocolo do grupo ShrT-Ex (146 £ 4 mmHg; p <
0,01) comparada ao resultado pos-protocolo do grupo WKkyT-Ex (128 + 2 mmHg).

No grupo ShrT (377 £ 11 bpm; p <0,0001), a FC estava maior em comparacao ao
grupo WKyT (306 + 11 bpm). O grupo ShrT-Ex (355 £ 5 bpm; p < 0,01) apresentou uma
FC maior em comparac¢ao ao grupo WkyT (306 + 11 bpm). Esta diferenca na FC também
foi observada quando comparamos o grupo ShrT-Ex (355 £ 5 bpm; p < 0,05) com o grupo
WkyT-Ex (317 + 6 bpm) (Fig. 19.B).

Como esperado, encontramos um aumento da PAS pré-teste nos animais Shr e
um aumento da FC nos animais hipertensos que o treinamento nao foi capaz de prevenir.
Um estudo avaliando o mesmo modelo animal, mostrou um aumento da PAS nos animais
Shr no pré-protocolo experimental. No entanto, apds os animais passarem pelo TFA, os
pesquisadores observaram uma reducéo da PAS e FC nos animais Shr (DE ANDRADE
et al., 2015). Em nossos resultados encontramos uma reducdo da PAS nos animais ShrT,
resultado esse associado a um efeito negativo da associacdo HA e cancer. Como visto
em um estudo utilizando animais com tumor C26, os animais tiveram uma reducdo da
PAS 18 dias apds o inoculo das células e apresentaram uma disfuncdo miocardica
(STEVENS et al., 2015). Também encontramos em nossos resultados uma reducédo da
PAS nos animais que foram expostos ao TFA, mas ndo observamos alteracdes na FC

dos animais.
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Figura 19. Medidas cardiovasculares na associacdo da HA e cancer e TFA.

Presséo arterial sistélica (PAS), foi expressa em milimetros de mercurio (mmHg). A frequéncia cardiaca
(FC) foi expressa em batimentos por minuto (bpm). Grupos: WkyT, indica Wistar Kyoto Tumor (n = 13);
WkyT-Ex, Wistar Kyoto Tumor Exercicio (n = 11); ShrT, Shr Tumor (n = 13) e ShrT-Ex, Tumor Exercicio (n

= 12). Os resultados sdo expressos como média + EPM. Analise estatistica: Two-way ANOVA, teste post

hoc de Tukey. Diferenca significativa vs. ***WkyT, p < 0,0001; $WkyT-EX, p < 0,05.

6.4 Efeito do TFA sobre a funcéo cardiaca na relacéo bidirecional da HA e cancer

N&o encontramos diferencas nas medidas de fracédo de ejecao (Fig. 20.A) e fracdo
de encurtamento (Fig. 20.B). Também nado encontramos diferenca no Tempo de
Contracao Isovolumétrico (IVCT) (Fig. 20.C).

O Tempo de Relaxamento Isovolumétrico (IVRT) (Fig. 20.D) estava aumentado no
grupo ShrT (19 £ 0,6 ms; p < 0,05) comparado ao grupo WkyT (16 + 1,2 ms), o que foi
preservado pelo TFA no grupo ShrT-Ex quando comparado ao grupo WkyT. A
desaceleracdo da onda E (MV Decel) (Fig. 20.E) estava reduzida no grupo ShrT (21 +
1,9 ms; p <0,05) comparado ao grupo WkyT (34 £ 3,2 ms). Por outro lado, o TFA preveniu
a reducgéo da MV Decel no grupo ShrT-Ex comparado ao grupo WkyT. A MV E/A (Fig.
20.F) estava reduzida no grupo ShrT-Ex (1,5 £ 0,7; p < 0,05) comparada ao grupo WkyT-
Ex (2,3+0,1).

O indice de performance miocardica (TEI) (Fig. 20.G) estava aumentado somente
no grupo ShrT (0,57 £ 0,04; p < 0,05) comparado ao grupo WkyT (0,42 + 0,03). Entretanto,
o TFA preveniu o aumento da TEl no grupo ShrT-Ex comparado ao grupo WkyT,
indicando uma melhora da funcédo cardiaca global induzida pelo TFA na associacdo HA
e cancer.

Em relacdo a fungdo cardiaca dos animais Shr, alguns estudos ndo mostraram
alteracdes de FE e FS (QUIROGA et al., 2020; REZENDE et al., 2021). Por outro lado,
um estudo utilizando animais Shr ja com insuficiéncia cardiaca, os pesquisadores
encontraram uma FS reduzida nos animais insuficientes e o TFA preveniu este aumento
(MIYACHI et al., 2009).
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Um trabalho utilizando o treinamento high-intensity interval training (HIIT) em
animais Shr ndo encontrou diferenca em relacdo ao IVRT e a razdo E/A nos animais
sedentarios e o treinamento ndo alterou este parametro (ENGEL et al., 2022).

O TEI é um indice de desempenho do miocérdio, ele é considerado um parametro
confiavel para a funcéo ventricular esquerda global (SHINGU et al., 2010). Em um estudo
gue teve como objetivo entender o papel do treinamento combinado na rigidez arterial e
pressao arterial em animais Shr, os pesquisadores mostraram no inicio do protocolo
experimental que o TEI ndo estava alterado em animais Shr e o exercicio ndo promoveu
diferencas neste indice (TARDELLI et al., 2022).

Em nossos resultados, ndo encontramos diferencas na FE e FS, corroborando
com os dados da literatura. Encontramos um aumento do IVRT nos animais associacao
HA e cancer e 0 exercicio preveniu este aumento em ambos 0s grupos treinados.
Observamos uma reducéo de MV Decel somente no grupo ShrT e o exercicio preveniu
esta reducdo, a MV E/A estava reduzida somente no grupo ShrT-Ex. O TFA preveniu o
aumento da TEI no grupo ShrT-Ex comparado ao grupo WKyT, indicando assim uma
melhora da funcdo cardiaca global induzida pelo treinamento, sugerindo um atraso no

desenvolvimento da IC neste modelo animal induzido pelo TFA.
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Figura 20. Func¢éo cardiaca pelo ecocardiograma.

Fracao de ejecéo (FE) (A) e fracéo de encurtamento (FS) (B) foram expressas em porcentagem (%). Tempo
de Contracdo Isovolumétrico (IVCT) (C), tempo de relaxamento isovolumétrico (IVRT) (D) expresso em
milissegundo (ms). A desaceleracédo da onda E (MV Decel) (E) também foi expressa em milissegundo (ms).
Raz&o das ondas E/A (MV E/A) (F). indice de performance miocardica (TEI) (G). Grupos: WkyT, indica
Wistar Kyoto Tumor (n = 14); WkyT-Ex, Wistar Kyoto Tumor Exercicio (n = 12); ShrT, Shr Tumor (n = 12)

e ShrT-Ex, Tumor Exercicio (n = 12). Os resultados sdo expressos como média + EPM. Analise estatistica:

Two-way ANOVA, teste post hoc de Tukey. Diferenca significativa vs. *WkyT, p < 0,05; $WkyT-Ex, p < 0,05.

6.5 Analise de morfologia cardiaca

O peso do VE (Fig. 21.A) estava reduzido no grupo WkyT-Ex (0,019 + 0,0004
g/mm; p < 0,01) comparado ao grupo WkyT (0,022 = 0,0005 g/mm). Por outro lado,
guando analisamos o peso do VE no grupo ShrT-Ex encontramos um aumento (0,023 +
0,0002 g/mm; p < 0,05) comparado ao grupo ShrT (0,021 = 0,0005 g/mm). Também

97



observamos um aumento no grupo ShrT-Ex (0,023 = 0,0002 g/mm; p < 0,0001) quando
comparado ao grupo WkyT-Ex (0,019 + 0,0004 g/mm). N&o encontramos diferencas no

peso do VD para nenhum grupo avaliado (Fig. 21.B).

Em relacdo ao peso dos atrios (Fig. 21.C), encontramos uma reducao no grupo
ShrT (0,0014 + 0,00001 g/mm; p < 0,05) comparado ao grupo WkyT (0,0018 + 0,00001
g/mm). Nao foi observado efeito do TFA nesta reducdo no grupo ShrT-Ex (0,0013 +
0,00001 g/mm; p < 0,01) comparado ao grupo WkyT (0,0018 + 0,00001 g/mm).

O TFA promoveu um aumento da massa do VE corrigida (Fig. 21.D) no grupo
ShrT-Ex (667 + 18 mg; p < 0,01) comparada ao grupo WkyT-Ex (610 £ 25 mg) sugerindo
um papel hipertrofico induzido pelo TFA no remodelamento patologico na associacdo HA

e cancer.

O VDF (Fig. 21.E) estava reduzido no grupo ShrT (477 £ 11 mm; p < 0,01),
comparado ao grupo WkyT (468 + 23 mm). Por outro lado, o TFA preveniu a reducédo do
VDF no grupo ShrT-Ex comparado ao grupo WkyT. N&do encontramos diferencas em
relacdo ao VSF (Fig. 21.F).

O septo interventricular na didstole (Fig. 21.G) estava aumentado no grupo ShrT
(1,3 £ 0,04 mm; p < 0,001) comparado ao grupo WkyT (1,1 £ 0,02 mm). Entretanto, no
grupo ShrT-Ex o septo estava reduzido (1,1 + 0,05 mm; p < 0,05) comparado ao grupo
ShrT (1,3 £ 0,04 mm), embora mantivesse aumentado no grupo ShrT-Ex (1,1 + 0,05 mm;

p < 0,01), comparado ao grupo WkyT-Ex (1 £ 0,03 mm).

No septo interventricular na sistole (Fig. 21.H) encontramos um aumento no grupo
ShrT (2,2 £ 0,05 mm; p < 0,05) comparado ao grupo WkyT (2 £ 0,04 mm). Houve uma
reducdo no grupo ShrT-Ex (1,9 £ 0,09 mm; p < 0,01) comparado ao grupo ShrT (2,2
0,05 mm) quando submetido ao TFA.

O DDVE (Fig. 21.1) estava reduzido no grupo ShrT (8,4 £ 0,1 mm; p < 0,01)
comparado ao grupo WkyT (9,1 + 0,2 mm). Por outro lado, o TFA preveniu a reducdo do
DDVE no grupo ShrT-Ex comparado ao grupo WkyT. Nao observamos diferenca em
relacdo ao DSVE (Fig. 21.J).
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A PP na diastole (Fig. 21.K) estava aumentada no grupo ShrT (1,3 £ 0,04 mm; p <
0,05) comparado ao grupo WKkyT (1,17 £ 0,04 mm). Corroborando, o TFA preveniu o
aumento da PP na diastole no grupo ShrT-Ex comparado ao grupo WkyT. Nao
encontramos diferenca na PP na sistole (Fig. 21.L).

A espessura relativa da parede (ERP) (Fig. 21.M) estava aumentada no grupo
ShrT (0,32 £ 0,007; p <0,0001) comparado ao grupo WkyT (0,25 £+ 0,008). Foi observado,
por outro lado, uma redugédo da ERP no grupo ShrT-Ex (0,27 + 0,009; p < 0,01),
comparado ao grupo ao grupo ShrT (0,32 £ 0,007). O aumento no grupo ShrT-Ex (0,27 +
0,009; p < 0,05) ainda foi mantido comparado ao grupo WkyT-Ex (0,24 + 0,006).

Estes dados morfoldgicos mostram o efeito benéfico do TFA no remodelamento

cardiaco reverso na associacao HA e cancer.

Em nossos dados do primeiro lote experimental, encontramos uma reducao de VE
em ambos os grupos portadores de tumor (Fig. 10.A;B). Por outro lado, quando os
animais realizam o TFA encontramos um aumento do peso do VE normalizando pela tibia
no grupo ShrT-Ex. Sendo assim, o TFA preveniu a atrofia encontrada. Nado encontramos
diferencas no peso de VD, por outro lado os atrios dos animais ShrT e ShrT-Ex estavam

reduzidos comparados ao grupo WKkyT.

Em relacdo aos parametros morfolégicos obtidos pelo ecocardiograma, em
animais Shr foram observadas as seguintes alteragdes na literatura: aumento da DSVE
e ERP nos animais sedentérios e o treinamento foi capaz de prevenir este aumento
(TARDELLI et al., 2022). Em relacéo as alteracGes cardiovasculares durante o cancer,
uma revisao destacou altera¢gées como: diminuicao da PP do VE, do septo interventricular
e ERP (BELLOUM; RANNOU-BEKONO; FAVIER, 2017).

Em nosso trabalho, encontramos uma reducédo do VDF somente do grupo ShrT,
um aumento do septo na diastole em ambos os grupos hipertensos e uma reducao do
septo na sistole no grupo ShrT-Ex comparado ao grupo ShrT. Encontramos também uma
reducdo do DDVE no grupo ShrT e o treinamento preveniu esta reducdo. Observamos
um aumento da PP na diastole no grupo ShrT e quando analisamos a ERP encontramos

um aumento também no grupo ShrT em comparacdo ao controle e o treinamento foi
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capaz de prevenir este aumento no grupo ShrT-Ex. No entanto, ele ainda foi maior em
comparacao ao grupo WKkyT-Ex, mostrando assim um efeito benéfico do exercicio na

morfologia cardiaca frente a associa¢do HA e cancer.
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Figura 21. Alteracdes morfoldgicas cardiacas na relacao bidirecional HA e cancer e o papel do TFA.

Os resultados foram corrigidos pelo comprimento da tibia representado em milimetros (mm). Ventriculo
esquerdo (VE/tibia) (A), ventriculo direito (VD/tibia) (B), e atrios (Atrios/tibia) (C) foram expressos em grama
(9) divididos pelo comprimento da tibia (mm). A massa do ventriculo esquerdo corrigida (D) foi expressa
em miligrama (mg), o volume diastdlico final (VDF) (E) e volume sistdlico final (VSF) (F) foram medidos em
microlitros (UL), o septo interventricular na diastole (G) e na sistole (H) foram expressos em milimetros
(mm), didmetro diastélico do ventriculo esquerdo (DDVE) (I), diametro sistélico do ventriculo esquerdo
(DSVE) (J) e parede posterior (PP) na diastole e sistole (K,L) foram expressas em milimetros (mm) e
espessura relativa da parede (ERP) (M). Grupos: WkyT, indica Wistar Kyoto Tumor (n = 14); WkyT-EX,
Wistar Kyoto Tumor Exercicio (n = 12); ShrT, Shr Tumor (n = 12) e ShrT-Ex, Tumor Exercicio (n = 12). Os
resultados séo expressos como média + EPM. Analise estatistica: Two-way ANOVA, teste post hoc de
Tukey. Diferenca significativa vs. *WKkyT, p < 0,05; *WkyT, p < 0,01; *WkyT, p < 0,001; ***WkyT, p <
0,0001; tShrT, p < 0,05; £ShrT, p < 0,01; $WkyT-Ex p < 0,05; $$WkyT-Ex p < 0,01; $$$SWKyT-EXx, p <
0,0001.

6.6 Influéncia do TFA nas proteinas sarcoméricas de remodelamento cardiaco
patoldgico

Como normalizador de expressdo génica utilizamos o gene 18s (Fig. 22.A). A
miosina de cadeia pesada do tipo alfa (aMHC) (Fig. 22.B) estava aumentada nos grupos
WKyT-Ex (244 = 14,7 % do controle; p < 0,0001) e ShrT-Ex (242 = 13,8 % do controle; p
< 0,0001) comparado ao grupo WkyT (100 * 4 % do controle). Também observamos um
aumento no grupo ShrT-Ex (242 + 13,8 % do controle; p < 0,0001), comparado ao grupo
ShrT (114 + 8,2 % do controle). Em relacdo a miosina de cadeia pesada do tipo beta
(BMHC) (Fig. 22.C), encontramos uma redugcdo somente no grupo ShrT-Ex (45 + 5,7 %
do controle; p < 0,0001) comparado aos grupos WkyT (100 + 5,8 % do controle) e ShrT
(102 £ 8,3 % do controle). Encontramos uma redugédo também no grupo ShrT-Ex (45 £
5,7 % do controle; p < 0,01) comparado ao grupo WkyT-Ex (83 = 8,8 % do controle).
Quando avaliamos a razdo aMHC/BMHC (Fig. 22.D), observamos um aumento no grupo
WkyT-Ex (3,3 £ 0,5; p < 0,001) comparado ao grupo WKyT (1 + 0,06). O grupo ShrT-Ex
apresentou um aumento (6 £ 0,7; p < 0,0001), comparado aos grupos WkyT (1 £ 0,06) e
ShrT (1,1 = 0,06). Houve um aumento também no grupo ShrT-Ex (6 £ 0,7; p < 0,001)

comparado ao grupo WkyT-Ex (3,3 + 0,5). Estes dados mostram que o TFA previne uma
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mudancga em direcdo a um perfil de expressao de genes fetais com reducéo de BMHC e

de um remodelamento cardiaco patologico.

Como observamos na primeira etapa do estudo, um dos marcadores de leséo

cardiaca € a troca de aMHC por BMHC, troca esta caracteristica de um remodelamento

cardiaco patologico (KLOS et al., 2017). Nossos resultados mostraram que o TFA foi

capaz de prevenir a mudanca do perfil de fibras, em que encontramos um aumento de

aMHC em ambos os grupos treinados e uma redug¢ao de MHC somente no grupo ShrT-

Ex. Quando realizamos a razao aMHC/BMHC encontramos um aumento na razao em

ambos 0s grupos treinados, no entanto este aumento foi maior no grupo ShrT-EXx,

destacando um efeito mais acentuado do treinamento neste grupo, prevenindo o

remodelamento cardiaco patologico.
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Figura 22. Expressao génica de marcadores de remodelamento cardiaco patolégico e o efeito do TFA
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O resultado do normalizador 18s (A) foi expresso utilizando o método de limiar comparativo de ciclos (Ct).

Os resultados da expressao génica foram expressos em porcentagem do controle (% do controle) para os
genes: aMHC (B) e BMHC (C). Ja a razdo aMHC/BMHC (D) foi expressa em unidade arbitraria (UA)

103



Grupos: WkyT, indica Wistar Kyoto Tumor (n = 13); WkyT-Ex, Wistar Kyoto Tumor Exercicio (n = 12); ShrT,
Shr Tumor (n = 12) e ShrT-Ex, Tumor Exercicio (n = 10). Os resultados sdo expressos como média + EPM.
Andlise estatistica: Two-way ANOVA, teste post hoc de Tukey. Diferenc¢a significativa vs. **WkyT, p <
0,001; ****WkyT, p < 0,0001; $¥ShrT, p < 0,0001; $$WkyT-Ex p < 0,01; $$$WkyT-Ex, p < 0,001.

6.7 Efeito do TFA sobre os marcadores inflamatorios cardiacos na associacdo HA e
cancer

O gene do fator de necrose tumoral (TNF-a) (Fig. 23.A) estava aumentado no
grupo ShrT (155 + 15,9 % do controle; p < 0,01) em comparacao ao grupo WkyT (100 *
10,6 % do controle). O TFA né&o promoveu uma mudanca no perfil de expressédo de TNF-
a em que o aumento de expressao do grupo ShrT-Ex (146 + 14,6 % do controle; p <
0,05) foi mantido comparado aos grupos WkyT e WkyT-Ex (83 £ 8,6 % do controle). Por
outro lado, a interleucina 6 (IL-6) (Fig. 23.B), estava reduzida somente no grupo ShrT-Ex
(41 + 5,3 % do controle; p < 0,05) comparada tanto ao grupo WkyT (100 + 16,3 % do
controle) quanto ao grupo ShrT (100 £ 16,4 % do controle), sugerindo um papel benéfico
na reducéo inflamatoria cardiaca via IL-6. Em relac&o a interleucina 10 (IL-10) (Fig. 23.C),
observamos uma reducdo em sua expressao nos grupos WkyT-Ex (61 + 6,3 % do
controle; p < 0,01) e ShrT-Ex (62 = 5,2 % do controle; p < 0,01), comparados ao grupo
WKkyT (100 £ 8,4 % do controle).

Um dos mecanismos conhecidos por gerar atrofia tanto muscular quanto cardiaca
durante a progressao do cancer € o aumento na liberacao de citocinas pré-inflamatérias,
como TNF-a e IL-6, ainda o aumento dessas citocinas vem sendo descrito como um
possivel link entre as doencas cardiovasculares e o cancer (BERTERO et al., 2018). De
fato, estudos ja mostraram niveis elevados de TNF-a e IL-6 em portadores de tumor
Walker-256 (CELLA et al., 2020) e também em animais Shr sedentarios (CHEN et al.,
2021).

Em nossos dados, mostramos que o TFA gerou um aumento de TNF-a em ambos
0S grupos Shr e em relacdo a IL-6 o treinamento gerou uma redugao em sua expressao
no grupo ShrT-Ex, mostrando um efeito benéfico do TFA, reduzindo a inflamagéo

cardiaca via IL-6.
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Figura 23. Expressao génica de marcadores inflamatérios cardiacos e o TFA

O resultado do normalizador 18s foi expresso utilizando o método de limiar comparativo de ciclos (Ct). Os
resultados da expressao génica foram expressos em porcentagem do controle (% do controle) para os
genes: TNFa, IL-6 e IL-10. Grupos: WkyT, indica Wistar Kyoto Tumor (n = 13); WkyT-Ex, Wistar Kyoto
Tumor Exercicio (n = 12); ShrT, Shr Tumor (n = 11) e ShrT-Ex, Tumor Exercicio (n = 10). Os resultados
sdo expressos como média + EPM. Andlise estatistica: Two-way ANOVA, teste post hoc de Tukey.
Diferenca significativa vs. *WkyC, p < 0,05; **WkyC, p < 0,01; tShrC, p < 0,05; $WkyT p < 0,05.

6.8 Andlises de sintese e degradacao proteica cardiaca e o efeito do TFA

A expressao da proteina PI3K (Fig. 24.A), normalizada pelo GAPDH, foi reduzida
nos grupos WkyT-Ex (78 + 3,1 % do controle; p < 0,01) e ShrT-Ex (76 + 4,3 % do controle;
p < 0,01) comparados ao grupo WkyT (100 £ 5,5 % do controle). Ndo encontramos
diferencas na expresséo da proteina p-AKT normalizada pela AKT total (Fig. 24.B) e p-

GSK-3 (Fig. 24.C) (Glicogénio sintase quinase) normalizada pelo total.
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A expressao da p-4EBPL1 (Fig. 24.D) normalizada pelo total estava reduzida no
grupo ShrT (69 + 4,9 % do controle; p < 0,0001) comparado ao grupo WKkyT (100 + 3,4
% do controle). Por outro lado, encontramos um aumento de sua expressao no grupo
ShrT-Ex (102 + 5 % do controle; p < 0,0001) comparado ao grupo ShrT (69 £ 4,9 % do
controle). Nao encontramos diferenca na proteina GATA4 (Fig. 24.E) normalizada por
GAPDH, em ambos o0s grupos experimentais.

Animais Shr que realizaram o TFA tiveram uma expressao proteina de p-PI3K
aumentada como efeito do treinamento e 0s animais que permaneceram sedentarios
tiveram uma expressao reduzida. Os pesquisadores também encontraram um aumento
de p-AKT nos animais Shr treinados, sugerindo assim um aumento do perfil pré-
sobrevivéncia nestes animais (HUANG et al., 2012; LIN et al., 2019). Em contrapartida,
um estudo mostrou que a expressao de PI3K total ndo foi alterada em animais Shr
sedentario e 0 exercicio ndo modulou a via, 0 mesmo aconteceu com a proteina p-Akt
gue nao teve sua expressao alterada pelo TFA (GARCIARENA et al., 2009; LIBONATI
et al., 2011).

No modelo de cancer C26, a razdo p-AKT/AKT estava reduzida nos animais
sedentarios e o TFA preveniu esta reducdo sendo que o mesmo foi observado com a
razdo p-4EBP1/4BP1 (MORINAGA et al., 2021).

Em nossos resultados, encontramos uma reducéo na expresséao de PI3K total em
ambos 0s grupos expostos ao protocolo de TFA, por outro lado, a razao p-AKT/AKT néo
foi alterada em nenhum grupo experimental. Ndo encontramos diferencas em relacéo a
razao p-GS3K/GS3K e GATA4 total. Em contrapartida, observamos que o TFA preveniu
a reducao da razao p-4EBP1/4BP1, que pode estar associada a uma reducao nos niveis

inflamatérios como a IL-6, prevenindo assim a atrofia cardiaca.

@ WkyT
A 150 ShrT B 250

WkyT | ShrT

kaT—Ex|ShrT-Ex

A PI3K | WS S s & 110 kDa

=
o
o
1
>
D>
>

%%k
a
go 0 AKT | @es swss ssess | 60 kDa

a
o
1
>
(% do controle)

PI3K/GAPDH
(% do controle)
B>
p-AKTsera7s/total

Al P-AKTser47: | i e SWND @ () kDa
50+

GAPDH | D G TS @ 7 kDa

106



‘ WkyT | ShrT kaT—Ex|ShrT-Exl

@
i
s

O

200+ Shrt 150 GS3K | T TR s e 46 kDa
— t*
S g . o 8o 4, p-GS3Ksers | SN S S S | 46 kDa
0 150 ° A 2o
° 3 © - *kkk
£ g 000 A2 8 4 § ‘E 100 aph 4AEBP1 |"™ah e & & 20 kDa
@ i AA
& 8 100+ i £8
®9 A A4 % S 50 A p-4EBP11hr 37146 n w ' ‘ 20 kDa
Q S 50— TIPS
o~ < =
e GAPDH esss esse "sme @ 37 kDa
0- T T 0- T T
.0 O s <O
Q}\&"é\ Q}Q\O Q}(’\@S +®\0\
& @ & ¢
200 @ WkyT
ShrT
5@ 1504 o o,
o o o A %9
5 £ o A A WkyT | ShrT (WkyT-Ex|ShrT-Ex
o Py
F 100
F O
<3 . s GATA4 ’.m 45 kDa
<X
0 < 50
GAPDH | QD QD @D @GN 37 kD2
0- T T
.0 . O
& <®
S 4@
& ¢

Figura 24. Analises de sintese e degradacéao proteica cardiaca e o efeito do TFA

As proteinas totais foram normalizadas pelo GAPDH. Os resultados da expressdo proteica foram
expressos em porcentagem do controle (% do controle) para as proteinas: PI3K, AKT total e fosforilada,
GS3K total e fosforilada, 4EBP1 total e fosforilada e GATA4. Grupos: WKyT, indica Wistar Kyoto Tumor (n
= 9); WkyT-Ex, Wistar Kyoto Tumor Exercicio (n = 9); ShrT, Shr Tumor (n = 9) e ShrT-Ex, Tumor Exercicio
(n=9). Os resultados séo expressos como média + EPM. Andlise estatistica: Two-way ANOVA, teste post
hoc de Tukey. Diferenca significativa vs. **WkyC, p < 0,01; $$WkyT p < 0,01.

6.9 Andlises de proteinas de sobrevivéncia e apoptose celular cardiaca

Quando analisamos a expressdo das proteinas envolvidas na sobrevivéncia e
apoptose celular cardiaca ndo encontramos diferencas significativas nas proteinas: BAD
(Fig.25.A) e BCl-x (Fig.25.B).

Estudos avaliando animais Shr mostraram um aumento das proteinas envolvidas
na sobrevivéncia e apoptose celular. Animais Shr sedentarios tiveram a expressao

aumentada no tecido cardiaco de BAD e BCI-x, por outro lado, aqueles animais que
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foram expostos ao TFA tiveram uma reducdo das proteinas BAD e BCI-x, indicando
assim uma reducao da apoptose celular nestes animais (HUANG et al., 2012; LIN et al.,
2019). Em nossos resultados, ndo encontramos diferencas nas expressdes de ambas as

proteinas e o TFA ndo promoveu alteracdes em suas expressoes.
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Figura 25. Analises de proteinas de sobrevivéncia e apoptose celular cardiaca

As proteinas totais foram normalizadas pelo GAPDH. Os resultados da expressdo proteica foram
expressos em porcentagem do controle (% do controle) para as proteinas: BAD e BCI-x. Grupos: WkyT,
indica Wistar Kyoto Tumor (n = 9); WKy T-Ex, Wistar Kyoto Tumor Exercicio (n = 9); ShrT, Shr Tumor (n =
9) e ShrT-Ex, Tumor Exercicio (n = 9). Os resultados sdo expressos como média + EPM. Analise
estatistica: Two-way ANOVA, teste post hoc de Tukey.

6.10 Familia do microRNA-208a cardiaco e circulante e o papel do TFA

Para normalizar os microRNAs cardiacos, utilizamos o U6 por nao ter apresentado
diferencas entre os grupos. O miR-208a cardiaco (Fig. 26.A) apresentou uma reducao
em sua expressao no grupo ShrT (59 £ 3,7 % do controle; p < 0,05), comparado ao grupo
WKkyT (100 + 12,5 % do controle). Houve também uma reduc¢éo no grupo ShrT-Ex (50 +
7,7 % do controle; p < 0,05) comparado tanto ao grupo WkyT (100 + 12,5 % do controle)
guanto ao grupo WkyT-Ex (92 + 14,3 % do controle).

O miR-208b (Fig. 26.B), apresentou uma reducao no grupo ShrT (36 = 3,7 % do
controle; p <0,001) comparado ao grupo WkyT (100 £ 14,6 % do controle). Encontramos
uma reducao também no grupo ShrT-Ex (38 = 4,7 % do controle; p < 0,01) comparado
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ao grupo WKkyT (100 = 14,6 % do controle) e também uma reducéo (38 = 4,7 % do
controle; p < 0,05) comparado ao grupo WkyT-Ex (90 £+ 13,1 % do controle).

De modo similar, a expressao do miR-499 (Fig. 26.C) foi reduzida nos grupos ShrT
(53 £ 3,7 % do controle; p < 0,05) e ShrT-Ex (55 £ 7,5 % do controle; p < 0,05)
comparados ao grupo WKyT (100 £ 12,7 % do controle).

A normalizacdo do miRNA circulante foi realizada utilizando o miR-39 (Fig. 26.D).
O miR-208a (Fig. 26.E) estava reduzido no grupo WkyT-Ex (69 % 3,6 % do controle; p <
0,01) comparado ao grupo WkyT (100 £ 6,9 % do controle). Encontramos uma reducéo
no grupo ShrT-Ex (44 = 7,9 % do controle; p < 0,0001) comparado ao grupo WkyT (100
*+ 6,9 % do controle). O grupo ShrT-Ex (44 + 7,9 % do controle; p < 0,001) apresentou
uma reducdo em sua expressao também comparado ao grupo ShrT (88 + 8 % do
controle).

Dados prévios do nosso grupo mostraram uma reducdo da expressdo do miRNA-
208a em um protocolo de treinamento de maior volume. Por outro lado, o miRNA-208b
teve uma reducdo em ambos 0S grupos que realizaram o protocolo de treinamento
independente do volume, e em relacédo ao miRNA-499 n&o foram encontradas diferencas
em sua expressdo em nenhum dos grupos avaliados (SOCI et al., 2016b). Em nossos
resultados, encontramos uma reducdo na expressao dos miRNAs-208a, -208b e -499
nos grupos portadores de HA e o TFA mostrou ndo gerar mudancas nas expressoes dos
mMiRNAs em questdo, sendo assim um efeito da hipertensao.

Por outro lado, quando avaliamos a expressdo do miRNA-208a na circulacéo,
encontramos um efeito oposto do que foi visto no primeiro lote experimental, em que foi
observado um papel benéfico do TFA capaz de reduzir a expressdo do miRNA-208a na
circulacdo em ambos os grupos treinados, sugerindo que esta reducdo do miRNA-208a
sistémico poderia estar envolvido neste menor crescimento tumoral destes animais,
embora nenhum efeito adicional tenha sido observado na associacdo das doencas
induzido pelo TFA.
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Figura 26. Expressao de miRNAs cardiaco e circulante e o papel o TFA.

O U6 foi utilizado para normalizar os miRNAs cardiacos e o miR-39 foi utilizado para normalizar o miRNA
circulante. Os resultados da expressdo dos miRNAs foram expressos em porcentagem do controle (% do
controle) para os miRNAs cardiacos: -208a (A), -208b (B) e -499 (C) e para o miRNA circulante: -208a (E).
Grupos: WkyT, indica Wistar Kyoto Tumor (n = 13); WkyT-Ex, Wistar Kyoto Tumor Exercicio (n = 12); ShrT,
Shr Tumor (n = 11) e ShrT-Ex, Tumor Exercicio (n = 10). Os resultados s@o expressos como média + EPM.
Analise estatistica: Two-way ANOVA, teste post hoc de Tukey. Diferenca significativa vs. *WkyT, p < 0,05;
*WkyT, p < 0,01; **WkyT, p < 0,001; ***WkyT, p <0,0001; t1ShrT, p < 0,001; $WkyT-Ex p < 0,05.
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Na segunda etapa do estudo, analisamos o papel do TFA na associacdo HA e

cancer. Nossos resultados mostraram que o TFA preveniu a atrofia e disfuncéo do VE,

através de uma reducdo da inflamacéo, prevenindo o desarranjo de proteinas

sarcomericas e reduzindo a expressdo do miRNA-208a circulante. Melhorando assim a

capacidade fisica, reduzido o volume tumoral e caquexia (Fig. 27).

Treinamento fisico aerdébio na
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Figura 27. Efeito do TFA na associa¢édo HA e cancer prevenindo a atrofia, disfuncéo do

VE e incapacidade fisica.
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7 Conclusao

Os resultados do presente estudo destacam os efeitos negativos da relacéo
bidirecional entre HA e cancer reduzindo a expresséao da familia do miRNA-208 cardiaco
e aumentando a expressao do miRNA-208a circulante, gerando um maior crescimento
tumoral, caquexia, atrofia cardiaca associado a uma disfuncéo diastélica do VE, com
maior perfil inflamatorio, desarranjo de proteinas sarcoméricas e incapacidade fisica. Por
outro lado, o TFA atenuou os efeitos negativos da associacdo HA e cancer, modulando
miRNAs cardiacos e circulantes, reduzindo o crescimento tumoral e caquexia
repercutindo em uma prevencao da atrofia cardiaca, disfuncdo do VE e incapacidade

fisica dos animais.
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9 ANEXO

ANEXO A. Parecer de aprovacdo do CEUA (Comisséo de Etica no Uso de animais) da

Escola de Educacao Fisica e Esportes da Universidade de Séo Paulo EEFE/USP.

ESCOLA DE
EDUCACAO FiSICA P
E ESPORTE S

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Sé&o Paulo,25 de margo de 2021.

CERTIFICACAO

Certificamos que a proposta intitulada “Efeito da associagao entre hipertensé@o e cancer de walker-
256 sobre o fenétipo cardiaco e a progressao tumoral: potencial terapéutico do treinamento fisico aerébio”,
registrada com o numero 2021/01 sobre a responsabilidade do Prof. Dr. Tiago Femandes e do aluno Luis
Felipe Rodrigues — que envolve a produ¢do, manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se
de acordo com os preceitos da Lei nc 11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto ne 6899, de 15 de
Julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA), e foi aprovado Ad Referendum pelo coordenador da COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA) DO(A) EEFE-USP, em 24/03/2021.

Vigéncia da autorizagéo: 30/04/2021 — 30/12/2024
Espécie/linhagem/raga: Ratos isogénico Wistar Kioto/SHR
Ne de animais: 100
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Reiteramos a importancia de apresentar Relatorio Parcial na metade do projeto e Relatério Final ao
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referidos animais.
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