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RESUMO

COSTA, Alexandre Jayme Lopes Dantas, M.Sc., Universidade Federal asa Vagosto de
2018.Efeitos do treinamento fisico sobre a funcao cardiaca e as propdades mecanicas
em cardiomiécitos de camundongosknockout para 0s receptoes pz-adrenérgicos.
Orientador: Thales Nicolau Primola Gomes. Coorientadores: Antonio Jos&li, Na
Miguel Aratjo Carneiro Junior e Tiago Ferreira Leal.

O objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos do exercicio aeamitnuo de
intensidade moderada (EACM) solaspropriedades mecanicas e funcionais de cardiomiocitos
de camundongos knockout (KO) para receggps-adrenérgicos. Camundongos FVB/N e KO
para os receptores Po-adrenérgicos com 4 meses de idade foram inicialmente separados
aleatoriamente em 4 grupaelvagem controle (FVBc; n = 11), seleagtreinado (FVBt; n =
11),KO B2 controle KOBoc; n = 12) e KMB2 treinado KOPat; n = 12). Os animais dos grupos
treinados (FVBt e KO2t) foram submetidos a um protocolo de treinamento aerdbico de 8
semanas, 5 dias por semana, 1 hora por dia, com intensidade de 60% da velocidaddenaxima
corrida. Apds a eutandsia, os cardiomiocitos do ventriculo esquerdo foram isolados por
disperséo enzimatica. A fungéo cardiaca, os parametros contrateassiente deGa']i dos
cardiomiécitos do ventriculo esquerdoram mensurados. P < 0,05 foi considerado
significativo em todas as comparacdes. Os resultados mostram quEM &édmentou a
capacidade de corrida em camundongos KO B2 e FVB, embora a fragdo de encurtamento e a
fracao de ejegdo ndo tenha sido alterada em camundongos KO B2. CamundongoKOp.t também
apresentaram menor amplitude de contracdo, menor tempo para o pico de @entnagir
tempo para 50% de relaxamento do que os camundongos FVBt. Além disso, camundongos
KOpB:t apresentaram menor amplitude?@amenor tempo para 50% de decaimento comparado
com camundongos FVBt. Em conclusdo, o EACM reduziu a amplitude de contraeago

para pico de contracéo e a aplitudeCd®” nos cardiomidcitos de camundonda® Bo.
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ABSTRACT

COSTA, Alexandre Jayme Lopes Dantas, M.&mjversidade Federal de VicQsAugust,
2018. Effects of exercise training on cardiac function and mechanical rgperties in
cardiomyocytes from B2 adrenergic receptors knockout mice.Adviser: Thales Nicolau
Primola Gomes. Co-advisers: Antonio José Natali, Miguel Aratjoera Junior and Tiago
Ferreira Leal.

The aim of this study was to investigate the effects of Moderaterbons Aerobic Exercise
(MCAE) on the mechanical and functional properties in cardiomyocytes from 2 adrenergic
receptor knockout mice (KO). Four-month-old FVB/N and KO mice were iyitahdomly
divided into 4 groups: control wild (FVBc; n= 11), trained wild (FVBt; n= 11), cor€If>
(KOB2c; n=12) e trained KP2 (KOP2t; n=12). The animals of the trained groups (FVBt, KO
Bot) were submitted to a protocol of aerobic training 8 weeks, 5 days/week, ddyimtensity
of 60% of maximal speed. At sacrifice, the heart was removed and leficuéart myocytes
were enzymatically dispersed. Cardiac function, contractile paramesterfC&")i transient of
left ventricular cardiomyocytes were measured. P < 0.05 was considered significant in all
comparisons. The results showed that the MCAE increased the running\cap&@ 3. e
FVB mice, although the shortening fraction anddjeetion fraction were not altered in f2 KO
mice.KOP2t mice also showed lower contraction amplitude and shorter timesikoapel to
50% relaxation than FVBt mice. In additiokOp2t mice showed lower Gé transient
amplitude and shorter time to 50% decay of th& @ansient than WT mice. In conclusion,
MCAE reduced the contraction amplitude, time to peak &agf transient amplitude in

cardiomyocytes from K@ mice.



1. INTRODUCAO

Atualmente, através da técnica de clonagem molecular foram ideats 9 tipos de
receptores adrenérgicos que sao divididos em dois grandes grupes, adrenérgicos (B-
ARS), classificados em B1, B2, B3 (Collins e Surwit, 2001} os alfa adrenérgicos (a-ARS),
subdivididos enuA, a1B, aiD, a2A, a2B, a2C (Fitzgerald, 2007) . Esses receptores estao
presentes em diferentes propor¢cdes nos diversos tecidos do organismo, serm® que
cardiomiécitos expressam seis subtipos de receptores adrenérgigespssfs-, aiA-, ai1B-,
a1D-ARs (Hein e Kobilka, 1997). Dados recentes mostram que no coracao, psmofsais
receptores adrenérgicos saope8Rs e osu-ARs, tendo papel fundamental na regulacédo da
funcdo cardiaca e representando respectivamente 90% e 10% dos receptoézgicie
presentes no coracao (Baker, 2014).

Nas ultimas décadas, o crescente avanco na biologia molecular ani@ulacao
genética possibilitou a producdo de animais geneticamente modifiti@ihag)énicos (TG) ou
konockou{KO), os quais tém auxiliado na elucidagédo dos mecanismo moleculares envolvidos
na via de sinalizacdo adrenérgica e nas fisiopatologias carclitevaes, como a insuficiéncia
cardiacalC) (Brumet al, 2006) Osanimais geneticamente modificados sao ferramentas mais
eficientes e fidedignas do que os modelos farmacolégicos, em funcéo italigads dea
delecéo genética de um subtipo de receptor, como por exemplo, gETaiteespostas precisas
sobre sua fungdo especifica em um nivel que geralmente ndo podeaseadd usando
agonista ou antagonista farmacoldgicos, devido a falta de seletigigfaclente para o subtipo
especifico. Esta técnica de manipulacdo genética € uma feraapmigrosa que permite
atribuir funcdes especificas e individuais de cada subtipo de receptoérgirenComoa
utilizacdo de camundongos geneticamente modificados foi possivel olipezvaf-AR € o
principal mediador dos efeitos cronotropicos e inotropicos em respostacidaraieas, ja que
estas respostas estavam completamente ausentes em camurdwamstpara f1-AR
(Rohreret al, 1996). Em contraste, foi possivel notar que anifkaiskoutpara 2-AR tem
pouca influéncia nas respostas cardiacas as catecolaminas (Chres@hsk999).

Os B-ARs sdo membros de uma grande familia de proteinas de membranadesnhec
como receptores acoplados a proteinag@Gafine nucleotide-binding G protein-coupled
receptor familia de GPCR) (Vassilatist al, 2003), receptores que apresentam sete regides
hidrofobicas que atravessam a membrana celular. Eles exercennfacéntntre o sistema
nervoso central (SNC) e o sistema cardiovascular (Btath 2006), estando assim envolvidos
na regulacao de uma vasta gama de processos fisiologicos (BexhateR005). A sinalizacao

mediada por GPCR € iniciada pela ligacdo de um agonista ao recepitmtuguema alteracao



conformacional no GPCR causando o recrutamento e estimulando a proteina G, que é
heterotrimera e apresenta em sua estrutura trés subunidadég e Gy. (Rockmanet al,
2002 Kobilka, 2007 Xiang, 2011)

Embora pesquisas demomstr que os subtipos Bi1- € B2-AR sdo funcionalmente e
estruturalmente semelhantes entre si, eles apresentam diferencas sWgsificague cerne as
vias de sinalizacao para cada subtipo, resultando em diferepestasdanto na fungao quanto
na estrutura cardiaca (Bristat al, 1986 Madamanchi, 2007). Assim, esses mecanismos de
sinalizacéo distintos em midcitos cardiacos potsgimima importante relevancia clinica, ja que
animais transgénicos com ativacao crénic§d@R desenvolvem hipertrofia cardiaca grave,
fibrose e insuficiéncia cardiaca. Entretanto, animais com superexpfes&R, até certos
niveis, ndo apresentam nenhuma disfuncéo cardiaca (Engedhaifct1999 Liggett et al,
2000).

Sabe-se que a razdo enfie e B-ARs varia entre as espécies. Evidéncias tem
demonstrado que o papel fisiologico da sinalizacAg3=dAR é especifica do estado de
desenvolvimento, da idade, da espécie e da fisiopatologia do coragég €Xobilka, 2003
Pavoine e Defer, 200Mouraet al, 2017). Nos ventriculos humano, o subfp@R apresenta
uma razao aproximada de 80% do total de tod@sARRs cardiacos enquanto que o subtfpe
AR compreende0% dos B-ARs cardiacos (Wallukat, 2002). De maneira semelhante, os
camundongos apresentam uma razao de 75%:2% €lp>-ARs, respectivamente (Brodde e
Michel, 1999). Ja na IGsproporgdes dos subtipfs:f2-ARs cardiaco se aproximam, tendo
uma razéo aproximada de 50% para cada subtipo (Wachter e Gilbert, 2012).

O B1-AR € o subtipo predominante no coracdo no que diz respeito a densidade e
modulacdo das respostas contrateis cardiacas (Bestwl1986 Zhuet al, 2001). A ativacao
desse receptor nos midcitos ventriculares produzem efeitos cronotrépicosrépidost
robustos. As principais resposta induzidas pela ativac@eo-AB nos miocitos cardiacos de
roedores séo caracterizadas por um aumento na contragdo (inotropismo)pasitnamto na
frequéncia cardiaca (cronotropismo positivo), maior velocidade de relaxarusittogismo
positivo) e aumento na velocidade de conducao do impulso el@riamotropismo positivo)
(Rohreret al, 1996 Chruscinskiet al, 1999), enquant@>-AR produz um menor efeito
cronotropico e inotrépico (Deviet al, 2001 Zhu et al, 200% Xiang e Kobilka, 2003).

Os B2-AR sd@o expressos principalmente em células endoteliais(Chruseinaki
2001), atuando diretamente no relaxamento vascular periférico (Chrusstiredki1999)e
contribuindo para a distribuicdo do fluxo sanguineo para diferentes tecidosaftafres3.-

AR também podem mediar respostas funcionais em midcitos cardiaco®t(Rbst999),



aumentar a glicogendlise e gliconeogénese no figado, bem como aumesetzrecdo de
insulina e glucagon nas ilhotas pancreéticas (Fitzgerald, 2007).

O subtipops-AR € a isoform#-ARs de menor expressdo no miocardio de humanos e
murinos (Cannavo e Koch, 2017). Seu papel cardiaco nado € estudado nanteemickade que
0sp1 e B2-ARs (Cannavo e Koch, 2017), porém, torna-se valido ressaltar que eggerriie
descrito como mediador dos efeitos inotropicos negativos em mioaitdiscos de humanos
através de um mecanismo dependente da proteina G inibitéria (Gigt(Zh2001 Calvert e
Lefer, 2013).

Quando a proteina G esté na sua forma inativa, ou seja, na ausémciagtmista, uma
molécula de guanosina difosfato (GDP) encontra-se ligatduhidade Ga, formando um
complexo associado as subunidagley (Gapy). A ligacdo do agonista ao receptor resuéa n
troca da GDP ligado & pela guanosina trifosfato (GTP) (Wess, L98@damanchi, 2007),
promovendo a dissociacdo datefna G em subunidades Ga e GBy ativas (Bargmann, 1998
Hamm, 1998Rockmanret al, 2002 Katz, 2003 Madamanchi, 2007)Assim, Ga-GTP e GBy
vao mediar diferentes cascatas de sinalizacdo (Clapham e 196&r,Ford et al, 1998
Madamanchi, 2007). Ambas as subunidades amplificam a forca dos sinacelulares
através da ativacao ou inibicdo de moléculas efetoras tais comitatdeiclase (AC) ou
fosfolipase C-b (PLC-b) (Madamanchi, 2Q0@&rraraet al, 2014). Essas moléculas efetoras
séo capazes de regularconcentragéo intracelular de ufsegundo mensageiro”, que irdo
induzir repostas celulares aos agonistas ligados aos receptores @iatha098).

No coracéo, os efeitos das catecolaminas ocorrem atraves dd@iiles receptores
betaadrenérgicos (B-ARS), principalmente os subtipfs e B.-ARs, ambos acoplados a
proteina G estimulatéria (Gs) que ira ativar a via de sinalizacédedalato ciclase (AC) (Woo
et al, 2015). OAC quando ativo, desencadeia a catélise da adenosina trifosfato (ATP),
formando3’-5’ monofosfato de adenosina ciclico (AMPc). O AMPc tem o papel de segundo
mensageiro e o seu principal mecanismo de agéo é a ativagiiotei@ma quinase A (PKA)
dependente de AMPc. A PKA é capaz de fosforilar diversas proteinas envolvidampleg
de acoplamento excita¢do-contracdo dos cardiomidcitos (AEC) (Xiang, R&atdoet al,

2013), como representado na figura 1.



Miofilamentos

Figura 1: Via de sinalizaggbadrenérgica nos cardiomidcitos. Receptor f-adrenérgico (B-AR);
proteina estimulatoria (Gsa); adenilato ciclase (AC); monofosfato de adenosina ciclico (AMPc);
proteina quinase A (PKA); canais de?Cdo tipo L (LTCC); reticulo sarcoplasmatico (RS
receptor de rianodina (RyR); residuo serina 2809 (Ser2809); proteina C de ligaighina
(MyBP-C); troponina | (Tnl); residuo serina 16 (Ser16); fosfolambam (FLB); ATPase de
do RS (SERCA). Fonte: Rodrigues, Aurora (2014)

A ativag¢do f-adrenérgica e a subsequente fosforilacdo das proteinas do conplexo d
AEC mediada por PKA acarreta em um aumento of§ D&racelular através da fosforilagéo
dos canais para Gado tipo L (Madamanchi, 200Fajardoet al, 2013) e dos receptores de
rianodina tipo 2 (RyR2) (Katz, 200%iang e Kobilka, 2003)aceleracdo na recaptacdo dé'Ca
pelo reticulo sarcoplasmatico (RSP) (Caty al, 1994), através da fosfolambam (FLB)
(Brittsan e Kranias, 2000) e da £aTPase do RS (SERCA2a) (Xiang e Kobilka, 2003)
diminuicdodasensibilidade dos miofilamentos @e? *, por meio da troponina | (Tnl) e da
proteina C de ligacdo a miosina (MyBP-C) (Bers, 2002ng e Kobilka, 2003).

A ativagdo doB2-AR resulta em um acoplamento bifasico, sendo os primeiro minutos
da estimulacéo predominante o acoplamento a proteina Gs, seguido de acoplament@aa protei
Gi (Devic et al, 2001 Xiang e Kobilka, 2003), subunidade da proteina G que impossibilita
ativacdo da AC nos cardiomiécitos (Zkt al, 2001 Xiang e Kobilka, 2003) . Assim, 0

acoplamento a proteina Gi libera a subunidade Gia que inibe adenilato ciclase, promovendo a



diminuicdo de AMPc e PKA (Xiang e Kobilka, 20@@adamanchi, 2007). Por outro lado, o
tratamento com toxina pertussis (PTX) resulta em um desacoplamenézegor com a
proteina Gi aumentando a estimulacdo da AC (Wettschureck e Offernzfiy, e a
fosforilagdo de FLB no residuo serina 16 (FLBSer16), levando a um lusitropistiop@sim
aumento do efeito inotropico em cardiomidcitos de ratos (Xiad, 1995).

Evidencias tem sugerido que a sinalizagheAR € cardioprotetora. Essa acédo
cardioprotetora pode estar relacionada ao acoplamento a proteirmu&capacidade de de
inibir G/ AC / PKA, atenuando os efeitos inotrépicos e cronotrépicos positivos da
estimulaca®:-AR, bem como ativa uma via de sinalizacdo adicional para a pest#Qao, a
via Gi-Gfy-PI3K-Akt, responsavel por promavea sobrevivéncia dos cardiomiocitos.
(Communalet al, 1999 Chesleyet al, 200Q Zhu et al, 2001 Zhanget al, 2011) A ativacao
da PI3K fosforila e ativa proteina quinase B (AKT), que ira fosforilar a proteina quinase alvo
da rapamicina dos mamiferos (mMTOR), induzindo um aumento na sintese proteica ma meio
ativacao da P70S6K, que é um regulador-chave envolvido na traducaoe miotega, bem
como inibe o fatore de transcricBwrkhead boxO (FoxO) e o glicogénio sintase quinage 3
(GSK33), estimulando processos relacionados a hipertrofia e inibindo aquetdenati a
apoptose e atrofia (Zhet al, 2001 Zhanget al, 2011 Woo e Xiao, 2012), como ilustrado na
Fig. 2.
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https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs10571-017-0557-2#Fig2
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Figura 2: Representacéo da via de sinalizacaedptor f2-adrenérgico (B2-

Inibe a atrofia |

ARSs)-Gi. Proteina G inibitériaGi); Subunidadealfa da Gi @i); Subunidadébeta-
gamadaGi (By), Adenilato ciclaseAC), Proteina quinase B (AKT); Fosfatidilinositc
3-quinasesKI3K); Alvo de rapamicina em  mamiferan TOR) Proteina
qguinaseS6ribossomalP70S6K); Proteina  ribossomal S6  (S6); Fator

transcricadorkhead boxO (FoxO); Atrofia musculaF-box (MAFbx); Muscle RING

finger 1 protein(MURFL1). Fonte:Spadari, 2018.

Em cardiomidcitos isolados, a sinalizagdo PI3K € uma via implicedaipertrofia
cardiaca e protecdo de midcitos a apoptose mediado por inUmerotaagEigenos e estresse
(Kodamaet al, 2000). Assim, acoplamento do B2-AR a proteina Gi parece desempenhar um
mecanismo cardioprotetor, se opondo a apoptose mediada pela via dacginadiap:-AR,
principalmente em pacientes com IC (Sambal, 2005). Um estudo demostrou os efeitos da
norepenifrina (NE) no aumento da apoptose em midcitos ventriculares de ratos adultos , sendo

este efeito principalmente atribuido a sinalizacao atravég:edR (Communalet al, 1998)



Outros estudos com camundong@3 3 revelaram que a estimulagdofleAR através de um
agonista ndo seletivo isoproterenol (ISO) gerou disfuncéo cardiaca beno cameento na
apoptose dos cardiomiécitos (Zétal, 2003 Pattersoret al, 2004). Portanto, apesar de ambos
0S receptores estarem presentes nos miécitos cardiacos e mesfeitem inotropicose
cronotrdpicoso efeito toxico da estimulagdo B-adrenérgica parece ser amplamente mediado
pelo B1-AR.

Estudos apontam que a expressao até 100x awerAR nos niveis enddgenos gerou
um efeito inotropico positivo sem induipertrofia cardiaca ou levar a IC (Liggett al,
2000), pelo menos até 1 ano de idade. Por outro lado, niveis de explegado, ecima de
350x induz fendtipos patoldgicos, desencadeando IC e morte prematura (@igde®000)

De maneira oposta, a superexpressao modesfa-AR a niveis 5 a 15 vezes nos niveis
enddégenos acarretou em hipertrofia cardiaca, apoptose e fibrose poucass sgmdana
nascimento e o desenvolvimento da IC apds alguns meses (Engethaicdt1999). Em
conjunto, esses resultados sugerem o papel diferencial dos subtipasptaes B-Ar na
patogénese de cardiomiopatias.

Evidéncias clinicas tem sugerido que a redugao da ativagdo do 1-AR com 0 uso de um
antagonista seletivo para B1-AR e o aumento da regulagao da via de sinalizacao f2-AR por um
agonista seletivo na hipertrofia cardiaca compensatoria ou nooestiial da IC poderia
resultar em uma modulagdo mais favoravel do sistema B-AR e representar assim, um
mecanismo cardioprotetor (Xiang e Kobilka, 2003). Porém, vale frisar queesse de
sinaliza¢do P2>-AR/GI pode reduzir o suporte contratil mediado por Gs, contribuindo para o
fendtipo da IC descompensada (Xiang e Kobilka, 2003).

Sabe-se que no estagio de compensacao dasi€eraa de sinalizagdo B-AR sofre
dessensibilizacae degradagdo dos B-AR remanescentes, reduzindo o niumero de receptores na
superficie da membrana celular (Koch, 2004). Esse processo de desza¢&iiE um
importante mecanismo dos sistemas GPCR, sendo caracterizado pornimacdo na
interacdo do receptor com a proteina G gerando uma répida perda da redguiegiv
receptor mesmo com a presencga continua do agonista (Hein e Kobilka, 199%@ndimna
producdo deAMPc e assim, atua como uma resposta adaptativa aos elevadosdeiveis
catecolaminas na IC (Madamanchi, 2007)

Esse mecanismo de inativacdo dos recepfeARs ocorre por meio de uma proteina
quinase ligada a proteina G (G protein-coupled receptor kinase,, B&kgcentes a familia da
guinase dos GPCRs (Lefkowitz, 19®88istonet al, 2011). Esse processo de dessensibilizacao

pode ser iniciado pela fosforfdode um B-ARSs ativado por uma GRK. A fosforilagdo aumenta



a afinidade do receptor para uma segunda classe de protdin@ari@stinasA ligagao da -
arrestinas ao receptor fosforilado inibe a interaca@-@&ks com a proteina G, gerando,
portanto, um estado desacoplado do complexo da proteina G através dazatgmalos
receptoresinduzida por B-arrestina (Ribaset al, 2007 Cannavoet al, 2013) ou a
dessensibilizacdo do receptor através do bloqueio da superficiasitégica dos receptores
(Krupnick et al, 1997). Esse mecanismo previne uma maior ativagdes das protsigaa G
consequentemente estimulacédo de AC, acarretando em uma responsividade dedgtARS
as catecolaminas (Lefkowitz, 1998).

Evidencias tem demonstrado que a dessensibilizacdo acentyaddrdeo coracao
na IC é acompanhada por um aumento nos niveis de proteina e mMRNA deu@Rig®) de
GRK expresso no coracdo (Ungerdral, 1994). De fato, a superexpressao de GRK2 no
coracao resultou na reducao da contratilidade quando estimulada pelo isoproteremmshbem ¢
a diminuicdo da producédo de AMPc (Koethal, 1995), prejudicando a funcao cardiaca (Chen
etal., 1998) e promove a apoptose (Brimtsal, 2010) apds leséo por isquemia e reperfusao.

Sabe-se que na IC fa-AR sofre regulacdo negativddwnregulatiol nos niveis de

MRNA e proteina, tendo a sua densidade na membrana plasmatica r¢Brigtda et al,
1986 Bristow et al, 1993), ja of.-AR apresenta aumento na densidade, porém com sua
atividade funcional reduzida (Wachter e Gilbert, 2012). BEs3er impacto sobre of:-AR
pode ser justificado devida norepinefrina, a principal catecolamina enddgena ser
aproximadamente 10 a 30 vezes mais seletiva pgaAiR e também, este receptor esta
localizado na fenda sinaptica, sendo exposto a concentracdedavaias de norepinefrina.
Assim, o Bi1-ARs estaria mais susceptivel a dessensibilizacdo e a cedacd@ensidade
relacionada a maior estimulacdo simpatica observada na IC (WeadBilrert, 2012). Vale
ressaltar que os receptores B3-AR sdo particularmente resistentes a dessensibilizacdo induzida
pelas catecolaminas, pois ndo apresentam o sitio sensivel a fgdtogilee esta envolvido no
processo de dessensibilizacdo dos receptores acoplados a proteina G efNalnt&994).
Devido a relativa preservacdo da expressdtr-@R na IC, este tem sido o foco de interesse
terapéutico tanto do desenvolvimento de agentes farmacolégicososefsraf,-AR, tanto
agonista e antagonista, e de uma abordagem de terapia genéticaraldidae cardiaca
aumentada (Wachter e Gilbert, 2012).

O uso clinico d@-bloqueadores é uma estratégia farmacologica e parte do tratamento
padrdo de algumas fisiopatologias cardiacas, protegendo os cardiomi@stosfeitos
deletérios oriundos da atividade adrenérgica excessiva, tendo como ghjetweoir e/ou até

mesmo reverter o fendtipo de remodelamento causado pela hiperatividgoliticeim



caracteristica de varias fisiopatologias cardiacas, como porpkxem IC (Barrese e
Taglialatela, 2013). E importante ressaltar que em funcéo dos efmitistoxicos do subtipo
B1-AR, o uso de bloqueadores -AR é um dos pilares da atual terapia na IC. No entanto, os
efeitos cardioprotetores do subtipo B2-AR, que atua neutralizando a sinalizag@o hiperativa [31-

AR, ¢ inibida pela terapia com -AR bloqueador n&o seletivo.

Por outro lado, € amplamente aceito que o exercicio fisico (EFa éntenvencéo
nao farmacoldgica de extrema importancia, uma vez que estudosmgsé&aonfere protecéo
contra infarto do miocardio em modelos animais (Aldgtaal, 2007 Chicco et al, 2007),
melhora a sobrevida apds isquemia miocérdica em humano®(ldLllL994), bem como para
a promog¢do da saude, melhoria da qualidade de vida, prevengdo e contdiersies
patologias cardiovasculares (Cornelisseal, 2009 Prasad e Das, 2009). A capacidade do EF
na cardioprotecdo é amplamente estudada contra diversos fatores deditm@ntes injurias
cardiacas como infarto do miocardio (Zhatgl, 200Q Freimannet al, 2009), hipertenséo
arterial sistémica (Cornelissegt al, 2009 Garciarenaet al, 2009) diferentes agentes
cardiotoxica (Desai e Channick, 200&alieetal., 2009) e insuficiéncia cardiaca (IC) (Owen
et al, 2009 Mcmurrayet al, 2012) em humanos e em modelos animais.

Além disso, o EF promove beneficios no sistema cardiovascular podendo daninui
incidéncia de numerosas doencgas cardiovasculares, bem como promover sethturecdo
mecanica ventricular e na aptidao aerébicafWéx) e acarretar um inotropismo e lusitropismo
positivo Roof et al, 2013). Os potenciais mecanismos para explicar os efeitos cronicos
cardioprotetores do EF vém sendo estudados com maior atencao naateletaivmpreender
o complexo fendétipo cardioprotetor. A acdo anti-inflamatoria (Torre-Amedvag, 1996), anti-
fibrética (Xu et al, 2008) e anti-oxidante (Powgeet al, 1993) parecem ser as principais
contribui¢des cronicas do EF, bem como a modulacédo neuro-humoral @raitHL999) e a
melhoria da contratilidade miocardica (Zingmah al, 2007). Assim, esta melhora da
contratilidade pode estar relacionada a acédo cardioprotetora promovida-p&o por sua
capacidade de inibir @ / AC / PKA, atenuando os efeitos inotropicos e cronotropicos positivos
da estimulacéo pelas catecolaminasfidesR, e também ativando a via de sinalizaca&:@y-
PI3K-Akt, responsavel por promovendo a sobrevivéncia dos cardiomiocitos.

Também ém sido demonstrado um importante papel cardioprotetor por meio da
estimulagdo dos B3-AR. Foi observado durante o exercicio fisico voluntario em camundongos
a ativacao deste receptor via elevagdo sustentada e sigraBoabs niveis de catecolaminas
circulantes (Calvert e Lefer, 2013). Esse efeit@lioprotetor através da estimulacao f3-ARS

vem sendo atribuido a ativacdo do 6xido nitrico sintase endoteli@Sebl ao aumento da
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biodisponibilidade do O6xido nitrico (NO)(Moenst al, 201Q Calvert e Lefer, 2013).
Recentemente, um estudo demonstrou o papel critico na regulacdo daafidsiatd eNOS e
na geracdo de NO em reposta a 4 semanas de exercicio voluntarioi@xeedimada pela
ativagdo B3 -AR (Calvertet al, 2011). Mais importante, foi demgrado que a auséncia do Ps-
AR levou a um aumento da lesdo miocéardica apés as 4 semanasatedrao fisico. Também
ha evidéncias dos efeitos cardioprotetores gosistas especificos para f3-AR, sendo esses
efeitos associados a alteracfes na fosforilacdo da eNOS e aoadenE@ em camundongos
com IC (Niuet al, 2012).

O treinamento fisico também pode ter impacto sobre a melhora na fiardéeca que
pode ser explicada, pelo menos em parte, pela mudanga na expressao das proteinas envolvida:
na homeostase do célcio presente nos cardiomiocitos @rain2011). Estas proteinas, como
o receptor de rianodina do tipo 2 (RyR2), a isoforma cardiaca taAT®ase do reticulo
sarcoplasmatico (SERG4 e fosfolambam fosforilada no residuo de serina 16 (FLBser
estdo envolvidas no acoplamento excitagdo-contracdo dos cardiomi@citos, citado
anteriormente.

Embora o treinamento fisico acarrete em melhorias na funcdo candideaindo a
inflamac&o sistémica e a ativacéo desregulada das vias adtas&rgi papel cardioprotetor do
B2-AR, ndo ha estudos até o presente momento que forneca evidéncias dmcawadireta
entre os efeitos benéficos do treinamento fisico sobre a fungéoceasldi@amundongos KO
B2-AR.

Sabese que no exercicio agudo maximo os camundongos KO B2-AR podem se exercitar
normalmenteindicando que o estimulo cronotropico e inotropico por meio dos f-ARS nao séo
fundamentais em exercicio maximo (Roteeal, 1999). Também se sabe que camundongos
KO B2-AR se tornam hipertensos durante o exercicio em comparagdo com camundongos do
tipo selvagem (Chruscinski al, 1999).

Sendo assim, visto que o treinamento fisico pode melhorar a funcao camdiaca
condi¢des patoldgicas, compreender seu efeito sobre as propriedades mectmcemais
de camundongos K@>-AR pode ajudar a elucidar o papel @@AR nos mecanismos

intrinsecos da funcéo cardiaca.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos do treinaffe@otosobre as propriedades
mecanicas e funcionais em cardiomiécitos de camunddagmskoutpara os receptores P2-
adrenérgicos.

2.2 Objetivos Especificos:

Verificar se o exercicio de intensidade moderada na esteira, alteraria:

-A massa corporal;

- A capacidade para o exercicio;

-A funcéo ventricular esquerda.

- A amplitude de contracao, o tempo para 50% do pico de contrag&ngo para 50% do

relaxamento dos cardiomidécitos isolados do ventriculo esquerdo;

- A amplitude e a duracdo das fases sistdlica e diastdlica doetrtensle [C3']; de

cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais de experimentacéo e tratamentos

Foram utilizados camundongos machos com 4 meses de idade, sendo caanlinhag
FVB/N: 22 selvagens e 2O B.. Os animais usados no presente estudo foram provenientes do
Biotério do Laboratorio de Fisiologia Celular e Molecular do Exercicio dal&de Educacéao
Fisica e Esporte da Universidade de Sao Paulo (EEFEUSP) - SAmOsdongos foram
alojados em gaiolas individuais, receberam agua e ragdo conaeréilsitum sendo mantidos
em ambiente com temperatura média controlada de 22°C e regime desidade de
claro/escuro de 12 horas. Os animais foram pesados no primeiro dia de cats séitizando
uma balanca eletronica digital (Martdrasil, modelo AS5500C).

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal elaborado pelo Conselho Nacional de Controle de Exypagaoe
Animal (CONCEA), sob supervisao de uma médica veterinaria (CRBIN 26.410). O projeto
foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso Animal da Universidade Federal de Vigcosa sob o
protocolo n° 55/2016.

3.2. Grupos experimentais

O numero de animais foi calculado a partir da formula: n= $3AXX (ta:gl)2
(Callegari-Jacques, 2003), onde:- mumero de animais; s2variancia em uma amostra de
dados; x- uma variavel qualquer; @ — média aritmética de uma populagdo de dados; ta:gl —
tabela de valores criticos da distribuiciide Student. O desvio-padrdao da amplitude de
contracdo em cardiomiécitos do estudo de Tetrg. (2010 e a média do mesmo parametro
do estudo de Chergg al (2012) , para o nivel de significancia e o grau de liberdade adotamos,
respectivamente, 95% (0=0,05) e a formula (n — 1). Visto que ndo conheciamos o “n”,
utilizamos um “n0” (n inicial) = 16, baseado no estudo de Chengl (2012).

Os animais foram separados aleatoriamente em 4 grupos, a saber:

1) Grupo Controle FVB (FVBc; n=l1): camundongos que nao foram submetidos ao
treinamento;

2) Grupo Exercitado FVB (FVBt; n=11): camundongos que foram submetidos ao #retnam

3) Grupo ControleKO B2 (KOB2c; n= 12): camundongos que ndo foram submetidos ao

treinamento;
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4) Grupo ExercitadoKO B2 (KOBat; n= 12): camundongos que foram submetidos ao

treinamento.

3.3. Teste de esforgo progressivo em esteira

A capacidade dos animais para o exercicio foi medida pela distatatipdrcorrida,
avaliada por um protocolo de exercicio progressivo em esteira [jRdant@ard Apparatus),
como previamente descrito (Ferregtal, 2007). O teste foi realizado em todos os grupos
experimentais antes e apos o periodo de treinamento.

ApoGs 1 semana de adaptacdo a esteira, com 10 minutos cada seas@naissforam
colocados nas baias, 30 minutos antes do inicio do teste. A intensidaderdiwio foi
aumentada em 3m/min a cada 3 minutos, iniciando em 6m/min, conmdi¥a¢éo até a
exaustdo, quando o animal ndo conseguia manter a corrida de acordo elcidade da
esteira. O teste foi realizado antes e apds o protocolo experimaatalsfinar a capacidade
de exercicio. Na 42 semana do protocolo de treinamento fisiccafiziad® novamente nos
animais treinados (FVBtEOB:2t) 0 teste de esfor¢o progressivo em esteira para ajustar a nova
intensidade de treinamento. A intensidade do treinamento de cada grdptefaolinada pela
média do respectivo grupo.

3.4. Protocolo de treinamento fisico

Com 4 meses de idade os animais dos grupos FVBt e KOst foram submetidos a um
protocolo de treinamento de corrida de intensidade moderada, como greeasescrito
(Oliveiraet al, 2009). O treinamento consistiu de 8 semanas de corrida em uma estatea rol
(Insight Instrumentos- Ribeirdo Preto, SP, Brasil), 5 dias por semana, por 60 minutos. A
velocidade e o tempo foram progressivamente aumentados até alcancar @€iécidade
méxima e 60 minutos na 2° semana de treinamento. O protocolo demeaio esta
representado na tabela 1.

O treinamento fisico foi realizado no Laboratorio de Biologia do Exern@t@EX) do

Departamento de Educacéo Fisica da Universidade Federal de Vigosa.



Tabela 1. Protocolo de treinamento:
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Primeira Semana

2% feira 3° feira 47 feira 5 feira 6" feira
10% da VM 20% da VM 30% da VM 40% da VM 50% da VM
10 min 20 min 30 min 40 min 50 min
Segunda Semana
60% da VM 60% da VM 60% da VM 60% da VM 60% da VM
60 min 60 min 60 min 60 min 60 min

Terceira Semana — Quarta Semana (2° feira a 4° feira) 6*feira
60% da VM AJUSTE DE
60 min INTENSIDADE
Quinta Semana — Oitava Semana
60% da VM 60% da VM 60% da VM 60% da VM 60% da VM
60 min 60 min 60 min 60 min 60 min

VM = velocidade maxima

3.5. Isolamento dos cardiomiécitos

Fonte: Rodrigues, Aurora (2014

ApOs 48 horas da ultima sessao de treinamento, os animais foratogesacrificados

por decapitacdo. Em seguida, para a remocao cirurgica do coracao, os pafifod@iracica

foram removidos e o esterno foi pingado, abaixo foi realizado o corte sentido a axila, e entdo o

esterno foi rebatido para cima. Apds a exposicdo da cavidade toracica, o timo foi deslocado da

caixa toracica e retirado juntamente com os pulmdes e coracdo. Codmiad@positado em

um recipiente com a Soluc&ssTAlivre de célcio contendethylene glycol-bis (3-aminoethyl
ether)N,N,N’,N - tetraacetic acid (EGTA|Solucao 1).

Apbs este procedimento o coracéo foi transferido para uma placa de grétiigaaorta

ascendente foi seccionada com uma tesoura de microcirurgia na dgtlsaa segunda

ramificac@o (tronco braquicefélico), fixada com um fio de sutura em uma agulaeode

inoxidavel modificada (canula), e acoplada a uma seringa de 1 mL colncdsEGTA

(Solucéo 1), para a remocédo do sangue nos vasos coronarios. A agulha foi edada fira

sistema dd.angendorffcaseiro (37°C), com controle manual da perfusdo por meio de uma

torneira.
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Para o isolamento dos cardiomidcitos o coracao foi perfundido com a s&lGJao
(Solucao 1), em um fluxo constante, durante 6 minutos, até que 0s vasos geEstaessem
totalmente limpos de sangue, a fim de destruir as bandas désoalesientre os cardiomiocitos.
Posteriormente, foi perfundido a Solugdo Enzimética (Solucdo 2), contendo 10mhg/mL
colagenase tipo II (Worthington, EUA) e 0,8 uM de CaCl2, durante 10 minutos, para destruir
as fibras colagenas extracelulares. Todas as solu¢cfes foram oxigenad@8%-- White
Martins, Brasil) e mantidas em temperatura de 37°C.

ApGs a perfusédo os ventriculos foram separados dos atrios, e posteriormatriedwe
esquerdo foi separado do ventriculo direito. Por sua vez, o ventriculo esquerdo (VE) foi aberto
na regido do septo interventricular e picotado (cortado em pequenos pedacesyuieia, o
tecido foi transferido para um tubo falcon contendo 10 mL da Solucao Enzi(catagenase)
(Solucéao 2). O tecido foi disperso por uma pipeta de transferéncia duremieitd8s, em
“banho-maria” a 37°C. A seguir, o conteudo do tubo foi filtrado e centrifugado (3000 rpm) por
30s. O sobrenadante foi removido e as células foram suspendidas na Salackoll (Solucao
3) contendo 2,5 uM de CaCl2. Esse procedimento foi repetido com a Solugdo Lavado 2
(Solugao 4) contendo 5 uM de CaCl2. Por ultimo as células foram armazenadas em Solucéo
Estoque (Solugdo 5) contendo 10 uM de CaCl2, a temperatura ambiente, até serem utilizadas.

Os registros foram sempre feitos entre uma e trés horas apés o isolamento.

3.6. Solucdes de isolamento

As solugfes utilizadas para o isolamento dos cardiomidcitos ventesditaam feitas
utilizando-se uma soluga@byrode (estoque concentrada 10X) com agua milli-Q e a seguinte
composicdo (em mM) para 500ml: NaCl (13®7,986 g; KCI (5,4) 2,015 g; NaH2PO4 (0,4)

— 0,240 g; MgCI2 (1,43} 2,5 ml; (HEPES) (25) 29,785 g; pH = 7,4; dividida em aliquotas
de 25ml e armazenada em congelador a -20°C.

Para o dia do isolamento dos cardiomidcitos foi preparada a sdlygidebasica, que
consistia dalyrode (estoque concentrada 10X) com milli-Q e a seguinte composi¢cao para
250ml: glicose (22mM)- 0,991 g/; insulina (0,01ug/ml) - 25uL; pH = 7,4 com NaOH;
armazenada em temperatura -5°C.

v' SOLUCAO EGTA (SOLUCAO 1)Para se fazer a solucE&&TA foram adicionados
57,5uL de HEPES-EGTA (1 M) em 25 mL da solugakyrodebésica.
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v' SOLUCAO ENZIMATICA (SOLUCAO 2): Para a solugdo enzimatica, foram
adicionados 10 mg de colagenase e 0,8 pL de CaCl2 (1 M) em 15 ml da solugdo Tyrode
béasica.

v' SOLUCAO LAVADO 1 (SOLUCAO 3)Para a solucéo lavado 1, foram adicionados
2,5 uL de CaCl2 (1 M) em 10 ml da solu¢ao Tyrodebésica.

v' SOLUCAO LAVADO 2 (SOLUCAO 4)Para a solucéo lavado 2, foram adicionados 5
uL de CaCl2 (1 M) em 10 ml da solu¢do Tyrodebasica.

v/ SOLUCAO ESTOQUE (SOLUCAO 5)Para a solucéo estoque, foram adicionados 10
uL de CaCl2 (1 M) em 10 ml da solugdo Tyrodebdsica.

3.7. Contracéo celular

As contracdes celulares foram medidas através da técnica de alteragawpdmento
dos cardiomidcitos utilizando o sistema de detec¢éo de bordas (lonoptixnidshegdo num
microscopio invertido (Nikon Eclipse TS100, EUA) equipado com uma lente de imersdo em
Oleo (S Fluor, 40x, Nikon, EUA), conforme previamente descrito (Neitali, 2001).

Os cardiomidcitos foram acomodados em uma camara experimentaligicaidr a
base de vidro e banhados pela solugdo de perfusdo tampéo (Solugdo Estogpejadutem
controlada (37°C). Os cardiomiécitos foram visualizados em um monitmésitcee uma
camea (Myocam, lonoptix, EUA) acoplada ao microscopio invertido, utilizando um pragram
de deteccédo de imagens (lonwizard, lonoptix, EUA) com uma frequéncia de 240 Hz.

Os cardiomiocitos foram estimulados externamente a frequéncia de 1HoI$0 V
duracéo de 5 ms) utilizando um par de eletrodos de ago, acoplado nos doistéados da
camara, através de um estimulador elétrico (Myopacer, Field Stimutznoptix, EUA). As
bordas dos cardiomidcitos foram identificadas e as contragcdes dos cacitimsnapos a
estimulacédo elétrica foram capturadas pelo sistema de @et@edordas (lonwizard, lonoptix,
EUA) e armazenadas para andlise posterior (Figura 3
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contracdes dos cardiomiocitos isolados. A definicdo das bordas direitmerdss é projetad:

atraveés dos picos verde e vermelho, respectivamente. Fonte: Carneiro-Junior (2009).

Foram utilizados somente os cardiomidcitos que apresentavam boas cgnalicte

seja, as bordas (direita e esquerda) e as estriacbes sarcomeéricksibigias, relaxados em
repouso, sem apresentar contragdes involuntarias. Os registros foram setapooseate trés
horas apds o isolamento dos cardiomidécitos.

A partir das séries temporais de contracao celular, obtidas usando o progragistice
(lonoptix, EUA), os picos de contracédo foram detectados através de varredura desdpont
série e comparacao com um limiar. Esse limiar foi trés vezes o desvio-padsérie, ou seja
gualquer ponto maior que esse limiar foi considerado um ponto de maxima coiitra¢émo
dos pontos de maximo, os picos foram recortados, alinhados e promediados, sendo que o
namero minimo de picos para promediacgao foi cinco. Em seguida, o inicio ¢(fgodédiexao
da curva descendente do pico de contracao) e o fim (ponto correspondente ao retorno da curva
ascendente a condicdo basal) do pico de contragdo médio foram detesmat@avés de
inspecao visual.

A partir da determinacdo dos pontos inicial e final o programa calculava
automaticamente os valores das variaveis de contracdo cetutar,amplitude de contracao
(variagdo do comprimento celular de repouso), tempo para 50% do pico de cofieagio

compreendido desde a estimulacado elétrica até 50% da amplitudeantiexcontracdo, ms),
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tempo para 50% do relaxamento (tempo compreendido desde a amplitude méomaaddo

até 50% do relaxamento, ms). Estas rotinas foram feitas usando lonWizdod@psix, EUA).
Os principais parametros avaliados sdo demonstrados na Figura 4. Dadantiacde

experimento, foram analisados cardiomiocitos isolados de animais detemmidado grupo

experimental e do seu respectivo grupo controle.

Ponto Inicial Ponto Final

! '

100 4 Repouso

98 -

96

94 -

92+ © 50% para o pico de contracio

Comprimento do midcito (um)

@ 50% para o relaxamento

204 Ponto de maxima contracio

00 02 04 06 08 1,0 12 14 1,6 1,8 20
Tempo (s)
Figura 4. Tracado representativo de uma contracdo celular estimulfxdguéncia de

1 Hz, e os parametros avaliados. Fonte: Carneiro-Junior (2009).

3.8 - Mensuracéo do célcio intracelular transiente ([C&]).

As medidas do [CG4]i dos cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo foram
realizadas por meio de sistema de fluorescéncia (lonoptix, EUA) attawé® microscépio
invertido (Nikon Eclipse, TS100, EUA) equipado com uma lente objetiva dedimens 6leo
(S Fluor, 40x, Nikon, EUA). Os cardiomiécitos foram incubados com o indicador fluorescente
de C&", permeavel & membrana plasmatica, Fura-2 (Fura-2 AM, Thermo Fishiénaiiva
EUA).

O Fura2 AM (0,5 uM) foi preparado em uma solucdo de estoque a base de
dimetilsulfoxido— DMSO (50 ul de DMSO em 50 pg de Fura-2 AM). Adicionouse 2,5 pl
dessa solucéo de Fura-2 AM/DMSO em 5 mL de meio celular, em twon fahvolvido em
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papel-aluminio. O tubo foi levemente agitado em superficie plana ddfante a temperatura
ambiente. Apds esse procedimento, a solucéo foi centrifugada (3.000 rpm) por 10 segundos
sobrenadante removido e os cardiomidcitos resuspendidos em 5 mL de solugéoaiteo
(solucéo 4). Em seguida, o tubo falcon contendo os cardiomiécitos permane&ej@oeso a
temperatura ambiente durante 10 min. Todo procedimento foi realizado em ambiente escuro.

O transiente de [CG4i foi mensurado utilizando-se um sistema de excitagéo dupla que
detecta a fluorescéncia excitada por luz UV com 340 e 380nm (lonoptiR). EDs
cardiomidcitos incubados com Fura-2 foram acomodados em uma camara expaérime
montada em um microscopio invertido e banhados pela solucao de perfusao (Bohpgo
Estoque) contendo 1 mM de Ca@ temperatura controlada (~ 37°C). Em seguida, um
cardiomidcito foi posicionado dentro de uma janela ajustavel, com bora@Entgs, e foram
estimulados eletricamente (Myopacer, Field Stimulator, lonoptix, EUA) porpamde
eletrodos de platina acoplado nos dois lados internos da camara, com um pulso sapde-limi
0,2 ms e 20 V \oltage square pul3e na frequéncia de 1 Hz para produzir condi¢cdes
estacionarias. Foram utilizados somente os cardiomiécitos quenestavéboas condicoes,
com as bordas (direita e esquerda) e as estriacfes sarcoméricdafibatas, relaxados em
repouso, sem apresentar contragdes involuntarias. Os registros foram sdogpegdajuatro
horas apds o isolamento dos cardiomidcitos.

Tais variagdes foram expressas em relacdo a razdo: F/FO.edatasdCa®]i, F
representa a média da fluorescéncia maxima apos os estimulos, nstdéisa do transiente,

e FO representa a média da fluorescéncia minima medida entre as contlat@ies,aea fase
diastdlica do transiente.

Os parametros obtidos foram processados através de um software lonWizard
(lonWizard, 6.3, lonOptix, Milton, EUA). As variaveis analisadas foram: amplitude dd][Ca
(F/F0); tempo para o pico do [€h (tempo compreendido desde a estimulacdo elétrica até a
fluorescéncia maxima, ms) e tempo para 50% do decaimento (tempo conguedestie a
fluorescéncia maxima até a metade do retorno a fluorescéncia basal, ms).

Durante cada dia de experimento[@a?'];, foram analisados cardiomidcitos isolados

de animais de um determinado grupo experimental e do seu respectivo grupo controle.

3.9- Exame ecocardiografico:

A avaliacao ecocardiografica foi realizada quarenta e oito horas aftilsaasesséao de

treino nos grupos FVB e K@,. As medidas ecocardiograficas seguiram as recomendacdes da
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sociedade Americana de Ecocardiografia (Sahal, 1978). E importante salientar que a
acuracia e a reprodutibilidade do exame ecocardiografico transtoracesiimar as estruturas
anatdmicas cardiacas e as medidas dos didmetros das cavidadesderes tem sido
confirmadas em uma série de estudos (Chawvak 2001 Janssert al, 2001).

O exame ecocardiografico trastoracico foi realizado por um Unico abseycego
para o genoétipo. Os animais foram anestesiados através do Isoflurano com fliraocoeat
O. misturado ao anestésico. Este animal anestesiado foi posicionadbriatee, a fim de
expor o hemitorax esquerdo que foi cuidadosamente depilado. Sobre o precérdio do animal foi
aplicado um gel de transmissao para ultrassom de viscosidadéattet (zeneral Imaging Gel,

ATL. Reedsville, EUA). O Exame ecocardiografico foi realizado utilizandmaipamento
SEQUOIA 512 (ACUSON corporation, Mountain View, EUA), equipado com transdutor de
15 MHz. A imagem da cavidade ventricular esquerda foi obtida pomsi@ono cursos do

modo M logo abaixo do plano da valva mitral entre os masculos papilares. As imgens da aorta
e do atrio esquerdo também foram obtidas na posi¢cao para-esternal eixo INeoCWsos

do modo M posicionado ao nivel da valva aértica.

Apés a realizacao das medidas foi calculada a fracdo de enentéa(FE) do ventriculo
esquerdo (%FE = [(DDFVE-DSFVE)/DDFVE]x100), utilizado como indice de funcéo
sistolica, onde DDFVE é o diametro diastdlico final do & BSFVE é o diametro sistolico
final (DSFVE) do VE.

4.0. Andlise estatistica

A normalidade dos dados foi testada usando-se o teste Kolmogorov-SrAiesnolha
dos testes estatisticos foi feita conforme normalidade de distritios&tados de cada variavel
medida. Ao final dos tratamentos, as comparacdes entre as médiagdsspgra as variaveis
peso corporal, ecocardiograma e distancia total percorrida foranadealiatravés de ANOVA
de duas vias com post-hoc de Tukey. A comparacao entre os parametros de contratilidade e do
[C&a?"]i entre 0s grupos experimentais ndo apresentou distribuicdo normal. A complessss
variaveis foi realizada através do teste Kruskall-Wallis, siegdo teste de Dunn. Os dados
séo apgsentados como média + EPM. P<0,05 foi considerado para diferencas estatisticamente
significantes. Todas as analises foram realizadas utilizando asefBigmaPlot®, versdo 12.5
(Systat Software, San Jose, CA). O Numeros de animais e de célalisads esta

especificado nas tabelas e figuras.
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5.0. RESULTADOS

Os resultados referentes ao efeito da delegdo dos receptores B-adrenérgicos e do
protocolo de treinamento aerébico sobre o peso corporal, peso do coracdo, pesdodidovent
esquerdo e suas razfes, capacidade para o exercicio e parametros deafdigém estao

representados na tabela 2.
5.1. Peso corporal
O peso corporal (PC) inicial e final ndo foram diferentes entre os grupos.

5.2. Peso do coracéo, ventriculo esquerdo e suas razdes

Em relac&o ao peso do coragao e suas razoes, o Koupa KOB2c + KOPBt) exibiu
uma reducdo no peso do coracdo (PCor), peso do ventriculo esquerdo (PVE), razdo peso do
coracao pelo peso corporal (PCor/PC), razdo do ventriculo esquerdo pelo peso corporal
(PVE/PC) em comparacdo com o grupo FVB (p<0,05).
5.3. Capacidade para exercicio

Os resultados relacionados a capacidade de exercicio demonstram gruposs
treinados (FVBt e KOP2t) apresentaram maior capacidade de exercicio do que 0s grupos nao
treinados (FVBc ¢ KO2c) (p <0,05), no entanto, KOB2t mostrou um aumento na distancia
percorrida em relacéo ao grupo FVBt (p <0,05).

5.4. Parametros da funcado cardiaca

Sobre a analise ecocardiografica, nenhum grupo apresentou alteracdes nadefracao

encurtamento e na fracdo de ejecéo do ventriculo esquerdo (p> 0,05).
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Tabela 2. Peso corporal, peso do coracao, do ventriculo esquerdo e suas razdes, capacidade para @araretros ecocardiograficos

FVBC FVBt KOB:C KOpat

PC inicial, g (n= 67) 29,57 0,71 29,33 +0,71 28,83 0,70 29,83 + 0,65
PC final, g (n= 67) 31,42+0,78 31,00 1,15 30,66 + 0,33 28,66 + 0,88
PCor, mg (n= 67) 230,14 + 7,97 238,83 + 8,6 206,00 + 10,82 209,16 + 6,68
PVE, mg (n= 67) 141,43 + 4,36 151,66 + 4,28 122,33 +7,22 118,50 + 6,47

PCor/PC, mg/g (n= 63 7,33+ 0,24 7,71+0,13 6,72 +0,38 7,26 +0,12

PVE/PC, mglg (n= &) 4,50 0,13 4,90 +0,13 3,99 + 0,26 4,09 £0,11
FEnc, % (n= 47) 28,75 + 1,87 29,00 + 1,87 30,40+ 1,68 28,75+ 1,53
62,87 + 2,69 62,62+ 2,69 64,20 + 2,40 62,33 +2,19

FEVE, % (n= 47)

Distancia total (m) (n=7)

368,74 £ 18,65

649,51 + 47,78

417,34 + 28,24

853,97 + 42,18

Dados sdo médias + EPM (ANOVA de duas vias seguido por teste de TR&epeso corporal, PCor, peso do coracdo, PVE, peso veni
esquerdo, FENnc, fracdo de encurtamento, FEVE, fracdo de ejecao do verdgicetd@ FVBc, grupo FVB controle, FVBt, grupo FVB treina
KOB2c, grupo K@, controle, KP:t, grupo K@, treinado, n, nimero de animaig, < 0,05vs grupo FVB% p < 0,001vs.FVBc,* p < 0,001

vs FVB, ¥ p < 0,001vs KOB:c.
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5.5. Contracéo celular

O efeito da delegdo dos receptores Po-adrenérgicos, do protocolo de treinamento
aerdbico sobre a amplitude de contracdo, o tempo para o pico de@omBt@atempo para 50%
do relaxamento dos cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo de camundangos
linhagem FVB/N estéo apresentados na Figura 5.

O grupoKOBpat apresentou diminuicdo na amplitude de contracdo (p <0,05) em relagéo
ao grupo FVBt (Fig. 5A). O protocolo de treinamento aumentou a amplitudsnttagéo nos
cardiomiécitos dos animais FVBt comparados aos FVBc (p<0,05). Em rela¢g@mpo de
contracédo, o gruphOp.t exibiram reducdo no tempo até o pico (Fig. 5B) e no tempo para 50%

de relaxamento comparado ao grupo FVBt (FE). 5
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Figura 5. Contratilidade de cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerddza (A)
Amplitude de contracao; (B) Tempo para o pico de contracédo; (C) Tempb@® de
relaxamento. FVBc, grupo FVB controle (n=8; N= 6-9 células de cada yniv8lt, grupo
FVB treinado (n= 8; N= 6&-células de cada animal); KOB2c, grupoKOp2 controle (n= 7;
N= 6-8 células de cada animal); KOBst, grupoKOp: treinado (n=7; N= 6-8 células de ca
animal). Valores s&o médias + EPM (Kruskall-Wallis, seguida do teste de Burn),05
vs. FVBt; ®p < 0,05vs. FVBc.
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5.6. Calcio intracelular transiente ([C&*i)

O efeito da delecdo dos receptores Po-adrenérgicos, do protocolo de treinamento
aerobico sobre a amplitude do fJa tempo para o pico diCa’*]i e o tempo para 50% de
decaimento d§Ca?*]; dos cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo de camundongos da
linhagem FVB/N estédo apresentados na Figura 6.

Os cardiomidcitos do grupgdOBzc exibiram maior amplitude d&€a?*]i comparado
ao grupo FVBc (Fig. 6A). Os cardiomidcitos dos aninkddf2t apresentam menor amplitude
do [C&a?']i comparados aos animais B e FVBt. O tempo para o pico do fafoi menor
nos miécitosKOB2c em comparacdo com o grupo FVBc (Fig. 6B). O tempo para 50% de
decaimento do [C4]; foi menor no grupd&OpBzc do que no grupo FVBenos animaikOpt
comparado com os animais FVBt (Fig. 6C).
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Figura 6 Calcio intracelular transientiCa?*]i de cardiomidcitos isolados do ventrict
esquerdo a 1Hz. (A) Amplitude do [€h; (B) Tempo para o pico do [€%:; (C) tempo para
50% de decaimento do [Eh. FVBc, grupo FVB controle (n= 8; N= 6-9 células de c:
animal); FVBt, grupo FVB treinado (n= 8; N=%e¢lulas de cada animal); KOB2C, grupo
KOB2 controle (n= 7; N= & células de cada animal); KO2t, grupoKOB> treinado (n=7,
N= 6-8 células de cada animal). Valores sdo médias + EPM (KIfgkHis, seguida do
teste de Dunnjp<0,05 vs. KOP2c; *p < 0,05vs. FVBt; ®p < 0,05vs. FVBc.
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6.0 DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos do treinarfigicb sobre as
propriedades morfolégicas e mecanicas em cardiomiécitos de camundongos kpac&aut
receptoesp.-adrenérgicos. Foi observado que que os camundong@s &fbesentaram menor
peso do coracédo, peso do vénilo esquerdo bem como as suas razées. Os camundongos KO
B2 ndo apresentaram reducdo na funcdo cardiaca. O principal achad® é@mbecolo de

treinamento reduziu a amplitude de contrag@oamplitude ddCa?*]; em camundongo€O

B.

6.1. Peso corporal

Todos os grupos K@, e FVB apresentaram ganhos de peso corporal esperado ao longo
do periodo experimental, devido ao crescimento. Sabe-se que o tecido adigios@pao 0
cardiaco, apresenta alta densidade de receptores -adrenérgicos, que quando ativados pelas
catecolaminas leva a producdo de AMPc, que por sua vez atiKa,ardsultando em um
aumento da atividade lipolitica no tecido adiposo (Boweed, 2005) Embora f3ARS seja 0
subtipo mais expresso no tecido adiposo (Mcneel e Mersmann, L1828 e Ryall, 2008), foi
observado que camundongos com uma superexpressao de f1-ARS demonstraram um aumento
na atividade lipolitica (Solovevet al, 1997).(Solovevat al, 1997) A lipdlise € maior em
fun¢ao da ativacdo dos PB1- ¢ B3-ARs, com pequena participagdo dos B>-ARS (Atgieet al, 1997)
0 que justifica a semelhanca entre os grupo$KOFVB, independentemente do treinamento

fisico.

6.2. Peso do coracao, ventriculo esquerdo e suas razdes

Nossos resultados mostraram que 0s animais pKGpresentaram reducdo nos
parametros de PCdPVE, PCorPCe PVEPC quando comparado aos selvagens. Estudos té
demostrado a participagdo da sinaliza¢ao f2AR no controle do crescimento e desenvolvimento
estrutural do miocardio (Bernstein, 2002). Sabeuc o acoplamento dos f2-ARs a subunidade
Gaj, ativa a via de sinalizacao de fosfatidilinositol-3-cinase (PBk)(Mcmullenet al, 2003
Luo et al, 2005). O envolvimento dessa via de sinalizacdo no controle da hipertnafiaca
estad bem estabelecido (Mcmullehal, 2003 Luo et al, 2005 Deboschet al, 2006). Assim,
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a falta dos receptoreB-adrenérgicos poderia estar prejudicando este processo, 0 que

justificaria os nossos achados.

6.3. Capacidade para o exercicio

Os camundongos selvagem treinados (FVBt) apresentaram maior distaatidetot
corrida que o respectivo controle (FVBc), sendo que este aumento podassstaado a
adaptacOes cardiovasculares, que sdo efeitos ja conhecidos do trereen@ico (Moore e
Korzick, 1995 Kemi et al, 2008). Outros estudos que utilizaram o mesmo protocolo de
treinamento aerdbico também observaram maior capacidade de exwsigiomais treinados
(Chruscinskiet al, 1999 Vanzelliet al, 2013). Além disso, é interessante ressaltar que o grupo
KOB2t possui um desempenho fisico em esteira maior que o grupo FVBt, corroborando os dados
de (Chruscinsket al, 1999). Foi demonstrado nesse estudo que camundong@s, kiesar
de ndo apresentarem aumento significante do consumo de oxigénio de pico, uUmham
guociente respiratorio (QR) menor que os controles. O QR indicador de utilizacdo de substrato
e do estado metabolico, ou seja, quanto maior os valores de QR, maiozagabilde
glicogénio e quanto menor é o valor de QR, maior € a mobilizacawdieg (Mcardle, 2001)
Portanto, nos animais com inativagdo génica dos receptores fo-adrenérgicos o consumo de
oxigénio é destinado, em quase sua totalidade, & metabolizacéo de lipidios durant®lo protoc
de exercicio e assim, conservando o glicogénio muscular por mais terolad@ado com o
aumento da duracdo do exercicio observado nesses ankhéis. disso, sabe-se que a
estimulagdo dos receptores [B-adrenérgicos durante o exercicio aerébio promove a
glicogendlise(Chruscinskét al, 1999 Rohreret al, 1999). Provavelmente, a delecdo do
receptor B2AR pode gerar alteragdes tais como a diminuicdo da glicogenGiismento da
lipélise (Chruscinskiet al, 1999) preservando por mais tempo o glicogénio muscular. Pode
ocorrer também mudanca fenotipica no musculo esquelético, aumentando a parceletag
fibras oxidativas (tipo I) bem como a sua capilarizacdo em relagéwassglicoliticas (Tipo
lIA e IIB). Conjuntamente é observado um aumento na atividade da sitnédse (Voltarelli
et al, 2014), um indicador de uma melhora do metabolismo oxidativo (Wegeakr1996).

Em conjunto, esses dados podem ajudar a justificar o nosso achado.

6.4. Medida ecocardiogréfica
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Quanto a funcao cardiaca foi observado qgeupo KO B> ndo apresentou alteracdo
guando comparado aos FVB, segundo a avaliacdo ecocardiografica. Sabe-ssogagiinms
receptores adrenérgicos f1-ARS S80 expressos em niveis maiores que o0s receptores adrenérgicos
B>-ARs e tem papel principal na regulacdo da funcédo cardiaca. Estudosmaram que a
ativacao do$i1-ARs leva ao aumento da frequéncia cardiaca, da forca de contracfaxa da
de relaxamento cardiaco (Brodde, 198é&rnstein, 2002Brum et al, 2006). Entretanto, tem
sido demonstrado que a ativacdo de P2>-ARS, expressos em menor propor¢do no coracgao,
colabora para a modulacéo da frequéncia cardiaca e da forca de coanatifiersas espécies
(Brodde, 1991)De fato, quando os cardiomiocitos isolados de camundongos knockout f1-ARS
guando estimulados com isoproterenol, ndo sédo observadas repostas inotobpiuatsdpicas
em relacdo aos animais selvagens (Roétreid, 1996). Por outro lado, na delecao génica dos
receptores f2-ARS, foram observadas respostas normais e equivalentes aos anvagmsnse
mediante 0 mesmo estimulo (Roher al, 1999 Bernstein, 2002). Esses dados podem
justificar a auséncia de alteracdo da fungéo cardiaca observadanmais K@ (., ja que 0s

receptores adrenérgicos B1-ARS tem uma maior participagdo na modulagéo da funcdo cardiaca.

6.5. Contracao celulare Calcio intracelular transiente

Foi observado que os camundongosfi@einados tiveram menor amplitude de contracéo
e menor amplitude do [€3i, e que o treinamento aumentou a amplitude de contracdo nos
animais selvagens.

Os cardiomidcitos d¥E de camundongoKOpat apresentaram menor tempo para
pico de contrag&o, tempo para 50% de relaxamento e tempo para 50% do deckif@s#th
comparado aos camundongos EVBIém de possuir B1-AR, conhecido como o principal
responsavel pelo aumento da contracdo dos cardiomiocitos (Xiang e K@bilid), estudos
anteriores mostraram que o treinamento fisico aumentou a resposta dos f-Ars (Libonati e
Macdonnell, 2011) e a expressdo da proteina Gs (Hametoald 1988), o que ajudaria a
justificar a melhora nos tempos dos aninkai¥.t.

A delecdo génica alterou as propridades mecanicas nos cardiomiocitos de VE
camundongo¥Opzc, acarretando em maior amplitude @=&];, menor tempo para o pico
Ca&* e menor tempo de 50% de decaimento comparado aos camundongos FVBc. Era esperado
que presenca de B1-AR nos cardiomiocitos desses camundongos associada a delecao de f2-AR
poderia afetar as propriedades mecanicas. Sadpe>o B1-AR no tecido cardiaco de roedores

€ o principal responsavel pelo aumento do inotropismo cardiaco (Xi&adpikka, 2003)
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Também sabe-se qugieAR possui acoplamento bifasico sob estimulo agonista, inicialmente
prevalente no acoplamento a proteina Gs e subseqiientemente acoplandoa@ir¢bedvic
et al, 2001), inibindo a ativacao @& e assim reduzindo a producao de AMPc e a subsequente
fosforilacdo das proteinas envolvidas no complexo de exitacdo-contracéardiomidcitos
(Xiang e Kobilka, 2003)Assim, Quando ndo ha ativacdo do f>-AR, essa importante aide
sinalizacdo da proteina Gi e o seu efeito inibitorio sobre a Aénado, aumentando a
producdo de AMPc e a fosforilacdo das proteinas envolvidas na excitagtéacdo do
cardiomiocito (Bers, 2002). O aumento dos nivei€dé na sistole nos animais B2ARC pode
ser devido a uma maior liberacdo@&* do reticulo sarcoplasmatico pela pieadrenérgica,
corraborando com outros achados (Freeetal, 2001 Schwarzet al, 2003).

O principal achado do presente estudo € que a associa¢ao do protaedh@anento
com a delecio génica diminuiu a amplitude de contracéo e awapli¢Ca" dos midcitos
isolados doVE dos animaisKOB2ARt. Sabe-se que a homeostaseCde prejudicadaé
implicado como um mecanismo fundamental para disfuncdo miocardica (Rreeahg2001).
O B2-AR é conhecida como o receptor cardioprotetor e sua delecéo associada a estimulagéo de
B1-AR através das catecolaminas, como por exemplo durante o exercicio aerobico pode causar
disfuncdo cardiaca bem como o aumento na apoptose de cardiomiécitasnanda@ngos
KOB2AR (Zhu et al, 2003 Pattersoret al, 2004). Estudos também tem demonstrado que o
treinamento fisico aumenta a responsividade dos B-Ars (Libonati e Macdonnell, 2011) e a
expressdo da proteina Gs (Hammendal, 1988), talvez a associacdo entre o protocolo de
treinamento aerobico utilizado neste estudo e a auséncia de f2-AR pode ser prejudicial para
este modelo animal. Assim, é necessario saber se outros protocdi@sndmento com
intensidade e duracéo diferentes podem ser melhores para este modalcarsma presenca
de B2-AR € imprescindivel para a realizacéo de treinamento fisico.

Por outro lado, o treimaneto aerébico aumentou a amplitude de contracédo rass anim
selvagens FVBt quando comparados ao FVBc. Este aumento da condetitifacardica
induzido pelo treinamento é conhecido (Moore e Korzick, 1995). Uma possstiéitativa
para o mecanismo subjacente ao aumento da forca contréatil no ndaz ek o treinamento
fisico pode resultar em um aumento na sensibilidade dos miefitasia ativagéo pelo Ga A
melhora da sensibilidade do miofilamento ad'@wuma importante adaptagio do coragédo de
ratos e camundongos ao treinamento fisico regular (¢, 2001 Wisloff et al, 200%,

Kemi et al, 2007). Este aumento resultaria em um maior nivel de geracao deisemsétrica
na mesma concentracdo @=q'] intracelular, um efeito que é inteiramente consistente com os

efeitos relatados do treinamento na tenséo isométrica no tecido miocariffiee et al, 2001).
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7. Conclusao

v" N&o houve alteracéo no peso corporal e nos parametros ecocardiograéidod@aos
grupos de tratamento;

v' A delegdo do receptd-ARs, independente do treinamento fisico reduziu o peso do
coragdo, o peso do ventriculo esquerdo e as razdes, aumentou a amplitud€]ido [Ca
reduziu o tempo para pico de?Ca reduziu o tempo para 50% de decaimento;

v’ A auséncia do receptor B-ARs associado ao treinamento fisico aumentou o
desempenho para o exercicio, diminuiu o tempo para pico de contracdo e o tempo para
50% relaxamento, porém, teve impacto negativo na amplitude de g&mteana
amplitude [C&";;

v' O protocolo de treinamento aumentou a amplitude de contragdo nos animaipalo g
FVB.
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Abstract

Background Both B2-adrenoreceptorfAR) modulation and moderate-intensity aerobic
exercise (MIAE) promotes cardioprotection, however, the cardioprotective effects of MIAE in
a condition of}2AR absence remain to be elucidated.

Methods To test the effects of an eight-week MIAE program on the hegf2AR knockout
(B2ARKO) mice and wild-type (WT) underwent treadmill running (60 min/day, 5 days/wk
60% maximal running speed), while theespective controls did not exercise. The cardiac
contractile function was measured by echocardiography; and the cellulaactibtyt and
intracellular C&" transient were measured in single left ventricular myocytes.

Results MIAE increased running capacity f2ARKO andWT mice, although the fractional
shortening and ejection fraction were not charigadainedp2ARKO mice. Traine@.ARKO
mice also showed lower amplitude of cell shortening and shorter tinpesak shortening and
to 50% relaxation thaw/T mice. Moreover, trainef2ARKO mice showed lower intracellular
Ca&* transient amplitude and shorter time to 50% decay of thtt@asient in than WT mice.
Conclusiors: In the absence @RAR it is likely that MIAE does not promote cardioprotection

inasmuch as it impairs cardiomyocytes’ contractile function.

Keywords: Physical ExerciseCardiomyocyte contraction; Cardioprotection; Adrenergic

regulation.
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1. Introduction

The B1-adrenoreceptoBLAR) activation is primarily responsibler the increasen
cardiac chronotropism, inotropism and lusitropism in humans and mice (Hrahé¢fobilka
2003). However,f2AR also participates in such modulation aibsl regulatory role is
cardioprotective it counteracts the cardiac damages induced31AR overstimulation
(Bernstein 2002Patterson et al. 2004) .

The use of B-blockers protects cardiomyocytes against excessive adrenergicasiomul
(Mann 1998). Likewise, as a non-pharmacological therapeutic strategyrateaeensity
aerobic exercise (MIAE)xiknown to promote cardioprotection due to its beneficial effects on
cardiovascular and autonomic nervous systems by increasing vagal ridnesducing
sympathetic activity at rest (Leosco et al. 2013). However, #éndiaprotective effects of
chronic MIAE in a condition op2AR absence remain to be elucidated.

Expanding the comprehension of th2AR roles is of clinical relevance to promote
advances in the pharmacological and non-pharmacological therapiedofidharethis short
report we testd the effects ot MIAE program on the contractile function of cardiomyocytes

in B2AR knockout 2ARKO) mice.

2. Methods

2.1. Experimental animalsiour-to fivemonth-old male wild type WT) and congenic
B2ARKO mice in the FVEBN genetic background were studi®T andp2ARKO mice were
randomly assigned to WT control (WTc), WT trained (WTEJARKO control 32ARKOC)

and B2ARKO trained B2ARKOLt) groups. All mouse experiments were approved by the
institutional Animal Ethics Committee (protocol #55/2D16

2.2. Graded treadmill exercise test and MIAE training protocol
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The maximal running speed (MRS) was determined using the graded tiea@mdise
test until fatigue, as described previously (Ferreira et al. 200¥9. MIAE training was
performed 5 days/week (Monday to Friday), 60 min/day, for 8 weeks. Over thedekt the
duration and running speed of exercise were progressively increased until 6Gamu&O%
of the MRS. This intensity was maintained until tifevBeek of trainingBy the end of week
four, the graded treadmill testasrepeated to readjust the MRS. The exercise capacity was
estimated using the total distance run obtained in the graded tigadtrperformed at the end
of week eight.

2.3. Echocardiogram.

Forty-eight hours after the last bout of exercise, isoflurane-anesthatize and
B2ARKO mice had their cardiac function assessed by two-dimensiandédy M-mode
echocardiography (Acuson Sequoia model 512). Briefly, mice were positiortetheiit upper
limbs wide open, and an ultrasound transmission gel was applied to eberdwum.
Transthoracic echocardiography was performed using a 14-MHz linear transHetter.
ventricle systolic function was estimated by fractional shortenindgobews: Fractional
shortening (%) = [(LVEDD- LVESD)/LVEDD] x 100, where LVEDD means left ventricular
end-diastolic dimension, and LVESD means left ventricular end-systolic dimension.

2.4. Cardiomyocyte isolation.

Twenty-four hours after echocardiography, mice were weighed and thed ky
decapitation. Left ventricle (LV) cardiomyocytes were enzymaticallated as described
previously (Rodrigues et al. 2018). Only calcium-tolerant, quiescendl-shiaped
cardiomyocytes showing clear cross-striations were studied. Theedokrdiomyocytes were
used within 23 h of isolation.

2.5. Cardiomyocyre contractile function.
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Cell contractility was evaluated as described previously (Rodrejueds2018). Briefly,
the isolated cells were placed in a chamber and perfused with HEPES-Tyrodmguligi10
uM CaClzat 37°C(1). Steady-state 1-Hz contractions were elicited via platinumddactrodes
with 5-ms voltage pulses and intensity of 40 V. The cell shortening (our index of conyfactilit
in response to electrical stimulation was captured using a video nedlgendetector (lonoptix
Milton, USA). The imes to peak of shortening and to half relaxation were calculated.
2.6. Intracellular calcium transient

The intracellular calcium ([C4);) transient was monitored in single myocytes using the
ratiometric C&" dye fura-2AM (Thermo Fisher, Waltham, USA), as previously described
(Natali et al. 2002). In brief, fura-2 signal was acquired using laalisoftware (lonOptix,
Milton, USA) when myocytes were field stimulated via external jpleti electrodes at 1Hz, at
37°C, using the same experimental chamber described above. The ftaboestent emission
at 510 nm in response to alternate excitation at 340 and 380 nm (340/380 ratorwalex
of [C&®*]i transient.
2.7. Statistical analysis

Data are presented as means + SEMo-Way ANOVA followed by Tukey test or
Kruskal -Wallis followed by Dunn's test was used for comparisans.value of < 0.05 was
considered statistically significanNumbers of rats, hearts, and myocytes used in each
experiment are given in relevant table and figure legends.
3. Results

Both initial and final BW were not different between groups (Tabldhi¢f 2ARKO
groups exhibited lowadW, LVW and their ratios to BW than the respective WT groups, and
no effect of MIAE was observed on such parameters. Regarding the cardiacnfumetiber

B2AR deletion nor MIAE affected fractional shortening and ejection fractianfoh the
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exercise capacity, trained groups showed higher distance run thamedtrin addition
B2ARKKOLt showed a higher distance run than WTt.

While myocytes from B2ARKOc had a trend to exhibit reducstortening (p=0.06)
compared to WTc animals, cells frdipRARKOt showed lower (p<0.05) shortening than WTt
cells (Fig. 1A). MIAE increased cell shortening in WT anim&tggarding the contraction
timecourse 32ARKOLt cells exhibited shorter times to peak (Fig. 1B) and to 50% relaxation
compared to WTt myocytes (Fig. 1C).

Cardiomyocytes from P2ARKOc group exhibited higher [Ca?*]; transient amplitude
than WTccells (Fig. 2A). Glls from B2ARKOt exhibited lower [Ca?*]; transient amplitude
comparedto B2ARKOc myocytes. The time to peak of thi€a?*]i transient was shorter in
B2ARKOc myocytes compare WTc cells (Fig. 2B) The time to 1/2 decay of the [Eh
transient was shortét f2ARKOc than in WTg¢and in2ARKOt compared to WTt (Fig. 2C).
4. Discussion

The applied MIAE reduced the amplitudes and timecourses of left adatri
myocyte shortening and [€% transient in P2ARKO mice. Such abnormal responses to
exercise suggest that the exercise regime did not to promote cardioprotection.

Concerning the reduced amplitudes, exercise training is knovitcrigase B-AR
responsiveness (Libonati and MacDonnell 2011) and Gs protein expression (Hagtrabnd
1988), thus it is likely that the combination of increased adrendrgialsinduced by MIAE
and the absence of the cardioprotective tdl@2AR (Xiang et al. 2002) has impaired the
myocyte contractile function. The cardioprotectidfi2 AR is related to the inhibition of Gs /
AC / PKA signaling pathway and activation of Gpy-PI3K-Akt signaling pathway (Cannavo
et al. 2013). This possibility is supported by the fact that in mgsclyom WT mice MIAE
increased the amplitudé cell shortening, although no effect was found in the amplitude of the

[C&a?"]i transient. Such benefit of MIAE in normal individuals is well knownn(iet al. 2008).
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Regarding the time courses of cell shortening andJCmansient, the present study
showed that myocytes frofRARKOt group had shorter times to peak and to 50% relaxation,
as well as the time to 50% decay of theqGdransient, than WTt cell¥hese combined effects
might be explained by an increase in the responsivendssA6t (Libonati and MacDonnell
2011) and in the expression of Gs proteins (Hammond et al. 1983ARKOt mice. In the
absence of B2AR there is no Gi protein activation which resultsnareased adenylate cyclase
(AC) and cAMP production and hence PKA activation (Xiang and Kobilka 2003). As a
consequence of increased Gs expression and absence of Gi activatigmgpleorylation of
cardiac proteins involved in excitation-contraction coupling (i.e. PliB), i§ augmented (Bers
2002).

As for the cardiac function, there was no effect of eiff&#R deletion or MIAE on
fractional shortening and ejection fraction. Those changes found in cardiosgoatytctility
did not impact on the whole ventricle. SinBéAR have a greater participation in the
modulation of cardiac function (Bernstein 2002), the abseng®?d® did not affect the cardiac
function in this animal model.

Despite the absence of MIAE effect on the cardiac function, the exeajscity was
superior inB2ARKOt animals when compardd WTt. Inasmuch as B-adrenergic stimulation
promotes glycogenolysis during aerobic exercise (Chruscinski et al, R688er et al. 1999),
the lack of B2AR might have decreased glycogenolysis and increased lipaySBARKO
mice (Chruscinski et al. 1999), which preserves muscular glycogen and abkensse for
longer periods.

Morphologically,2ARKO mice presergd lower valuedor HW, LVW, HW/BW and
LVW/BW than WT animals. The participation @R2AR signaling in myocardial growth

(Bernstein 2002) and hypertrophy (McMullen et al. 2003)B2iAR coupling to subunit Gai
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activity on phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)/AKT has been demosesti@&icMullen et al.

2003).

5. Conclusion

In conclusion,in the absence of P2AR it is likely that MIAE does not promote
cardioprotection inasmuch as it impairs cardiomyocytes’ contractile function.
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WTC WTt BARKOC B2ARKOL
Initial BW, g (n= 6-7) 2957 +0.71 29.33 20.71 28.83 % 0.70 29.83 + 0.65
Final BW, g (n= 6-7) 31.42 £0.78 31.00+ 1.15 30.66 + 0.33 28.66 + 0.88
HW, mg (n= 6-7) 230.14 +7.97 238.83+ 8.6 206.00 + 10.82 209.16 + 6.68
LVW, mg (n= 6-7) 141.43 + 4.36 151.66 + 4.28 122.33 £7.22 118.50 + 6.47
HW/BW, mg/g (n= 6-7) 7.33£0.24 7.71£0.13 6.72 £0.38 7.26 £0.12
LVW/BW, mg/g (n= 6-7) 4.50 +0.13 4.90 +0.13 3.99 +0.26 4.09 +0.11
FS,.% (n=4-7) 28.75 + 1.87 29.00 + 1.87 30.40+ 1.68 28.75+ 1.53
LVEF, % (n= 4-7) 62.87 + 2.69 62.62+ 2.69 64.20 + 2.40 62.33 +2.19

Total distance run (m) (n=7

368.74 £ 18.65

649.51 +47.78

417.34 £ 28.24

853.97 + 42.18

Values are means + SEM (Two-way ANOVA followed by Tukey te&¥y, body weight. HW, heart weight. LVW, left ventriaunweight. FS, fractional shortening. LVEI

left ventricular ejection fraction. WTc, wild-typeowtrol. WTt, wildtype trained. B2ARKOc, p2-AR knockout control. P2ARKOt, 2-AR knockout trained. BW, bod

weight. n, number of animal§ < 0.05 vs. respective WT groufpp < 0.001 vs. WTc p < 0.001 vs. WTE p < 0.001 vs. B2ARKOc.
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Figure 1. Myocyte contractile function. (A) Amplitude dbstening; (B) Time to peak of shortening; (C) Tin

to 50% relaxation, Intracellular €aransient. (D) Amplitude; (E) Time to peak; (F) Time to 50%age WT -

¢, wild type control. WT-t, wild typerained. B2ARKO-c, 2 knockout control. P2ARKO-t, 2 knockout

trained. Data are mean + SEM of 40 to 52 cells in each giwyskal -Wallis followed by Dunn's testf.p

< 0.05vs.WTt; & p < 0.05vs.B2ARKOc; $ p < 0.05vs. WTc.



