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RESUMO

BOZI, Luiz Henrique Marchesi, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto
de 2010. Efeitos de um programa de exercicio fisico prévio ao infarto do
miocéardio sobre a morfologia e a funcao contréatil do ventriculo esquerdo
de ratos. Orientadora: lzabel Regina dos Santos Costa Maldonado.
Coorientadores: Antnio José Natali e Thales Nicolau Primola Gomes.

O estudo teve como objetivo verificar os efeitos de um programa de
corrida em esteira realizado previamente ao infarto do miocéardio (IM) sobre a
morfologia e fungéo contratil do miocérdio de ratos. Ratos Wistar com idade de
30 dias foram divididos em 3 grupos: infartado sedentario (INF SED, n=13),
infartado exercicio (INF EX, n=26) e infarto simulado (SHAM, n=12). Antes da
cirurgia os animais do grupo INF EX foram submetidos a um programa
progressivo de corrida em esteira (5 dias/semana, 60min/dia, 18 m/min e
inclinacdo de 10° por 8 semanas. Apds este periodo os animais dos grupos
INF EX e INF SED foram submetidos a uma cirurgia para indu¢do do IM
(oclusdo da artéria) e nos animais do grupo SHAM a artéria ndo foi ocluida.
Quinze dias apds a inducdo do IM, os cardiomidcitos localizados na borda
(2mm) da é&rea infartada de metade dos animais de cada grupo foram isolados
por dispersédo enzimatica. Os cardiomidcitos foram estimulados a 0,5 e 3 Hz,
em temperatura ambiente (~25°C), para mensuracao da funcdo contratil em
diferentes concentracdes externas de célcio (0.6, 1 e 5 mM). O restante dos
animais foi usado para obtencdo dos registros hemodinamicos. Apds este
procedimento os coragdes foram removidos, fixados e corados com Picrosirius
red ou Tricrémico de Masson para analise histolégica. Os resultados mostram
gue os animais exercitados tiveram melhor capacidade de corrida, comparados
aos sedentarios (P<0,05). O programa de corrida aplicado ndo reduziu
significativamente a mortalidade dos animais infartados. O peso do coragéo,
peso relativo do coracéo, peso do pulméo, peso relativo do pulmdo e peso
liqguido pulmdo foram maiores nos animais infartos em comparagdo com o
SHAM, mas sem diferenca entre os grupos INF SED e INF EX (P<0,05).
Entretanto, a extensdo do infarto e o conteddo de colageno no miocardio

sobrevivente foram reduzidos pelo exercicio fisico, apesar da densidade capilar



nao ter sido alterada (P<0,05). O comprimento, a largura e o volume celular
foram maiores no grupo INF EX (P<0,05), quando comparado aos demais
grupos. Os animais exercitados previamente apresentam maior amplitude de
contracdo e velocidades maximas de contracdo e relaxamento, quando
comparados ao grupo INF SED (P<0,05). Além disso, o exercicio fisico prévio
aumentou a dP/dt+ e reduziu a dP/dt- (P<0,05). Conclui-se que o programa de
corrida em esteira realizado previamente ao IM atenuou os efeitos deletérios do
IM sobre a morfologia e a funcdo contratii do miocardio. As principais
adaptacbes do exercicio: a) reducdo do tamanho do IM; b) atenuacdo das
alteracdes provocadas pelo IM na amplitude de contracdo e aumento da
velocidade do ciclo contracdo-relaxamento de cardiomiécitos isolados; c)
aumento do comprimento, largura e volume dos cardiomidcitos; d) reducao da
deposicao de coldgeno no miocéardio sobrevivente; e) atenuacao das alteracbes
provocadas pelo IM nos parametros hemodinamicos.
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ABSTRACT

BOZI, Luiz Henrique Marchesi, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August
2010. Effects of a physical exercise program previous to myocardial
infarction on the left ventricle morphology and contractile function of rats.
Adviser: Izabel Regina dos Santos Costa Maldonado. Co-advisers: Antonio
José Natali and Thales Nicolau Primola Gomes.

The aim of this study was to verify the effects of a treadmill running
program previous to myocardial infarction (MIl) on the myocardium morphology
and contractile function of rats. One-month old male Wistar rats were randomly
divided into three groups: sedentary infarcted (INF SED, n = 13), exercised
infarcted (INF EX, n = 26) and simulated infarction (SHAM, n = 12). Before
surgery animals from INF EX were subjected to a program of treadmill running
(5 days / week, 1 hour/day, 18 m/ min and inclination of 10 °) for 8 weeks. Then
animals from INF EX and INF SED had the left descending coronary artery
occluded with a suture thread. The same procedure was performed with SHAM
animals, but without artery occlusion. Fifteen days after MI induction myocytes
located at the border zone (2mm) of the infarcted area were isolated from some
animals of each group and stimulated at 0.5 and 3 Hz at room temperature (~
25 ° C) to measure cell contractile function at different extracellular calcium (0.6,
1 e 5 mM). The remaining animals were used to obtain hemodynamic records.
After this procedure, the hearts were removed, fixed and stained with picrosirius
red and Masson Trichrome for histological analysis. The results show that the
exercised animals had a better running capacity than the sedentary ones (P
<0.05). Treadmill running reduced the mortality of infarcted animals, but without
statistical difference (P <0.05). Body weight, heart weight, relative weight of
heart, lung weight, relative lung weight and lung fluid were not affected by the
exercise program (P <0.05). However, the infarct size and collagen content in
the surviving myocardium were reduced in previously exercised animals,
although the capillary density was not changed (P <0.05). The length, width and
cell volume were greater in INF EX group (P <0.05), compared to INF-SED.
Exercised animals showed higher contraction amplitude and maximal velocity of
contraction and relaxation when compared to sedentary control group (P
<0.05). Furthermore, treadmill running increased the dP / dt + and reduced the

Xii



dP/dt- (P <0.05). It was concluded that the program of treadmill running
attenuated the deleterious effects caused by MI on the morphology and
contractile function of the myocardium. The main adaptations of exercise
program were: a) attenuation of the changes in the amplitude of cell contraction
and improvement of the contraction-relaxation cycle; b) increases in the length,
width and volume of cardiomyocytes, c) reduction of collagen deposition in the
surviving myocardium; and e) attenuation of the changes in the hemodynamic

parameters.
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1. Introducéo

As doencas cardiovasculares prevalecem como um das principais causas de
mortalidade e incapacidade no mundo ha varios anos (Murray & Lopez, 1996).
Dentre os acometimentos cardiacos em decorréncia destas doencas destaca-se 0
infarto do miocérdio (IM).

7

Essa patologia é causada pela obstrucdo parcial ou total das artérias
coronarias, responsaveis pela irrigacdo do miocéardio. Quando o fluxo coronariano é
obstruido, uma parte do tecido cardiaco deixa de receber oxigénio e nutrientes. Este
evento esta relacionado com a morte de parte do miocéardio, o qual conduz a um
guadro de remodelamento cardiaco, onde ocorre o rearranjo estrutural e molecular
compensatorio, sem restauracdo da funcéo cardiaca (Mill et al, 1990; Loennechen et
al., 2002; Dayan et al., 2005).

Os efeitos deletérios causados pelo IM estdo relacionados a uma série de
mudancas estruturais, as quais tém inicio com a morte dos cardiomiécitos na regiao
afetada pela isquemia tecidual. O rearranjo estrutural causado pelo IM faz parte de
uma resposta para reparar a area lesada. De uma forma geral, esse processo tem
como objetivo substituir os cardiomiécitos mortos por uma cicatriz de colageno
(Dobaczewski et al., 2009).

Apesar de essa resposta reparativa ter um papel importante na manutencao
da estrutura cardiaca e para evitar um possivel rompimento e dilatacdo do ventriculo
esquerdo (VE), esse processo também desencadeia uma resposta reativa, ou seja,
as areas que nao foram afetadas de forma direta pela isquemia tecidual também
sofrem os efeitos do remodelamento cardiaco caracterizado, principalmente, pelo
acumulo de colageno nessa regidao. O acumulo excessivo dessa macromolécula na
regido ndo infartada aumenta a rigidez tecidual, a qual esta relacionada com o
desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca (de Waard et al., 2007; Xu et al., 2008; de
Waard & Duncker, 2009).

Estudos in vivo demonstram que as alteracbes causadas pelo
remodelamento cardiaco tém impacto importante sobre a funcdo cardiaca. Foi

reportado, a partir da analise da funcdo cardiaca de animais infartados, que o IM
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reduziu a fracdo de ejecdo, a porcentagem de encurtamento e o desenvolvimento
de pressodes sistolica, arterial média e sistolica intraventricular, além de aumentar a
pressao diastolica final intraventricular (Li et al., 1995; Holt et al., 1998; Gupta et al.,
2000; Loennechen et al., 2002; Wisloff et al., 2002; Ahlers et al., 2005).

A perda de funcédo cardiaca observada em coracdes com IM pode estar
relacionada com alteracbes das propriedades morfolégicas e contrateis dos
cardiomiécitos. Estudos com cardiomiécitos isolados demonstram que o
comprimento celular apresenta-se aumentado em reposta a dilatacdo do VE (Li et
al., 1995; Loennechen et al., 2002; Wisloff et al., 2002), enquanto h&a reducédo da
amplitude de contracéao (Li et al., 1995; Holt et al., 1998; Loennechen et al., 2002;
Kim et al., 2002), aumento (Holt et al., 1998; Loennechen et al., 2002) ou néo
alteracao (Wisloff et al.,, 2002) do tempo de contracdo e aumento do tempo de
relaxamento (Holt et al., 1998; Loennechen et al., 2002; Wisloff et al., 2002).
Contudo, existem controvérsias sobre os efeitos do IM na funcdo contratil dos
cardiomiécitos (Gupta et al.,, 2000; Song et al., 2004; Ahlers et al., 2005;
Mackiewiczet al, 2008).

Embora a pratica de atividade fisica seja correlacionada com reducédo de
eventos cardiovasculares (Blair et al., 1994; Hakim et al., 1998; Manson et al.,
2002), pouco se sabe sobre os possiveis beneficios da pratica de exercicio
realizada antes da inducdo do IM. Estudos em modelos animais tém demonstrado
que o exercicio fisico regular realizado previamente ao IM foi capaz de reduzir a
mortalidade (de Waard & Duncker, 2009) e o tamanho do infarto (McElroy et al.,
1978; Freiman et al.,, 2005), além de atenuar o processo de remodelamento
cardiaco, caracterizado pela reducdo da dilatacdo do VE (Freiman et al., 2005) e
deposicao de colageno no miocardio sobrevivente (de Waard & Duncker, 2009).

O exercicio fisico regular realizado antes do IM é capaz também de atenuar a
perda da funcéo cardiaca. Foi reportado que animais exercitados previamente ao IM
apresentaram aumento da fracdo de encurtamento do VE (Dayan et al., 2005;
Freimann et al., 2005; de Waard & Duncker, 2009) e reducédo o diametro diastdlico e
sistdlico final do VE (Dayan et al., 2005; Freimann et al., 2005).



Em nivel celular, foi demonstrado que o exercicio fisico em animais
saudaveis induziu adaptacées que melhoraram a funcéo contrétil de cardiomiécitos
isolados, conforme observado pelo aumento da amplitude de contracdo e reducéo
dos tempos de contragao e relaxamento (Wisloff et al., 2001; Kemi et al., 2005; Kemi
et at., 2007). Entretanto, ndo é de nosso conhecimento estudos que investigaram se
exercicio fisico regular realizado antes do IM experimental é capaz de atenuar 0s
efeitos deletérios dessa patologia sobre as propriedades morfoldgicas e contrateis
de cardiomidcitos.



2. Objetivo

Este estudo investigou os efeitos de um programa de corrida em esteira
rolante, realizado antes do infarto do miocéardio experimental, sobre a morfologia e a
funcdo contratil do miocéardio de ratos. Especificamente, analisaram-se parametros
morfolégicos e mecéanicos do ventriculo esquerdo, no sentido de analisar se o

exercicio fisico regular:

- previne possiveis alteracdes na morfologia de midcitos isolados;

- atenua possiveis alteracfes na amplitude e velocidade do ciclo contragéo-
relaxamento de midcitos isolados;

- reduz o tamanho da &rea de infarto;

- altera a densidade vascular;

- reduz a deposicdo de coldgeno no miocéardio sobrevivente;

- atenua possiveis alterac6es nos parametros hemodinamicos.



3. Revisao de literatura

O IM é uma patologia causada pela obstrucdo parcial ou total das artérias
coronarias, responsaveis pela irrigacdo do miocardio. Quando o fluxo coronariano é
obstruido, uma parte do tecido cardiaco deixa de receber oxigénio e nutrientes. Este
evento esta relacionado com a morte de parte do miocéardio, o qual conduz a um
guadro de remodelamento cardiaco, onde ocorre o rearranjo estrutural e molecular
compensatorio, sem restauracdo da funcao cardiaca (Mill et al, 1990; Dayan et al.,
2005; Loennechen et al., 2002).

De acordo com a Organizacdo mundial da Saude dos 16,7 milhdes de 6bitos
ocorridos no ano de 2002, 7,2 milhdes tiveram como causa a doenca arterial
coronaria. No Brasil, cerca de 65 mil Obitos notificados no ano de 2005 tiveram
como causa o IM (DATASUS).

Varios fatores estdo associados ao desenvolvimento do IM, por exemplo: a
dislipidemia, tabagismo, obesidade, hipertensao arterial, diabetes e inatividade fisica
(Lanas et al.,2007; Anand et al., 2008).

Por outro lado, estudos epistemol6gicos tém demonstrado que a pratica de
atividade fisica esta associada a uma reducdo substancial de eventos
cardiovasculares (Blair et al., 1994; Hakim et al., 1998; Manson et al., 2002). O
exercicio fisico regular realizado antes do IM experimental, apesar dos poucos
estudos, vem sendo sugerido por apresentar um efeito cardioprotetor importante
contra os danos causados pelo remodelamento cardiaco (de Waard et al., 2009;
Dayan et al., 2005; Brown et al., 2003).

Essa revisdo tem como objetivo discutir os efeitos do treinamento fisico sobre
o remodelamento cardiaco, assim como suas implicacbes na fungcdo cardiaca de

coracgdes acometidos pelo IM.

3.1 O infarto do miocéardio e seus efeitos sobre a matriz extracelular
cardiaca

O miocardio é constituido por células, os cardiomiécitos, e pela matriz

extracelular cardiaca (MEC), a qual € um tecido conectivo em forma de rede que
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atua formando conexdes entre estas células, permitindo assim, a organizacdo do
coracdo em camaras cardiacas. A MEC é formada por macromoléculas, em sua
grande parte, secretada por células especializadas na sintese protéica, 0s
fibroblastos, as quais incluem proteinas fibrosas, de dois tipos funcionais, colageno
e elastina, e moléculas multiadesivas tais como proteoglicana e fibronectina (Lin &
Bissel,1993), sendo suas principais funcdes fisiolégicas da MEC sdo de manter a
integridade tecidual e funcao cardiaca (Cleutjens, 1996).

A ruptura dessa rede formada por essas moléculas e macromoléculas
supracitadas resulta em alteracdes na geometria ventricular e esta associado com a
disfuncao sistolica e diastolica (Berk et al., 2007; Kim et al., 2000, Senzaki et al,
2000; Dobaczewski et al., 2009). Neste sentido, o IM tem se mostrado uma
patologia capaz de provocar alterac6es drasticas na estrutura da MEC, processo
conhecido como remodelamento cardiaco, o qual caracteriza-se, principalmente,
pela fibrose tecidual e dilatacdo do VE (de Waard & Duncker et al., 2009,
Swynghedauw, 1999; Sun et al., 2000).

Um apropriado balanco de sintese e degradacdo € requerido para
manutencdo da arquitetura das camaras cardiacas. A quebra dessa homeostase,
decorrente do IM, inicia o processo de remodelamento cardiaco, o qual pode estar
associado com aumento da mortalidade, incidéncia de arritmias e desenvolvimento

de insuficiéncia cardiaca crénica (Opie et al., 2006).

A morte dos cardiomidcitos provocada pela isquemia tecidual ativa uma série
de eventos celulares e moleculares, os quais fazem parte de uma resposta para
reparar a éarea lesada. Esses eventos podem ser divididos em trés fases:
inflamatoria, proliferativa e de maturacao (Dobaczewski et al., 2009). De uma forma
geral, esse processo tem como objetivo substituir os cardiomiécitos mortos por uma
cicatriz de colageno, uma vez que o musculo cardiaco tem uma baixa capacidade

de regeneracéo.

Contudo, apesar dessa resposta reparativa, a qual tem um papel importante
na manutencdo da estrutura cardiaca e no sentido de evitar um possivel
rompimento da parede do ventriculo esquerdo, esse processo também desencadeia
uma resposta reativa, ou seja, as areas que nao foram afetadas de forma direta pela
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isquemia tecidual também sofrem os efeitos do remodelamento cardiaco,
caracterizado, principalmente, pelo acimulo de coladgeno nessa regidao. O acumulo
excessivo dessa macromolécula na regido ndo infartada aumenta a rigidez tecidual,
a qual esta relacionada com a perda da funcéo contrétil (de Waard & Duncker, 2009;
de Waard et al., 2007; Xu et al., 2008).

Em termos cronoldgicos, o remodelamento cardiaco € inicialmente uma
reposta adaptativa para manutencdo da funcdo cardiaca normal, entretanto, o
avanco desse processo esta relacionado com a resposta reativa e conduz para uma
progressiva descompensacéo e falha cardiaca congestiva (Redfield et al., 2003).

As alteracdes nos componentes da MEC decorrentes do infarto do miocardio
parecem ser o principal responsavel pela perda da funcao cardiaca observada nos
pacientes com esta patologia. Todavia, alguns autores reportam que alteracdes nas
propriedades contrateis dos cardiomidcitos também podem estar relacionadas com
o desenvolvimento da falha cardiaca (Loennechen et al., 2002; Kim et al., 2002; Li et
al., 1995), apesar de existirem controversas (Ahlers et al., 2005; Gupta et al., 2000;
Mackiewicz et al., 2008).

3.2 A contractilidade de coracbes acometidos pelo IM: implicacdes

celulares

O IM é uma patologia que provoca uma série de alteracdes morfoldgicas e
estruturais que comprometem a funcéo cardiaca.

Estudos in vivo demonstraram que o IM reduz a fragcdo de ejecdo, a
porcentagem de encurtamento e o desenvolvimento de pressées sistélica, arterial
média e sistdlica intraventricular, além de aumento da pressdo diastélica final
intraventricular (Loennechen et al., 2002; Li et al., 1995; Wisloff et al., 2002; Ahlers
et al., 2005; Gupta et al., 2000; Holt et al., 1998). Essas alteracbes acontecem,
conforme discutido acima, em resposta as alteracdes provocadas pelo processo de
remodelamento cardiaco, como por exemplo, aumento da fibrose intersticial e
dilatacdo do VE.

Além disso, alguns estudos sugerem a reducdo da contractilidade dos
cardiomiécitos pode contribuir para a disfuncéo cardiaca (Li et al., 1995; Holt et al.,



1998; Loennechen et al., 2002; Kim et al., 2002), apesar de néo existir um consenso
na literatura (Song et al., 2004; Ahlers et al., 2005; Gupta et al., 2000; Mackiewicz et
al., 2008).

O mecanismo de contracdo celular é conhecido como acoplamento
excitacdo-contracdo. Esse processo inicia-se pela estimulacao elétrica dos miécitos
cardiacos através do potencial de acdo. Este ativa a abertura de canais de calcio
(Ca™) tipo L. A entrada desse ion nas células ativa os receptores de rianodina tipo 2
(RyR2) presentes na membrana do reticulo sarcoplasmético (RS), o que resulta em
liberacdo do Ca** armazenado nesse compartimento celular. A combinacdo da
entrada de Ca** e a liberacdo de Ca?* pelo RS provocam o aumento da
concentracdo intracelular de célcio ([Ca?'];), permitindo a ligacdo do Ca®" & troponina
C, 0 que ativa o processo de contracao celular. Para que o relaxamento ocorra, a
[Ca®"]; deve ser reduzida, o que provocaré a dissociacdo do Ca** da troponina C. Tal
processo necessita do transporte de Ca** para fora do citosol, o que é realizado pela
Ca' ATPase do RS (SERCAZ2), pelo trocador de sédio/célcio (NCX), pela Ca®*
ATPase presente no sarcolema e pelo transporte de Ca®* mitocondrial (Bers, 2002).

Alteracbes nesse processo de contracdo celular podem estar relacionadas
com a perda da funcéo cardiaca nos coracdes infartados. Entretanto, isso ainda nédo
esta completamente elucidado. Estudos tém demonstrado que, quando presente, a
perda da func@o contratii de cardiomiocitos estd relacionada, principalmente, a
alteracbes em moléculas envolvidas no processo de acoplamento excitacéo-
contracdo, contudo, alteracbes na morfologia dos midcitos cardiacos também
podem interferir na contratilidade de cardiomiécitos de animais infartados
(Loennechen et al., 2002; Li et al., 1995; Wisloff et al., 2002; de Waard et al., 2007).

No que se refere a morfologia dos midcitos cardiacos de coracdes infartados,
grande parte dos estudos tem reportado que ocorre um aumento no comprimento
das células, apds o infarto do miocéardio, com subsequente progressdo devido ao
avanco do remodelamento cardiaco (Loennechen et al., 2002; Li et al., 1995; Wisloff
et al., 2002). A largura dos cardiomiécitos, porém, apresenta-se inalterada (Zhang et
al., 2000) ou aumentada (Wisloff et al., 2002).

Contudo, essas adaptacbes ndo sao homogéneas e neste sentido,
Loennechen et al. (2002) observaram que os cardiomiécitos da regido da borda da
8



area infartada apresentaram um aumento da largura e do comprimento maior que o
observado nos cardiomidcitos da regido remota, ou seja, distante da area infartada.

Esta heterogeneidade pode ser explicada pela isquemia tecidual que induz a
hipertrofia excéntrica. O aumento no comprimento dos midcitos de coracbes
infartados € decorrente do processo de remodelamento cardiaco provocado pela
morte de parte dos cardiomiécitos da regido afetada, onde ocorrem dilatacdo e
diminuicAo da espessura da parede ventricular (de Waard et al., 2007;
Swynghedauw et al., 1999; Sutton et al., 2000).

Apesar das sugestbes de que a perda da funcdo contratil de coracdes
infartados esta relacionada com alteracfes na contratilidade dos midcitos cardiacos
(Loennechen et al.,, 2002; Kim et al., 2002; Li et al., 1995), ainda existem
controvérsias (Ahlers et al., 2005; Gupta et al., 2000; Holt et al., 1998). Por exemplo,
a amplitude de contragdo ou a porcentagem do encurtamento celular, sem
sobrecarga, tem si mostrado reduzida (Loennechen et al., 2002; Kim et al., 2002; Li
et al., 1995; Holt et al., 1998) ou nao alterada nas células de corac¢bes infartados
(Ahlers et al., 2005; Gupta et al., 2000; Mackiewicz et al., 2008; Song et al., 2004).

Corroborando com as modificacbes observadas na morfologia de
cardiomiécitos, foi reportado que a amplitude de contracdo € menor em
cardiomiécitos da regido da borda do infarto (Melillo et al., 1996; Kim et al., 2002). A
distribuicdo da carga de forma desigual no ventriculo infartado, resultado de
complexas mudangas na forma e no estresse sofrido pela camara, regula o
remodelamento regional do miocardio, que pode explicar o aumento do
comprimento e reducao da amplitude de contracdo das células na regido proxima a
area infartada.

Em um estudo pioneiro, Ait Mou et al. (2008) demonstraram que o infarto do
miocardio foi capaz de promover reducdo significativa da porcentagem de
encurtamento de sarcédmeros apenas nos cardiomiécitos da regido do endocérdio.
Estes resultados sugerem que as adaptacbes a isquemia tecidual ndo sao
uniformes em todo o ventriculo esquerdo e que a regido do endocardio apresenta
disfuncéo celular, muito possivelmente, devido ao fato do estresse sobre a parede

do ventriculo esquerdo ser maior nesta regido.



A mensuracdo da contracao de midcitos cardiacos em uma solucéo viscosa,
técnica que sobrecarrega as células (Gupta et al., 2000), demonstrou que células de
coracdes infartados apresentaram uma maior amplitude de contracdo. Em
contrapartida, nenhuma diferenca na forca passiva e ha maxima tensao isométrica
foi encontrada quando comparado células cardiacas de animais infartados com ndo
infartados (Ait Mou et al., 2008).

Tem sido sugerido também que no coracdo com IM o tempo de contracéo
celular pode ser aumentado (Loennechen et al., 2002; Holt et al., 1998) ou
permanecer inalterado (Wisloff et al., 2002), enquanto o tempo de relaxamento
celular € aumentado (Loennechen et al., 2002; Wisloff et al., 2002; Holt et al., 1998).

Buscando entender essas alteracdes Zhang et al. (2000) e Song et al. (2004)
investigaram a contratilidade de cardiomidcitos de coracgfes infartados em solugdes
com baixa e alta concentracdes extracelulares de Ca* ([Ca*?’]e). A baixa [Ca*?]e
favorece a saida do Ca'™ da célula, em contrapartida, a alta [Ca™]. favorece o
influxo desse ion. Como resultado, eles observaram que em um meio com baixa
[Ca*’e os mibcitos de coracdes infartados apresentaram maior amplitude de
contracdo, em comparacdo as células de coracBes ndo isquémicos. Entretanto,
quando a [Ca*?] . apresenta-se elevada, a amplitude de contrac&o de cardiomiécitos
de ratos infartados tem se mostrado reduzida. Estes achados indicam que as
alteracbes na contratilidade cardiaca provocadas pelo infarto do miocardio devem-
se, pelo menos em parte, a quebra da homeostase do Ca*?, com modificacdes tanto

no influxo como no efluxo desse ion da célula.

As alteracbes na contractilidade de células cardiacas, mencionadas acima,
podem ocorrer em resposta a modificacdes em alguns parametros cruciais na
contractilidade intrinseca dos cardiomiécitos, tais como a [Ca*™]; e a sensibilidade

dos miofilamentos ao Ca*2.

No mecanismo de acoplamento excitagéo-contracdo o Ca*? desempenha um
papel fundamental, atuando como ativador da contracdo celular. Néo é
surpreendente que a perda da funcao contratil dos cardiomidcitos decorrentes da

isquemia tecidual possa estar relacionada com alteracdes na dinamica do Ca*?
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durante o processo de contracéo celular, conforme sugerido por Zhang et al. (2000)
e Song et al. (2004).

Os estudos reportam que em condicdes fisiolégicas a amplitude do Ca'*?
apresenta-se aumentada nos coracdes infartados (Loennechen et al.,, 2002;
Mackiewicz et al., 2008), enquanto o0s picos sistdlico e diastdlico do Ca'*?
permanecem ndo alterados ou aumentados (Loennechen et al., 2002; Kim et al.,
2002; Ahlers et al., 2005). Estas divergéncias podem ser decorrentes dos diferentes
modelos animais, técnicas inducao do infarto e condi¢cdes experimentais, como por

exemplo, o tempo de remodelamento cardiaco.

Com relacdo ao tempo de reducédo da [Ca*?], os resultados dos estudos sdo
bastante conclusivos ao demonstrar que células de animais infartados apresentam
um aumento no tempo para remocdo desse ion (Kim et al., 2002; Ait Mou et al.,
2008; Ahlers et al., 2005; Holt et al., 1998; Mackiewicz et al., 2008).

*2]; decorrentes do remodelamento cardiaco n&do sado

As alteracdes na [Ca
homogéneas em todo o miocéardio infartado. Por exemplo, cardiomidcitos
localizados na regido da borda da area infartada apresentaram maior amplitude de
Ca'?transiente, enquanto a taxa para reducdo da [Ca*?]; foi menor nesta regido, em
comparacao com area remota (Kim et al., 2002). Ait Mou et al. (2008) observaram,
por sua vez, que a reducdo da amplitude do transiente de Ca*? de cardiomi6citos de
ratos infartados aconteceu apenas na regido do endocérdio. Entretanto, ainda sao
escassos 0s estudos sobre diferencas regionais na dindmica do Ca*? frente a

isquemia tecidual.

Estudos tém sido realizados para conhecer os efeitos do IM sobre os
principais mecanismos envolvidos na regulacdo do Ca™. A entrada de Ca* na
célula via corrente de Ca'® dependente de voltagem em células isoladas do
ventriculo esquerdo de coracdes infartados tem si mostrado reduzida (Li et al.,
2005) ou inalterada (Holt et al., 1998).

Os NCX do sarcolema apresentaram um amento na taxa de transporte de
Ca'? somente a partir do terceiro més apds a inducdo do infarto do miocardio. Nos
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coracdes acometidos por esta patologia, a densidade desse transportador de
membrana é reduzida (Wisloff et al. 2002; Gupta et al., 2000; Sallinen et al., 2007).

A atividade da bomba de Ca* do sarcolema, que contribui para retirada do
Ca*? do meio intracelular durante a fase de relaxamento, parece ndo ser alterada

pela isquemia tecidual (Dixon et al., 1992).

Outro dado importante foi reportado por Yamaguchi et al. (1997) que
demonstraram que a capacidade de liberacdo de calcio pelo reticulo
sarcoplasmatico via receptores de RyR2 foi maior em coracdes ndo isquémicos.
Corroborando com este achado Sallinen et al. (2007) e Guo et al. (2003), mostraram

que o infarto do miocardio promove uma redugdo nos niveis de RyR.

A captacdo de Ca*? pelo reticulo sarcoplasmatico mostrou-se reduzida nos
cardiomiécitos de animais infartados, devido a uma menor atividade da SERCAZ2
(Mackiewicz et al., 2008). Além disso, os niveis dessa proteina também foram
menores nesses animais (Wisloff et al., 2002; Ahlers et al., 2005; Gupta et al., 2000;
Sallinen et al., 2007; Guo et al., 2003).

Portanto, apesar de serem necessarios mais estudos sobre os mecanismos
envolvidos na regulacdo do Ca'? os resultados obtidos até o presente momento
servem como base para explicar as alteracdes observadas tanto na contractilidade,

como na dinamica do Ca*? em midcitos cardiacos de animais infartados.

Em relacdo a sensibilidade dos miofilamentos ao Ca*?, estudos utilizando a
relagéo da quantidade de Ca*™® com a tensdo celular (pCa-tensdo), ndo apresentam
um consenso. Wisloff et al. (2002) reportaram reducdo, enquanto outros
pesquisadores ndo observaram alteragdo na sensibilidade dos miofilamentos ao
Ca*? (Yamaguchi et al., 1997; Ait Mou et al., 2008) em animais infartados.

As bases celulares para estas mudancas ainda nao s&do conhecidas.
Entretanto, as divergéncias entre os resultados dos estudos parecem estar
relacionados a diferentes condigbes experimentais.
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3.3 Beneficios do exercicio fisico regular realizado antes do infarto do
miocardio
O exercicio fisico regular promove beneficios a funcéo contratil do miocéardio
através de adaptacBes mecanicas, morfoldgicas, bioquimicas e moleculares dos
miocitos cardiacos, entre outras. Estas adaptacdes refletem aumento no volume de
ejecdo e no debito cardiaco (Diffee, 2001, Diffee, 2004; Kemi, 2008).

Parte dos beneficios promovidos pelo exercicio fisico na funcéo cardiaca
deve-se a reducdo da rigidez do miocardio, melhorando a elasticidade do musculo
cardiaco, o que possibilita melhora da distensibilidade e hemodinamica cardiaca.
Tal efeito aumenta o volume diastdlico final e, conseqiientemente, melhora a funcéo
cardiaca (Woodiwiss et al., 1996; de Waard e Duncker, 2009). Neste sentido, Choi
et al. (2009) demonstraram que o exercicio fisico aumentou o indice de
contractilidade (dP/dt+) do VE de ratos. Ja Xu et al. (2007) reportaram que exercicio
fisico aumentou a dP/dt+, o encurtamento e a fracdo de ejecdo do VE de ratos
infartados.

Em nivel celular e molecular, estudos recentes demonstraram que o exercicio
altera a homeostasia de Ca? em animais normais através do aumento da
expressdo de proteinas reguladoras de Ca?*, como SERCA 2, fosfolambano (PLB) e
da CaMKIl, sem alterar a expressdao de RyR2 e NCX. Essas adaptacoes
melhoraram a fungdo contratil de cardiomidcitos, demonstrada pelo aumento na
amplitude de contracédo e reducdo no tempo de contracdo e de relaxamento celular
(Diffee, 2004; Kemi et al., 2008, Delgado et al., 1999, Kemi et al., 2007).

Além disso, o exercicio fisico pode promover hipertrofia cardiaca (hipertrofia
fisiologica), a qual inclui alteracbes morfologicas e funcionais (Atchley & Douglas,
2007, Wang et al., 2008). Este tipo de hipertrofia ocorre em ambos os ventriculos,
mas em grau mais elevado no VE (Moore & Korzick, 1995).

7

A hipertrofia cardiaca do tipo excéntrica € induzida por exercicios de
resisténcia aerdbia e ocorre em funcédo do aumento no retorno venoso e sobrecarga
volumétrica no musculo cardiaco. Isso leva ao aumento da cavidade ventricular,
proporcional a espessura das camaras cardiacas. Por outro lado, a hipertrofia
cardiaca do tipo concéntrica € induzida por exercicios de forca e poténcia que
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promovem aumento de tensdo contra resisténcia e sobrecarga pressérica no
musculo cardiaco. Isto leva a aumento da espessura das paredes do miocardio,
sem aumento das cavidades dos ventriculos (Moore & Korzick, 1995; Douglas,
1989, Fleck, 1988; Diaz-Herrera et al., 2001., Naylor et al., 2008; Wisloff et al.,2007).

Em nivel celular, os cardiomidcitos de animais treinados exibem modificacdes
morfolégicas. Estudos revelam que o exercicio regular de resisténcia aerébica com
intensidade baixa a moderada promove hipertrofia cardiaca onde € observado
aumento principalmente do comprimento dos cardiomiocitos e que o exercicio de
intensidade alta, continuo ou intermitente, promove hipertrofia cardiaca onde é
observado aumento da largura dos cardiomidcitos (Moore et al., 1993; Wisloff et al;
2001; Natali, 2001, 2002; Diffee & Nagle, 2003; Kemi et al., 2004; Wang et al., 2008;
Galindo et al., 2009). Porém, Schultz et al. (2007) e Eisele et al. (2008) verificaram
gue a corrida voluntaria ndo alterou o comprimento, a largura ou o volume de
cardiomiécitos de ratos, entretanto, essas células exibiam maior ndmero de

mitocondrias e o ventriculo esquerdo apresentou maior volume total.

Embora a pratica de atividade fisica seja correlacionada com reducédo de
eventos cardiovasculares (Blair et al., 1994; Hakim et al., 1998; Manson et al., 2002)
e com melhora da funcéo cardiaca (Woodiwiss et al., 1996; de Waard e Duncker,
2009; Choi et al., 2009), pouco se sabe sobre os possiveis beneficios da pratica de
exercicio realizada antes do IM sobre os efeitos deletérios provocados por essa
patologia.

Estudos utilizando modelo animal demonstraram que o0 exercicio fisico
regular realizado antes da inducéo do IM esté associado com a reducdo do tamanho
do infarto (McElroy et al., 1978; Freiman et al., 2005). Além disso, também foi
reportado que os ratos que exercitaram antes da inducéo do IM apresentaram uma
menor taxa de mortalidade (de Waard e Duncker, 2009).

Esse efeito cardioprotetor promovido pelo exercicio fisico ainda nédo esta
totalmente entendido, entretanto, alguns mecanismos tém sido propostos. Powers et
al. (2008) demonstraram que a reduc¢éo no tamanho do IM pode ser explicada, pelo
menos em parte, pela melhora da capacidade antioxidante do miocardio em
resposta ao exercicio fisico. Também tem sido apontado como um possivel
mecanismo envolvido na cardioprotecdo contra o IM o aumento da densidade
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vascular, a qual pode ser aumentada pelo exercicio fisico, conforme demonstrado
por McElroy et al. (1978) e Freimann et al. (2005). Além disso, Marini et al. (2007)
demonstram que o aumento das proteinas de choque térmico (HSP 72) induzido
pelo exercicio fisico atenuou os efeitos deletérios da isquemia/reperfusao.

A atividade fisica realizada de forma prévia também contribui para a melhora
da resposta reparativa. Foi reportado que animais que exercitaram de forma prévia
tiveram uma maior espessura e area da regido infartada. Os autores sugerem que
estas adaptacbes contribuem para reducdo da mortalidade causada pela ruptura
cardiaca (de Waard & Duncker, 2009).

Ja no que diz respeito a deposicdo de colageno no miocardio sobrevivente
(resposta reativa), os trabalho demonstram que o exercicio fisico quando realizado
de forma prévia pode reduzir a fibrose tecidual induzida pelo IM (Xu et al., 2008; de
Waard & Duncker, 2009).

Tem sido proposto que a diminuicdo da deposicao de coldgeno em coracdes
infartados promovida pelo exercicio fisico prévio esté relacionada com dois fatores:
a reducédo do estresse sobre a parede do VE e com um melhor balanco entre
sintese e degradacdo da MEC (Orenstein et al., 1995; Sun et al., 1999; Liu et al.,
2000; Xu et al., 2008).

Neste sentido, Orenstein et al. (1995) reportaram que o exercicio fisico
regular reduziu o pico de tensdo sobre o miocardio em animais infartados
exercitados. Além disso, animais com insuficiéncia cardiaca submetidos ao
exercicio fisico apresentaram aumento na sensibilidade dos barorreceptores e do
tobnus vagal, além de reducdo na atividade simpética, o que explica, pelo menos em
parte, a diminui¢cdo do estresse cardiaco em reposta ao exercicio fisico (Kiilavuori et
al., 1995; Sun et al., 1999; Liu et al., 2000; Pliquett et al., 2003). J& Xu et al. (2008),
demonstram que a reducdo do estresse cardiaco também pode estar relacionado
com a atenuacdo do sistema renina-angiotensina em resposta ao exercicio fisico.
Foi reportado que animais exercitados apresentaram diminui¢do da concentracao de
receptores de angiotensina Il do tipo 1 e de RNAm da enzima conversora de
angiotensina.

A reducédo da fibrose tecidual promovida pelo exercicio fisico também deve-
se a alteracdes no balanco entre sintese e degradacao dos constituintes da MEC.
As MMPs (metaloproteinase da matriz) séo proteinases que atuam na degradacao
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da MEC. Essas enzimas sao reguladas pelas TIMPs (inibidores teciduais de
metaloproteinase da matriz), os quais inibem sua atividade, permitindo o acumulo de
coladgeno no miocéardio. Xu et al. (2008; 2008a) reportaram que o0 exercicio fisico
diminuiu a concentragdo de TIMP-1 em ratos com IM experimental. Esse fenGmeno
reduziu a fibrose tecidual no miocéardio destes ratos, pois aumentou a degradacao
do colageno, devido a uma maior atividade das MMPs.

A atenuacdo do processo de remodelamento cardiaco em resposta ao
exercicio fisico tem impacto direto sobre a funcdo cardiaca. Estudos tém
demonstrado que a reducdo da fibrose no miocardio sobrevivente contribui para
melhora da funcdo cardiaca de cora¢des infartados (Xu et al., 2008; de Waard &
Duncker, 2009).

Corroborando com esses achados, tem sido sugerido que o exercicio fisico
regular realizado antes do IM é capaz de atenuar a perda da funcdo cardiaca.
Animais exercitados previamente ao IM apresentaram aumento da fracdo de
encurtamento do VE (Dayan et al.,, 2005; Freimann et al.,, 2005; de Waard &
Duncker, 2009) e reducao o didmetro diastolico e sistolico final do VE (Dayan et al.,
2005; Freimann et al., 2005).

Ainda que a atenuacao dos efeitos deletérios do processo de remodelamento
seja muito importante para a melhora da fungcdo contratil, muitos autores sugerem
que parte dessa melhora deve-se também ao aumento da capacidade contratil de
cardiomiécitos (de Waard et al., 2007; Wisloff et al. 2002; Zhang et al., 2000; Ait
Mou et al., 2008).

Apesar dos efeitos positivos do exercicio fisico sobre as propriedades
contrateis e morfolégicas de cardiomiécitos de animais saudaveis estarem bem
elucidados, ndo é de nosso conhecimento estudos que investigaram se exercicio
fisico regular é capaz de atenuar os efeitos deletérios do infarto do miocérdio sobre
as propriedades morfologicas e contrateis de cardiomidcitos de animais previamente

exercitados.
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4. Materiais e métodos

4.1 Animais de experimentacao e tratamento

Foram utilizados 51 ratos (Rattus Norvergicus) da linhagem Wistar com 30 dias
de vida e massa corporal de 119,76 + 8,18 g (média + desvio padrdo) no inicio dos
experimentos. Os animais foram obtidos no Biotério Central do Centro de Ciéncias
Biolégicas e da Saude da Universidade Federal de Vicosa, Vicosa - MG. Todos 0s
procedimentos foram realizados de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal elaborados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagéo
Animal (COBEA). O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica do Departamento
de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa (processo n°® 55/2009).

Os animais foram alojados em gaiolas coletivas (quatro animais por gaiola),
receberam agua e racdo comercial ad libitum e foram mantidos em ambiente com
temperatura média de 22°C e regime de luminosidade invertido de 12/12 horas
escuro/claro. Os animais foram pesados no inicio e ao final do experimento,
utilizando-se uma balanca eletronica digital (Marte — Brasil, modelo AS5500C).

Os animais foram aleatoriamente separados em trés grupos, a saber: controle
sedentéario (SHAM, n = 12); infarto sedentario (INF SED, n = 13) e infarto exercicio
(INF EX, n = 26). Os animais do grupo INF EX foram submetidos a um programa de
corrida em esteira rolante elétrica durante oito semanas, conforme descrito no item
3.2. Para garantir que os grupos fossem manejados de forma idéntica, os ratos dos
grupos SHAM e INF SED, foram colocados na esteira rolante em repouso durante o

periodo experimental, sendo 3 dias/semana e 15 min./dia.

4.2 Programa de Exercicio

Os animais do grupo INF EX foram submetidos a um programa progressivo
de corrida em esteira rolante (Insight Instrumentos — Ribeirdo Preto, SP), durante 8
semanas, exercitando-se 5 dias por semana (segunda a sexta-feira), conforme

apresentado na tabela 1 (Adaptado, Noble et al., 1999).
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Tabela 1. Protocolo progressivo de corrida em esteira rolante.

Primeira semana

Segunda - feira Terca - feira Quarta — feira Quinta - feira Sexta - feira
10 m/min. 11 m/min. 11 m/min. 12 m/min. 12 m/min.
15 min. 20 min. 25 min. 30 min. 35 min.
5° de inclinacdo | 5°de inclinacdo | 5° deinclinacdo | 5° deinclinacdo | 5° de inclinagéo
Segunda Semana
Segunda - feira Terca - feira Quarta — feira Quinta - feira Sexta - feira

13 m/min. 13 m/min. 14 m/min. 14 m/min. 15 m/min.
40 min. 45 min. 50 min. 55 min. 60 min.

10° de inclinagdo

10° de inclinagdo

10° de inclinagdo

10° de inclinagdo

10° de inclinagdo

Terceira Semana (segunda a sexta-feira)

16 m/min. 60 min.  10° de inclinagdo

Quarta Semana (segunda a sexta-feira)

16 m/min. 60 min.  10° de inclinagéo

Quinta Semana (segunda a sexta-feira)

17 m/min. 60 min.  10° de inclinag&o

Sexta Semana (segunda a sexta-feira)

17 m/min. 60 min.  10° de inclinag&o

Sétima Semana (segunda a sexta-feira)

18 m/min. 60 min.  10° de inclinagdo

Oitava Semana (segunda a sexta-feira)

18 m/min. 60 min.  10° de inclinag&o

4.3 Protocolo de capacidade de corrida em esteira

Ao final das oito semanas de experimento os animais dos grupos SHAM e
INF SED foram adaptados a esteira rolante durante 5 dias. Resumidamente, uma
semana antes da aplicacdo do teste de avaliacdo da capacidade de corrida os
animais foram submetidos a 5 dias consecutivos de exercicio em esteira rolante. A
velocidade de corrida foi progressivamente aumentada durante os dias de
adaptacéo (10, 10, 11, 13, 15 m/min.), enquanto a inclinacéo (5°) e o tempo (5 min.)
permaneceram constantes. Vinte e quatro horas ap6s o periodo de adaptacédo dos
grupos SHAM e INF SED e a ultima sesséo de treinamento fisico do grupo INF EX,
todos os animais foram submetidos a um protocolo modificado de avaliacdo da
capacidade de corrida (Koch e Britton, 2001). O protocolo consistiu de trés dias
alternados de corrida em esteira até a fadiga. A velocidade inicial foi 10m/min.,
estando a esteira com 15° de inclinagdo. A cada dois minutos a velocidade foi

aumentada em 1m/min. Os animais foram considerados em estado de fadiga
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guando permaneciam por 10 segundos sem correr, mesmo sob estimulo manual. O
desempenho (capacidade de corrida) de cada animal foi calculado como a média do
tempo total de corrida nos trés dias.

Quarenta e oito horas ap0s a realizacao do teste de capacidade de corrida
em esteira, a cirurgia de indugdo do IM foi simulada nos animais do grupo SHAM e
realizada nos animais dos grupos INF SED e INF EX, conforme descrito no item 3.4.

4.4 Inducéo do infarto do miocardio

O IM foi induzido conforme descrito por Mill et al. (1990). Resumidamente, os
animais foram submetidos a anestesia geral, através de injecdo intraperitoneal de
Quetamina (Agener Unido, Sao Paulo, Brasil) e Xilazina (Bayer, Sdo Paulo, Brasil),
com as respectivas doses de 50 mg/Kg e 10 mg/kg. Quando o padrdo anestésico
ideal foi atingido, os animais foram colocados em decubito dorsal em uma mesa
cirdrgica, incubados e ventilados. O lado esquerdo do térax foi aberto ao nivel do
guarto espaco intercostal, por onde o coracdo foi rapidamente exteriorizado. Apos
visualizacdo da artéria coronaria descendente anterior esquerda, logo abaixo da
borda do éatrio esquerdo, um fio de mononylon 6.0 (Medline, Brasil) ligado a uma
agulha ndo traumatica foi utilizado para fazer a ligadura permanente dessa artéria.
O coracéo foi imediatamente reposicionado e o térax fechado com uma sutura do
tipo U deitado.

Foram considerados infartados os animais que apresentaram onda Q
patolégica na derivagdo eletrocardiografica D1 24 horas ap6s o procedimento de
ligadura e cicatriz de infarto no dia da eutanasia.

A simulagéo da cirurgia realizada no grupo SHAM consistiu do mesmo
procedimento cirdrgico, porém sem a oclusdo da artéria coronaria descendente

anterior esquerda.

45 Coletadaamostra

Quinze dias apo6s a inducdo do infarto seis animais de cada grupo sofreram
eutanasia pela utilizacdo de CO,. O coracdo de cada animal foi removido, lavado

em solucéo contendo 750 mM de CaCl; para retirar o excesso de sangue e pesado
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em balancga de preciséo (Gehaka — Brasil, modelo AG 200), imediatamente antes da
perfusdo das solucdes para isolamento dos cardiomidécitos, conforme descrito no
item 3.6. O indice de cardiosomatico (hipertrofia cardiaca) foi calculado pela razédo
do peso do coracao pelo peso corporal.

Os demais animais de cada grupo foram anestesiados para obtencédo dos
registros hemodinamicos, conforme descrito no item 3.7. Apds este procedimento 0s
animais tiveram o coracdo removido para posterior analise histoldgica, conforme

descrito no item 3.8.

4.6 Isolamento dos midcitos cardiacos

Miocitos do ventriculo esquerdo foram isolados conforme descrito por
Carneiro-Junior (2009). Resumidamente, a aorta foi canulada e o coragao foi
perfundido com a solucdo de isolamento, contendo 750 mM de CaCl;, (solugéo A,
item 3.6.3), em um fluxo constante até que 0s vasos coronarios estivessem limpos
de sangue. Em seguida, trocou-se a perfusdo para a solucao livre de calcio
contendo 0,1 mM ethylene glycol-bis (3-aminoethyl ether)-N,N,N’,N’- tetraacetic acid
(EGTA) (solugéo B, item 3.6.3), durante 6 minutos, para destruicdo das bandas
escalariformes entre os miécitos cardiacos. Em seguida, o coracdo foi perfundido
com a solugéo contendo 1 mg.ml-1 de colagenase tipo 2 (Worthington, EUA) e 100
mM de CacCl;, (solugéo C, item 3.6.3) durante 20 minutos, para a destruicdo das
fibras colagenas extracelulares. Todas as solucfes utilizadas no procedimento de
isolamento foram oxigenadas (O, 100% — White Martins, Brasil) e mantidas em
temperatura de 35°C. Ao final da perfusdo os ventriculos foram separados dos
atrios. O ventriculo direito foi removido e o ventriculo esquerdo foi aberto na regido
do septo interventricular. Os musculos papilares e o tecido conjuntivo foram
removidos manualmente da superficie do ventriculo esquerdo. Em seguida,
fragmentos de 2 milimetros (mm) de espessura foram coletados a partir da regido
infartada. As amostras foram colocadas em frascos contendo 5 ml da solucao
enzimatica (colagenase) suplementada com 1% de albumina sérica bovina (solugéo
D, item 3.5.3). Os frascos foram agitados moderadamente durante 5 minutos, em
“banho-maria” a temperatura de 37°C, sendo o tecido cardiaco oxigenado (O, 100%
— White Martins, Brasil). A seguir, o contetdo dos frascos foi filtrado e centrifugado
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(3000 rpm) por 30 segundos. O sobrenadante foi removido e os midcitos cardiacos
foram suspendidos na solucdo 750 mM de CacCl, (solucdo A, item 3.6.3). Esse
processo foi repetido 3 vezes. Os midcitos cardiacos foram armazenados em placas

de Petri em refrigerador (5°C) até serem utilizados.

4.6.1 Comprimento, largura e volume celular

As dimensbes dos cardiomiécitos foram medidas conforme descrito por
Carneiro-Junior (2009). Resumidamente, 0os midcitos cardiacos foram acomodados
em uma camara experimental e banhados com solugéo de perfusado tampéo (item
3.6.4) a temperatura ambiente (~ 25°C). As imagens das células foram visualizadas
horizontalmente (aumento de 400x - lente de imersdo em 6leo S Fldor) no monitor
de um microcomputador através de uma camera (Myocam, lonoptix, EUA) acoplada
a um microscopio invertido (Nikon Eclipse — TS100, EUA), utilizando-se um
programa de captagédo de imagens (M-Vision 5XX, lonoptix, EUA). O comprimento
celular foi determinado medindo-se a imagem da célula gerada no monitor, desde a
borda direita até a borda esquerda. A largura celular foi determinada medindo-se a
imagem gerada no monitor, desde a borda superior até a borda inferior, no ponto
meédio dos midcitos cardiacos (Figura 1).
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Figura 1. Representacao dos pontos de medi¢do da imagem dos midcitos cardiacos.
Barra com comprimento de 10 pm. As linhas indicam como foram obtidos o
comprimento (verde) e a largura (amarelo) (Carneiro-Junior, 2009).

Para a realizacdo das medi¢cdes do comprimento e da largura dos midcitos
cardiacos, utilizou-se uma régua com precisao de 1 mm. Na calibracdo do sistema
de captacdo de imagens cada centimetro correspondia a 12 pm. Somente foram

escolhidas para as medicfes, as células que estavam em boas condi¢cbes, com as
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bordas (direita/esquerda e superior/inferior) e as estriagcbes sarcoméricas bem
definidas, relaxadas em repouso, sem apresentar contracdes voluntarias.
O volume celular, dado em picolitros, foi calculado usando-se a férmula

proposta por Satoh et al. (1996):
Volume (pL) = comprimento (um) x largura (um) x (7,59 x 10" pL/um?)

Onde 7,59 x 10 pl/um? é uma constante obtida pela medida direta do volume
celular através de microscopia confocal, dada em picolitros por micrémetro

guadrado, conforme Satoh et al. (1996).

4.6.2 Contracao celular

As contracdes dos cardiomiécitos foram mensuradas conforme descrito por
Carneiro-Junior (2009). Utilizou-se a técnica de alteragdo do comprimento dos
midcitos cardiacos usando-se o sistema de deteccdo de bordas (lonoptix, EUA)
montado num microscépio invertido (Nikon Eclipse — TS100, Japao). Os
cardiomiécitos foram acomodados na camara experimental e banhados por solucéo
de perfusdo tampdo com diferentes concentracbes de célcio (item 3.6.4), em
temperatura ambiente (~ 25°C), e estimulados externamente nas frequéncias de 0,5
e 3 Hz (10 Volts, duracdo de 5 ms). A estimulacao foi feita através de um par de
eletrodos de aco, acoplado nos dois lados internos da camara, usando-se um
estimulador elétrico (Myopacer, Field Stimulator, lonoptix, EUA). Os miécitos foram
visualizados em um monitor através de uma camera (Myocam, lonoptix, EUA)
acoplada ao microscépio invertido, utilizando-se um programa de deteccdo de
imagens (lonwizard, lonoptix, EUA - frequéncia de 240 Hz). As bordas dos midcitos
cardiacos, em movimento de encurtamento e relaxamento em resposta aos
estimulos, foram identificadas com duas janelas (direita e esquerda) alinhadas ao
longo do comprimento das células. A definicdo das bordas foi ajustada através do
contraste (preto e branco) gerado pela qualidade da imagem projetada dos midcitos
cardiacos (Figura 2). Os movimentos das bordas dos midcitos foram capturados
pelo sistema de deteccdo de bordas (lonwizard, lonoptix, EUA, Figura 2) e

armazenados para analise posterior.
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Foram utilizados para mensuracdo das contracdes somente 0s midcitos
cardiacos que estavam com as bordas (direita e esquerda) e as estriacdes
sarcoméricas bem definidas, relaxados em repouso, sem apresentar contracdes

voluntérias.
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Figura 2. Representacdo do programa utilizado para aquisicdo das imagens e dos
registros das contracdes dos midcitos cardiacos. A definicdo das bordas direita e
esquerda é projetada através do pico verde e do pico vermelho.

Foram analisadas a amplitude de contracao (variagdo do comprimento celular
de repouso, %), a velocidade maxima de contracdo (velocidade pico de
encurtamento celular, um/seg) e a velocidade maxima de relaxamento (velocidade

pico de relaxamento celular, um/seg) (Figuras 3 e 4).

23



78 =

_— 76 - ‘ﬂ (
=]
S 74
0
=
(=]
T 724
=]
=
o)
E 70 -
S
S
(&)
68 -
0 1 2 3 4 5 & 7 8 s 10 11
Tempo (s)

Figura 3. Registro experimental de contra¢cdes de um midcito cardiaco do ventriculo
esquerdo estimulado na frequéncia de 1 Hz (Carneiro-Junior, 2009).
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Figura 4. Diagrama demonstrativo de uma contragdo celular estimulada na
frequéncia de 1 Hz e dos respectivos parametros da contracdo analisados
(Carneiro-Junior, 2009).

4.6.3 Solucdes de isolamento

As solucgdes utilizadas para o isolamento dos midcitos cardiacos ventriculares
foram feitas usando-se uma solucdo basica com &agua milli-Q e a seguinte
composicado (em mM): NaCl (130) — 7,6 g/l; MgCl, (1,43) — 0,28 g/l; KCI (5,4) - 0,4
g/l; N-2- hydroxyethylpiperazine-N-2-ethanesulfonic acid (HEPES) (5) — 0,062 gl/l;
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glicose (10) — 1,8 g/l; taurina (20) — 2,38 g/I; creatina (10) — 1,3 g/l; pH = 7,3;

temperatura ambiente.

Solucéo A:
Para se fazer a solucdo de isolamento contendo Ca*?, foram adicionados 375

pl de CaCl; (1 M) em 500 ml da solucao basica.

Solucéo B:
Para a solugdo de isolamento livre de Ca*? foram adicionados 250 pl de

EGTA (100mM) em 250 ml da solug&o bésica.

Solucéo C:

Para a solucdo enzimética de isolamento, foram adicionados 20 mg de
colagenase e 15 pl de CaCl, (100 mM) em 20 ml da solu¢éo basica.

Solucéo D:

Para a solugdo com 1% de albumina bovina, foram adicionados 500 mg de
albumina sérica bovina em 5 ml de solugdo bésica. Apos o isolamento, 1 ml de
albumina foi adicionado para cada 10 ml da solu¢cdo enzimética C.

4.6.4 Solucao de perfusédo tampéao HEPES

Durante as andlises morfolégica e mecéanica, os midécitos cardiacos foram
banhados com a solucdo de perfusdo tampdo HEPES nas concentracdes de célcio
de 0,6, 1 e 5 mM. Para o preparo de 1 litro dessa solucéo foi utilizado 100 ml de
solucéo estoque (NaCl — 65,99 g/l; HEPES — 11,9 g/I; NaH,PO,4 — 1,42 g/I; MgSO4 —
2,46 g/l; KCI - 3,72 g/l), 10 ml de solucao sopa (Na acetato — 16,4 g/100 ml; glicose
— 18,1 g/100 ml; insulina (5 u/l) — 0,5 g/100 ml) e 0,6, 1 ou 5 ml de CaCl,, para
concentracbes de célcio de 0,6, 1 e 5 mM, respectivamente, e completado com
agua milli-Q. Esta solucdo foi equilibrada para um pH = 7,4 e mantida em

temperatura ambiente.
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4.7 Registros hemodinamicos

Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com uma mistura
contendo Quetamina (Agener Unido, Sao Paulo, Brasil) na dose de 70 mg/Kg e
Xilazina (Bayer, Sao Paulo, Brasil) na dose de 10 mg/Kg. ApOs constatacdo da
perda dos reflexos, os animais foram colocados em decubito dorsal em uma mesa
cirurgica tendo os membros fixados com fita adesiva. Foi realizada uma tricotomia
no lado direito do pescoco, seguida de uma incisdo de aproximadamente 1,5
centimetros (cm), realizada para localizacdo e acesso aos vasos a serem
cateterizados. O procedimento de dissecacdo foi realizado na artéria carétida
comum direita, com extremo cuidado para ndo lesar os nervos que se projetam junto
ao vaso. ApOs uma pequena incisdo na artéria car6tida, um cateter PE 50,
previamente heparinizado e conectado ao transdutor, foi inserido no vaso. Apds o
registro da pressao arterial, o cateter foi avancado até o ventriculo esquerdo onde o
registro foi realizado por um periodo de aproximadamente 10 minutos.

Os parametros avaliados pelo cateterismo cardiaco foram: presséo arterial
sistdlica (PAS) e diastdlica (PAD), frequéncia cardiaca (FC), pressao sistdlica no VE
(LVSP), presséo diastdlica final no VE (LVEDP), derivada maxima de presséo
(dP/dt+) e derivada minima de pressdo do ventriculo esquerdo (dP/dt-), como
demonstrado na figura 5. Os registros foram digitalizados para posterior analise
usando o software Chart v. 5.5 (ADInstruments INC, Austrélia).
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Figura 5. Registro tipico de uma onda de pressao no ventriculo esquerdo, mostrando
os pontos de andlise. LVEDP, pressao diastdlica final no VE; LVSP, presséao sistolica
no VE; dP/dt+, derivada maxima de pressédo; dP/dt-, derivada minima de pressao do
ventriculo esquerdo.

4.8 Analise Histologica

Apbés a realizagcdo dos registros hemodinamicos o0s animais foram
sacrificados e os coragbes removidos para avaliacdo da extensdo do infarto,
contetudo de colageno e densidade vascular. Para tal, o coracao foi cortado em 3
seccdes transversas: apice, anel mediano (aproximadamente 3mm) e base. Estes
fragmentos foram imediatamente fixados em formalina 4% por 24 horas e depois
submetidos ao processamento histolégico de rotina (desidratacdo, diafanizacédo e

impregnacao) para inclusdo em parafina.

Em seguida, as seccdes foram cortadas em 5 ym de espessura, com
intervalo de 100 ym, utilizando um micrétomo rotativo (Reichert-Jung 2045 Multicut,
Alemanha). Para cada tipo de coloracdo foram montadas 3 Iaminas histoldgicas,

cada uma contendo 4 cortes.

Para analise da extensao do infarto e contetdo de colageno os cortes foram

corados com Picrosirius. Foi utilizado um scanner (HP deskjet F380, EUA) para
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captura das imagens destinadas a analise da extensdo do infarto. O célculo da
porcentagem de infarto foi realizado utilizando a seguinte formula (Mulder et al.,
2002):

(CEN + CEP / PEN + PEP) x 100

CEN = perimetro da cicatriz endocéardica
PEN = perimetro endocardico total
CEP = perimetro da cicatriz epicardica

PEP = perimetro epicéardico total.

O tamanho do infarto dos grupos (porcentagem do ventriculo esquerdo
infartado) foi calculado pela média de todos os cortes e foi expresso como
porcentagem da extensdo. Apenas infartos maiores que 30% foram incluidos neste

estudo.

Para quantificacdo do colageno no tecido cardiaco as imagens foram
capturadas utilizando uma camera (Spot Insight Color, Diagnostic Instruments -
EUA) acoplada a um microscopio de luz polarizada (Olympus AX-70®, Téquio,
Japéao). Dois campos, sendo um da regido da borda da area infartada e outro da
regido remota (septo ventricular), foram aleatériamente escolhidos da parte medial
do miocéardio sobrevivente. A analise da concentracdo de coladgeno presente em
cada imagem foi realizada utilizando-se um sistema de teste de 72 pontos em uma
area de 0,15 mm? (Mandarim-de-Lacerda, 2003).

Para analise da densidade vascular os cortes foram corados com Tricrémico
de Masson e as imagens capturadas utilizando-se uma camara (Olympus QColor-
3®, Téquio, Japdo) conectada a um microscépio de luz (Olympus BX-60®, Téquio,
Japdo). Dois campos, sendo um da regido da borda da area infartada e outra da
regido remota, foram randomicamente escolhidos (objetiva x20). A contagem dos
vasos sanguineos em cada imagem foi realizada utilizando-se um sistema de teste

de 100 pontos em uma area de 0,31 mm? (Mandarim-de-Lacerda, 2003).
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Todas as andlises foram realizadas utilizando-se o software Image-Pro Plus

(Media Cybernetics).

4.9 Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o software SigmaStat 3.5 e
apresentados como média + erro padrao da média (EPM). Para a comparacao da
capacidade de corrida dos animais exercitados e sedentarios foi utilizado teste t
para amostras independentes. A sobrevivéncia dos animais foi analisada pelo
método de Kaplan-Meier e log-rank teste (Mantel-Cox), enquanto, a comparacao
das demais variaveis entre os grupos experimentais foi realizada utilizando-se a o
teste de andlise de variancia ANOVA one-way, seguida do teste post-hoc de Tukey
para amostras paramétricas e Dunn’s para amostras ndo paramétricas. Adotou-se o

nivel de significancia de P<0,05.
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5. Resultados e discussao

5.1 Capacidade de corrida

Os ratos exercitados correram por um tempo significativamente maior, em
comparacao com os sedentarios, conforme apresentado na Figura 6 (Sedentarios —
8,8 £ 0,77 min. vs Exercitados — 19,42 + 0,67 min.).
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Figura 6. Tempo total de corrida no teste de capacidade de corrida em esteira. a =
estatisticamente diferente de sedentario. Dados expressos em Média + EPM
(P<0,05).

Este resultado indica que o programa de exercicio fisico aplicado foi capaz de
promover adaptagdes que resultaram na melhorara da capacidade de corrida destes
animais. A capacidade de corrida esta diretamente relacionada com o consumo
maximo de oxigénio (VOzmax) dos animais. Conforme demonstrado por Primola-
Gomes et al. (2009), ratos com alta capacidade de corrida apresentam VOzmax
significativamente maior em comparacdo com os de baixa capacidade. Portanto,
sugere-se que a capacidade de corrida aumentada em resposta ao exercicio fisico,
observada no presente estudo, esta associada com o aumento no VOymax dOS

animais exercitados.

5.2 Caracteristicas gerais dos animais

Os resultados referentes as caracteristicas gerais dos animais nos periodos
especificos de andlise estdo apresentados na Tabela 2. No inicio do experimento

nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada entre os grupos
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experimentais, fato que indica homogeneidade entre os grupos. Da mesma forma,

nao houve diferenca no peso corporal final entre os grupos.

Tabela 2. Caracteristicas gerais dos animais.

SHAM INF SED INF EX

Peso corporal inicial (g) 120,25 £ 4,22 117,12 £ 1,20 121,50 £ 2,92

Peso corporal final (g) 377,00+ 6,75 360,37 +12,41 345,10 £ 12,47
Peso do coracéo (g) 1,90 + 0,10 2,40 + 0,112 2,54 +0,12°
Peso relativo coracdo (mg/g) 5,04 +0,26 6,67 + 0,262 7,53 + 0,46°

Dados expressos em Média + EPM. SHAM, controle sedentério. INF SED, infartado
sedentario. INF EX, infartado exercitado. a = estatisticamente diferente de SHAM
(P<0,05).

O peso coracgdo e o peso relativo do coracdo (indice de hipertrofia cardiaca)
ndo diferiram entre os grupos INF SED e INF EX. Porém, nos animais infartados
estes parametros foram significativamente maiores em comparagcdo com os ratos
normais.

Todos os animais apresentaram ganho de peso corporal até o final do
experimento, mas ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos. Os resultados do presente estudo, corroboram o dados apresentados por
outros autores (Brown et al.,2003; Freimann et al., 2005) e sugerem que, apesar do
modelo de exercicio fisico diferir entre os estudos, a atividade fisica realizada antes
da inducéo do IM néo interfere no ganho de peso corporal.

O aumento do peso do coracao e do peso relativo do coragcdo nos animais
com IM sugere que essa patologia promoveu hipertrofia do musculo cardiaco. A
hipertrofia cardiaca apresentada por coracdes acometidos pelo IM pode ser
explicada pela dilatagdo do ventriculo esquerdo e sintese de colageno aumentada,
devido ao processo de remodelamento cardiaco causado pela morte de parte das
células do miocardio (Swynghedauw, 1999; Sutton & Sharpe, 2000; de Waard et al.,
2007; Xu et al., 2008).

Além disso, a auséncia de diferenca estatisticamente significativa no peso do
coracao e peso relativo do coracéo entre os grupos INF SED e INF EX sugere que o

programa de corrida em esteira aplicado ndo teve efeito, do ponto de vista
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macroscopico, sobre o processo de remodelamento cardiaco observado em animais
infartados. Porém, o exercicio fisico € capaz provocar alteracées cardiacas que nao
podem ser evidenciadas pelo peso do coragdo, como por exemplo, reducéo do
conteudo de colageno intersticial (de Waard et al., 2007) e da dilatacao do ventriculo

esquerdo (Orenstein et al., 1995).

5.3 Extensao do infarto

A figura 8 apresenta imagens representativas dos coracfes dos grupos
experimentais. Estes tecidos foram corados com a técnica histolégica picrosirius,

pela qual a area infartada é corada em vermelho.

SHAM INF SED INF EX

Figura 8. Fotomicrografias representativas da parte medial dos coracdes em corte
transversal corados com picrosirius. A regido infartada apresenta-se corada em
vermelho. As setas indicam o ventriculo esquerdo. Barra = 20 mm. SHAM, controle
sedentario. INF SED, infartado sedentario. INF EX, infartado exercitado.

O tamanho médio das areas infartadas observado nos animais dos grupos
INF SED e INF EX estéo representados na Figura 9. Os animais do grupo INF SED
apresentaram area de infarto (extensdo do IM) significativamente maior, em
comparacao com a do grupo INF EX (INF SED — 42,90 + 2,12 % vs INF EX — 38,22
+ 1,52 %).
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Figura 9. Area do infarto nos grupos experimentais. Dados expressos em Média +
EPM. SHAM, infarto simulado. INF SED, infartado sedentério. INF EX, infartado
exercitado. a = estatisticamente diferente de INF EX (P<0,05).

Os resultados demonstram que a técnica de inducdo do IM utilizada nesse
trabalho foi eficiente. Todavia, o programa de corrida em esteira foi capaz de reduzir
a extenséao do IM.

Alguns mecanismos tém sido propostos para explicar a cardioprotecéo
promovida pela atividade fisica contra o IM. McElroy et al. (1978) e Freimann et al.
(2005) demonstraram que a reducdo no tamanho do IM pode ser explicada, em
parte, pelo aumento da densidade vascular do miocardio. A melhora da capacidade
antioxidante do miocardio em resposta ao exercicio (ex. aumento da atividade da
superoxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase) também tem sido apontada
como um possivel mecanismo envolvido na cardioprotecdo contra o IM (Powers et
al., 2008). Além disso, o aumento da HSP 72 induzido pelo exercicio fisico atenuou
os efeitos deletérios da isquemia/reperfusdo (Marini et al., 2007).

Embora os mecanismos responsaveis pela reducdo do tamanho do IM em
animais previamente exercitados ainda néo estejam totalmente esclarecidos, nossos
dados sugerem que o exercicio fisico regular prévio promove um efeito

cardioprotetor importante em animais acometidos pelo IM.
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5.4 Sobrevivéncia

N&do houve diferenca estatisticamente significativa na porcentagem de
sobrevivéncia dos animais entre os grupos SHAM, INF SED e INF EX (SHAM —
100%; INF SED — 75%; INF EX — 85%).

Os animais infartados apresentaram uma taxa de mortalidade de 25%.
Entretanto, ndo houve diferenca estatisticamente significativa para os demais
grupos.

A reducdo da mortalidade de animais com IM em resposta ao treinamento
fisico realizado antes da indugcédo dessa patologia tem sido demonstrada por outros
estudos (de Waard & Duncker, 2009). Entretanto, a auséncia de diferencas
significativas entre 0s grupos experimentais observadas nesse estudo pode ter
ocorrido devido a limitacdes experimentais, como por exemplo, o numero de animais

utilizados.

5.5 Conteudo de colageno

Os cortes corados com picrosirius, quando observados ao microscopico de
luz polarizada, permitem a andlise do colageno intersticial. Nesta técnica o colageno

core-se em tons de vermelho, verde ou amarelo, conforme demonstrado na Figura
10.

SHAM INF SED INF EX

Figura 10. Fotomicrografias representativas do ventriculo esquerdo dos animais dos
grupos experimentais. Tecido corado com Picrosirius, onde o colageno cora-se em
tons de vermelho a verde. O fundo escuro compreende regides de masculo cardiaco
e areas intersticiais ndo ocupadas pelo colageno. Barra = 50 ym. SHAM, controle
sedentério. INF SED, infartado sedentario. INF EX, infartado exercitado.
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A concentracéo de colageno no VE foi significativamente maior no grupo INF
SED (0,26 + 0,006 n%’mm?), em comparacdo com a do grupo SHAM (0,05 + 0,002
n°’mm?). Entretanto, o contetido de colageno foi menor nos animais do grupo INF
EX (0,13 + 0,005 n°’mm?), quando comparados o do grupo INF SED (Figura 11).
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Figura 11. Concentracdo de coldgeno no ventriculo esquerdo dos animais dos
grupos experimentais. Dados expressos em Média + EPM. a = estatisticamente
diferente de SHAM e b = estatisticamente diferente de INF EX (P<0,05). SHAM,
controle sedentario. INF SED, infartado sedentario. INF EX, infartado exercitado.

A morte dos cardiomiécitos provocada pelo IM inicia uma série de eventos
celulares e moleculares, os quais fazem parte de uma resposta para reparar a area
lesada. Esses eventos podem ser divididos em trés fases: inflamatoéria, proliferativa
e de maturacdo (Dobaczewski et al., 2009). De forma geral, esse processo tem
como objetivo substituir os cardiomiécitos mortos por uma cicatriz constituida
basicamente de colageno.

No presente estudo o0s animais exercitados antes da inducdo do IM
apresentaram uma reducao no conteudo de colageno reativo. Uma das possiveis
vias envolvidas na reducao do colageno intersticial € a diminuicédo da tenséo sobre a
parede do VE. Neste sentido, Orenstein et al. (1995) reportaram que o exercicio
fisico regular foi capaz de reduzir o pico de tensdo sobre o miocardio em animais
infartados exercitados. Além disso, foi demonstrado que animais com insuficiéncia
cardiaca submetidos ao exercicio fisico apresentaram aumento na sensibilidade dos
barorreceptores e do tdnus vagal, além de reducdo na atividade simpatica, o que

explica, pelo menos em parte, a diminuicdo do estresse cardiaco em reposta ao
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exercicio fisico (Kiilavuori et al., 1995; Sun et al., 1999; Liu et al., 2000; Pliquett et
al., 2003). Todavia, estes parametros nao foram avaliados no presente estudo.

A reducédo da fibrose tecidual promovida pelo exercicio fisico também deve-
se a alteracdes no balanco entre sintese e degradacao dos constituintes da MEC.
As MMPs (metaloproteinase da matriz) séo proteinases que atuam na degradacao
da MEC. Essas enzimas sao reguladas pelas TIMPs (inibidores teciduais de
metaloproteinase da matriz), os quais inibem sua atividade, permitindo o acumulo de
coladgeno no miocéardio. Xu et al. (2008; 2008a) reportaram que o exercicio fisico
diminuiu a concentragdo de TIMP-1 em ratos com IM experimental. Esse fenbmeno
reduziu a fibrose tecidual no miocéardio destes ratos, pois aumentou a degradacao
do coladgeno, devido a uma maior atividade das MMPs. Além disso, os autores
sugeriram que a reducéo no conteudo de coldgeno também estéa relacionada com a
atenuacdo do sistema renina-angiotensina cardiaco, conforme observado pela
diminuicdo da concentracdo de receptores de angiotensina Il do tipo 1 e de RNAmM
da enzima conversora de angiotensina em reposta ao exercicio fisico.

A reducéo da fibrose no miocardio sobrevivente tem importancia direta sobre
a funcao cardiaca de coractes infartados (Xu et al., 2008; de Waard & Duncker,
2009). Portanto, os resultados do presente estudo reforcam a idéia de que o
exercicio fisico regular realizado previamente ao IM pode atenuar os efeitos
deletérios decorrentes do remodelamento cardiaco sobre a funcdo de coracdes

infartados.

5.6 Densidade vascular

A figura 12 mostra as fotomicrografias representativas do ventriculo

esquerdo dos animais dos grupos experimentais.
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SHAM INF SED INF EX

Figura 12. Fotomicrografias representativas do ventriculo esquerdo dos animais dos
grupos experimentais. Tecido corado com Tricrobmico de Masson onde os
cardiomiécitos aparecem em rosa, as fibras coldgenas em azul e as heméacias em
vermelho. Barra = 20 pm. SHAM, controle sedentario. INF SED, infartado
sedentario. INF EX, infartado exercitado.

Conforme dados médios apresentados na figura 13, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos experimentais em relacdo a densidade
vascular analisada 15 dias ap6s a inducéo do IM (SHAM — 0,045 + 0,003 n°/mm? vs
INF SED — 0,041 + 0,002 n°’mm? vs INF EX — 0,041 + 0,003 n%/mm?).
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SHAM INF SED INF EX

Figura 13. Densidade vascular do ventriculo esquerdo dos animais dos grupos
experimentais. Dados expressos em Média + EPM. SHAM, controle sedentério. INF
SED, infartado sedentario. INF EX, infartado exercitado.
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Estes dados sugerem que o IM nédo alterou a vascularidade do miocardio.
Resultados semelhantes foram observados por outros estudos (de Waard &
Duncker, 2009).

O programa de exercicio fisico prévio utilizado no presente estudo também
nao teve efeito sobre a densidade vascular de ratos com IM induzido. O aumento da
vascularidade do miocardio induzida pelo exercicio fisico realizado antes da inducéo
do IM é sugerido como um dos principais mecanismos envolvidos na cardioprotecdo
(McElroy et al., 1978; Freimann et al., 2005). Entretanto, resultados semelhantes
aos do presente estudo foram reportados por outros trabalhos, os quais
demonstraram que o exercicio fisico prévio ndo foi capaz de alterar a densidade
vascular em ratos saudaveis e infartados (Duncker & Bache et al., 2008 de Waard &
Duncker, 2009). As divergéncias entre os resultados dos estudos podem estar
relacionadas com variacdes nas condi¢cdes experimentais, como, por exemplo, 0s
diferentes protocolos de exercicio fisico utilizados.

Portanto, especula-se que outras vias, como por exemplo, aumento nos
niveis das HSPs (Marini et al., 2007) e de enzimas da via oxidativa (Powers et al.,
2008), podem estar envolvidas na cardioprotecdo induzida pelo exercicio fisico

observada no presente estudo.

5.7 Propriedades morfologicas dos miocitos cardiacos isolados

Os resultados da morfologia celular estdo apresentados na tabela 3. O
comprimento dos midcitos cardiacos do VE dos animais do grupo INF SED foi
significativamente maior em comparacdo com o dos animais do grupo SHAM. O
exercicio fisico, por sua fez, foi capaz de aumentar o comprimento das células

cardiacas no grupo INF EX quando comparado ao dos grupos SHAM e INF SED.

38



Tabela 3. Propriedades morfolégicas dos midcitos cardiacos do ventriculo esquerdo

dos animais dos grupos experimentais.

) Relacao
Comprimento )
Grupos (um) Largura (um)  comprimento/largura Volume (pl)
Mm
(cm)

SHAM 146,82 £+ 2,18 20,67 +0,43 7,54 £ 0,20 23,00 + 0,58
INF SED 157,87 +2,34* 19,76 + 0,53 8,61 +0,21° 23,80 £ 0,79
INFEX 169,67 £2,02* 21,32 +0,44° 8,53 +0,19° 27,39 £ 0,63

Dados expressos em Média + EPM. SHAM, controle sedentério. INF SED infartado
sedentario. INF EX, infartado exercitado. a = estatisticamente diferente de SHAM
(P<0,05); b = estatisticamente diferente de INF SED (P<0,05).

O IM nao promoveu nenhuma alteracado na largura celular (SHAM vs. INF
SED). Contudo, o protocolo de corrida em esteira aplicado nesse trabalho promoveu
0 aumento da largura dos cardiomidcitos (INF SED vs. INF EX).

A relacdo comprimento/largura foi maior nos grupos com inducdo do IM, em
comparacao com o grupo SHAM. Porém, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos INF EX e INF SED.

Observa-se também que o volume celular néo foi alterado pelo IM (SHAM vs.
INF SED). Mas, por outro lado, os cardiomidcitos dos animais infartados exercitados
apresentaram maior volume, quanto aos dos infartados sedentarios (INF SED vs.
INF EX).

O aumento do comprimento celular em resposta ao IM é resultado da perda
aguda de midcitos cardiacos da regido isquémica, a qual conduz um rearranjo
estrutural dos grupos de células cardiacas remanescentes e expansao do VE
(Swynghedauw, 1999; Sutton & Sharpe, 2000). Esta adaptacdo progride com o
avanco do remodelamento cardiaco, tornando-se mais evidente apds algumas
semanas de inducao do infarto (Mork et al.,2007; Mork et al., 2009).

O aumento do comprimento celular observado no grupo INF EX pode ser
devido ao efeito de dois fenbmenos combinados: o rearranjo estrutural do ventriculo
esquerdo decorrente do IM e o estresse sobre a parede do miocardio devido a
sobrecarga volumétrica provocada pelo exercicio fisico (Diffee, 2004). Esse tipo de

estresse fisiolégico promove uma série de adaptacdes no miocardio, as quais estado
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relacionadas com o aumento da dimenséo interna do VE (Gerdes & Capasso, 1995;
Atchley et al., 2007; McMullen & Jennings, 2007). Essa resposta hipertrofica de
natureza excéntrica € evidenciada também em nivel celular (Moore et al., 1993;
Palmer & Moore, 1996; Mokelke et al., 1997; Palmer et al., 1998).

Contudo, uma limitacdo desse estudo foi a auséncia de andlise do diametro
da cavidade ventricular esquerda, através da qual seria possivel identificar se o
aumento observado no comprimento dos cardiomidcitos de animais exercitados tem
relacdo com uma possivel dilatacdo do ventriculo esquerdo observado em coracfes
acometidos pelo IM ou se este resultado é apenas uma resposta hipertréfica
induzida pelo exercicio fisico.

No presente estudo, o IM n&o teve nenhum efeito sobre a largura celular.
Este resultado corrobora aqueles reportados por Zhang et al. (2000) pois, nao
verificaram alteracdes na largura celular em cardiomiécitos de ratos infartados
experimentalmente.

O volume celular tem relacdo direta com o comprimento e a largura dos
cardiomiécitos (Satoh et al.,, 1996). Neste sentido, os dados do presente estudo
demonstram que, apesar do aumento no comprimento celular nos animais do grupo
INF SED, o IM néo teve efeito estatisticamente significativo sobre o volume celular.
Isto indica que o aumento no comprimento celular n&o foi suficiente para aumentar o
volume celular. Nos animais infartados exercitados, todavia, 0 aumento no volume
celular é reflexo direto do aumento das dimensbes celulares (comprimento e
largura). Essa resposta hipertrofica pode ser devido ao aumento de sintese protéica
induzida pelo exercicio fisico, como por exemplo, de proteinas constituintes dos
miofilamentos, como demonstrado por Diffee & Nagle (2003), Hashimoto et al.
(2004).

A relacdo comprimento/largura foi maior nos animais dos grupos INF SED e
INF EX em comparacdo com a dos animais SHAM. Isto indica que ambos 0s grupos

apresentaram hipertrofia celular de caracteristica excéntrica.

5.8 Propriedades mecanicas dos miocitos cardiacos

Optou-se por apresentar apenas os cardiomiocitos que apresentaram uma

relacéo positiva entre freqiiéncia de estimulacdo e amplitude de contragédo. Alguns
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cardiomidécitos ventriculares de ratos podem apresentar esta relacao negativa (Natal
et al., 2001), fato que pode mascarar os resultados.

No presente estudo as propriedades contrateis dos cardiomiécitos foi
avaliada em diferentes [Ca*’]e, sendo elas de 0,6, 1 e 5 mM. Primeiramente, a
contractilidade celular foi verificada na [Ca*’]e de 1 mM. Contudo, objetivando
verificar possiveis alteracdes no influxo e efluxo de Ca* na célula, analisamos a
contracdo dos cardiomidcitos em condices de baixa e alta [Ca™]e (0,6 € 5 mM,
respectivamente). Quando a [Ca*?]. esta baixa ha um aumento da saida desse fon
da célula. Em contrapartida, a elevada [Ca*?. favorece o influxo de Ca*? durante o
processo de acoplamento excitagcao-contracao.

A frequiéncia de estimulo também tem papel importante no favorecimento da
entrada ou saida do Ca™® da célula. Estudos tém demonstrado que ha uma relacéo
positiva entre frequiéncia de estimulacdo e amplitude de contracdo. Isso ocorre, pois
o aumento da freqiiéncia de estimulac&o eleva o influxo de Ca®" via canais de célcio
tipo L por unidade de tempo. Além disso, também h& um aumento do influxo de Na*
por unidade de tempo, que por conseqiiéncia, aumenta a entrada de Ca®" via NCX.
Em contra partida a saida de Ca*" pelo NCX é reduzida. Esse evento aumenta a
[Ca®"]i e estimula a liberacdo de Ca®" pelo RS, resultando em maior amplitude de
contragdo (Langer, 1987; Lewartowski & Pytkowski, 1987; Layland & Kentsuh, 1999;
Bers et al., 1993; Cook et al. 1997; Natali, 2000).

Entretanto, todos os parametros contrateis dos cardiomiécitos analisados
nesse estudo responderam de forma semelhante as duas freqiéncias de estimulo
(0,5 e 3 Hz). E possivel que isso tenha ocorrido em resposta a baixa temperatura
(~=25° C) na qual as propriedades contrateis dos cardiomiécitos foram analisadas.
Tem sido reportado que a reducdo da temperatura diminui a entrada de Ca* via
canais de Ca* tipo L, a atividade do NCX e a sensibilidade dos miofilamentos ao
Ca'? em midcitos cardiacos (Bers, 1991). Esses resultados sugerem que o efeito

inotrépico da freqiéncia de estimulo pode ser reduzido em baixas temperaturas.

5.8.1 Amplitude de contragao

A amplitude de contracdo € apresentada como percentagem de encurtamento

celular (% do comprimento celular de repouso) em resposta a estimulacédo elétrica.
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Na [Ca™’]. de 1mM verificou-se que o IM reduziu a amplitude de contrac&do
(SHAM vs. INF SED). Entretanto, o exercicio fisico foi capaz de atenuar os efeitos
do IM sobre a amplitude de contragéo (INF SED vs. INF EX).

Resultado semelhante foi obtido com a [Ca*?c de 5 mM. O grupo INF SED
apresentou amplitude de contracdo menor, quando comparado aos grupos SHAM e
INF EX. Entretanto, na [Ca*’]e de 0,6 mM, ndo houve diferenca entre os grupos
experimentais (SHAM vs. INF SED vs. INF EX).

Foi observado que na [Ca'’]e de 1 mM, o IM reduziu a amplitude de
contracdo. Resultados semelhantes foram demonstrados por outros estudos (Li et
al., 1995; Holt et al., 1998; Loennechen et al., 2002; Kim et al., 2002). Diferente de
nossos achados, outros pesquisadores ndo observaram mudancas na amplitude de
contracdo de cardiomiécitos de coracdes infartados (Gupta et al., 2000; Song et al.,
2004; Ahlers et al., 2005; Mackiewiczet al, 2008). Houser e Margulies (2003)
discutem a auséncia de alteracBes nas propriedades contrateis de cardiomiocitos de
coracbes acometidos pela falha cardiaca. Segundo os autores, a contracdo de
cardiomiécitos de animais com falha cardiaca pode ser similar a de animais
saudaveis, quando analisadas em condicfes basais. Nesse sentido, foi sugerido
gue a contracdo de cardiomidcitos seja analisada sob variacdes dos estimulos
inotrépicos, como por exemplo, variacdo na [Ca*?], freqiiéncia e aumento da pré-

carga.

Em nivel celular, a diminuicdo da amplitude de contracdo de cardiomidcitos
de animais infartados ocorre em resposta as modificagées na [Ca*?] intracelular e na
sensibilidade dos miofilamentos ao Ca*? (Holt et al., 1998; Kim et al. 2002; Wisloff et
al., 2002; Loennechen et al., 2002; Ait Mou et al., 2008).

A amplitude do transiente de Ca*?, ou seja, o fluxo desse fon na célula
durante cada contragdo celular tem se mostrado aumentada em resposta ao IM
(Wisloff et al., 2002; Loennechen et al., 2002; Mackiewicz et al., 2008). Além disso,
os picos de Ca*? sistélico e diastélico também apresentam-se aumentados em
cardiomiécitos de coracdes acometidos por esta patologia. Entretanto, outros
autores observaram que o infarto do miocardio tem um efeito contrario sobre o

transiente de Ca*?, no sentido de reduzir a amplitude do fluxo desse fon durante o
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processo de contracao celular (Holt et al., 1998; Kim et al., 2002; Ait Mou et al.,
2008).

Apesar de esses resultados serem contraditéorios e se mostrarem
insuficientes para explicar a reducao da amplitude de contracdo, devemos analiséa-
los separadamente e correlacionando-o com o0 outro pardmetro envolvido na
contractilidade intrinseca dos cardiomiécitos, a sensibilidade dos miofilamentos ao
Ca*?

Neste sentido, o aumento da amplitude do transiente de Ca** esta
relacionado com a reducdo da sensibilidade dos miofilamentos ao Ca*? (Wisloff et
al., 2002; Loennechen et al., 2002), ou seja, 0 aumento do fluxo de Ca*? durante a
contracdo celular funciona como um mecanismo compensatério da perda de
sensibilidade dos miofilamentos. Contudo, este mecanismo parece nao ser
suficiente para garantir que os cardiomiécitos de coracdes infartados tenham uma

amplitude de contrag&o similar a de animais sadios.

Por outro lado, Holt et al. (1998) sugerem uma outra explicacao para reducao
da amplitude de contracdo em cardiomiécitos de animais infartados. Eles
demonstraram que a sensibilidade dos miofilamentos ao Ca*? n&o foi alterada pelo

IM, porém houve uma reducéo no transiente de Ca*?.

Portanto, a reducédo da amplitude de contragdo em animais infartados parece
estar relacionada a dois fatores: a) reducéo da sensibilidade dos miofilamentos ao
Ca*? e b) reducéo da disponibilidade de Ca*? citosélico durante a sistole.

A reducdo da amplitude de contracdo nos animais do grupo INF SED serve
como base para explicacdo, pelo menos em parte, de alteracdes importantes
observadas in vivo, tais como reducdo da fracdo de ejecdo, da porcentagem de
encurtamento e do desenvolvimento de pressdes sistélica, arterial média e sistolica
intraventricular, além de aumento da pressao diastélica final intraventricular, todas
observadas em animais infartados (Holt et al., 1998; Gupta et al., 2000; Loennechen
et al., 2002; Wisloff et al., 2002; Ahlers et al., 2005; Ait Mou et al., 2008).
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A reducdio da [Ca'?]e favorece o efluxo desse fon do citosol a favor do
gradiente concentracdo, ou seja, reduz o contetdo de Ca*? disponivel para
contracdo. Dessa forma, na [Ca™]. de 0,6 mM a auséncia de diferencas na
amplitude de contracdo observada entre 0sS grupos experimentais pode ser
explicada pelas alteracdes nas proteinas regulatérias do efluxo de Ca*? do citosol.

De acordo com Bers (2002), a remocdo do Ca* citosélico acontece por
guatro vias, as quais contribuem de maneira quantitativamente diferente. Em ratos,
a SERCA?2 é a principal via, contribuindo com a remogéo de 92% do Ca*? presente
do citossol. O NCX, por sua vez, remove cerca de 7%, enquanto a Ca*? ATPase do
sarcolema e o uniportador de Ca*? mitocondrial participam juntos da remoc&o de
apenas 1% do Ca*? do citosol.

Entretanto, a homeostase de algumas dessas vias de remocdo do Ca*™ é
alterada pelo IM. Foi reportado que a captacdo de Ca*® pelo reticulo
sarcoplasmatico é reduzida nos cardiomiécitos de animais infartados, devido a uma
menor atividade da SERCA2 (Mackiewicz et al., 2008). Além disso, os niveis dessas
proteinas também foram menores nesses animais (Gupta et al., 2000; Wisloff et al.,
2002; Guo et al., 2003; Ahlers et al., 2005; Sallinen et al., 2007). A densidade do
NCX foi menor nos coracbes acometidos por esta patologia (Gupta et al.; 2000;
Wisloff et al., 2002; Sallinen et al., 2007), o que pode comprometer a remocao do
Ca*? do citosol. Por outro lado, a atividade da bomba de Ca*? do sarcolema parece
nao ser alterada (Dixon et al., 1992).

Alteracbes nas proteinas regulatérias do influxo de Ca*? nos cardiomidcitos
também podem ocorrer em resposta ao IM. A entrada de Ca*? na célula pelos
canais de Ca' tipo L em midcitos cardiacos isolados do ventriculo esquerdo de
coracdes infartados apresenta-se reduzida (Li et al., 2005) ou inalterada (Holt et al.,
1998). No que se refere & entrada de Ca*? via NCX, Gupta et al. (2000), Wisloff et al
(2002) e Sallinen et al (2007) verificaram que cardimiocitos de animais infartados
apresentam reducdo do influxo de Ca™ por esse trocador. Além disso, foi
demonstrado que a capacidade de liberacdo de calcio pelo reticulo sarcoplasmatico
é reduzida em midcitos cardiacos de animais infartados (Yamaguchi et al., 1997).
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Isto pode ser devido a uma redu¢édo nos niveis de RyR2, como demonstrado por
Guo et al. (2003) e Sallinen et al. (2007).

A [Ca*?. elevada favorece a entrada desse fon na célula, aumentado, assim,
a sua disponibilidade para contracdo celular. As diferencas na amplitude de
contracdo dos midcitos cardicos entre 0s grupos experimentais observadas na
[Ca*’e de 5 mM foram as mesmas das observadas na [Ca*’]. de 1 mM. Esse
resultado ja era esperado, pois, apesar da elevada [Ca*?]. favorecer o seu influxo, a
quantidade de Ca* que entra nas células é menor nos animais com IM, devido a
alteracdes nas proteinas reguladoras do influxo do Ca*? provocadas por essa
patologia (Yamaguchi et al., 1997; Holt et al., 1998; Gupta et al., 2000; Li et al.,
2005; Sallinen et al., 2007).

Outro achado importante do presente estudo foi que midcitos cardiacos de
animais exercitados antes do IM apresentaram uma maior amplitude de contracéo,
guando comparados ao seu controle sedentario. Esse resultado sugere que o
exercicio fisico regular realizado antes do IM tem efeito cardioprotetor importante,
no sentido de atenuar os efeitos deletérios dessa patologia sobre a funcéo contratil
de cardiomidécitos isolados.

A preservacao da amplitude de contracdo observada no grupo INF EX pode
estar relacionada com modificagbes de alguns parametros na contratilidade
intrinseca dos cardiomidcitos induzidas pelo exercicio fisico.

Estudos avaliando o efeito do exercicio fisico sobre a contracdo de
cardiomiécitos isolados demonstraram que células cardiacas de animais exercitados
apresentam maior porcentagem de encurtamento (Wisloff et al., 2001; Kemi et al.,
2007; Wisloff et al., 2009). Esse aumento na capacidade contratil de cardiomidcitos
é explicado, em parte, pelo aumento na amplitude do Ca*? transiente e na
sensibilidade dos miofilamentos ao Ca*?, além de hipertrofia do aparato contratil,
induzidos pelo exercicio fisico (Natali et al., 2002; Diffee, 2004; Kemi et al.,2007;
Kemi et al., 2008; Wisloff et al., 2009).

A preservacdo da fungdo contratili das células cardiacas de animais
previamente exercitados demonstrada neste estudo serve como base para explicar

a capacidade do exercicio fisico de atenuar a perda da funcdo cardiaca em animais
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infartados, como observada em estudos in vivo (Dayan et al., 2005; de Waard &
Duncker, 2009).

5.8.2 Velocidade maxima de contracao

Os dados de velocidade maxima de contracdo estdo apresentados na figura
15. Na [Ca*?]. de 1 mM, observa-se que o IM néo teve efeito sobre a velocidade de
contracdo dos cardiomiocitos (SHAM vs. INF SED) . Contudo, quando comparamos
o grupo INF EX com os demais, nota-se que os cardiomiécitos dos animais
exercitados previamente contrairam significativamente mais rapidos.

Resultados semelhantes foram obtidos nas concentracdes de Ca*™® de 0,6
mM (SHAM vs. INF SED vs. INF EX) e de 5 mM (SHAM vs. INF SED vs. INF EX).

Esses resultados demonstram que o IM nao promoveu alteracdes na
velocidade de contracdo celular. Diferente de nossos achados, Holt et al. (1998) e
Loennechen et al. (2002) verificaram que a velocidade de contragdo de midcitos
cardiacos isolados de animais infartados apresentou-se reduzida. Em contrapartida,
outros autores reportaram que o IM néo alterou a velocidade de contracdo de
cardiomiécitos (Anand et al., 1997; Wisllof et al.,2002)

A velocidade de contracdo esta diretamente relacionada com a liberacao de
Ca* no citossol durante o processo de contracdo. Neste sentido, foi demonstrado
que alteracdes em algumas proteinas envolvidas na regulacdo do influxo de Ca*? no
citosol podem reduzir a velocidade de contracdo em cardiomiocitos isolados de
coracOes de animais infartados. Alguns autores observaram reducao nos niveis do
RyR2 (Guo et al., 2003; Sallinen et al., 2007) e do NCX (Gupta et al.; 2000; Wisloff
et al., 2002; Sallinen et al., 2007).
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Figura 15. Velocidade maxima de contragdo de midcitos cardiacos isolados do
ventriculo esquerdo dos animais dos grupos experimentais medida com diferentes
concentracdes externas de célcio (Ca*?) e freqiiéncias de estimulo. SHAM, controle
sedentario (n = 48). INF SED, infartado sedentario (n = 63). INF EX, infartado
exercitado (n = 82). a = estatisticamente diferente de SHAM e INF SED (P<0,05).

Entretanto, a divergéncia entre os estudos que buscam explicar os efeitos do
IM na velocidade de contracdo de cardiomidcitos pode estar relacionada com a
entrada do Ca*? pelos canais de Ca*? tipo L, que tem se mostrado reduzida (Li et al.,
2005) ou inalterada (Holt et al., 1998) nesses animais. A redugdo na entrada do

Ca*? na célula diminui a quantidade desse fon disponivel para ativar os RyR2 e,
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conseqiientemente, aumenta do tempo para liberacdo do Ca*® do RS e da
contracao celular como um todo. Em contra partida, a auséncia de alteracdo no
influxo de Ca*? via canais de Ca* tipo L, observada por Holt et al. (1998) em ratos
com IM, explica, pelo menos em parte, a similaridade na velocidade de contragéo
dos cardiomidcitos entre os grupos SHAM e INF SED (Anand et al., 1997; Wisllof et
al., 2002).

Além disso, as diferencas entre os estudos podem ser devido variacdes nas
condicdes experimentais, como por exemplo, modelo animal utilizado, tempo pos
IM, tamanho do infarto e regido do miocardio estudada. Kim et al. (2002) reportaram
gue nao houve alteracdo na velocidade maxima de contracdo de cardiomidécitos de
animais com apenas uma semana de indugdo do IM. Entretanto, a velocidade
maxima de contracao foi menor em midcitos cardiacos isolados da regido adjacente
a area infartada, ap6s oito semanas de inducdo do infarto do miocéardio. Estes
resultados sugerem que as alteragdes provocadas por esta patologia na velocidade

maxima de contracdo de cardiomiécitos tém regulacéo espacial e temporal.

Nenhuma diferenca na velocidade méaxima de contracdo dos cardiomiocitos
entre os grupos SHAM e INF SED foi observada nas [Ca*?]. de 0,6 mM e 5 mM.
Esse resultado sugere que as variacdes na [Ca*?]e ndo foram capazes de exacerbar
possiveis alteracdes na velocidade maxima de contra¢do causadas pelo IM.

Por outro lado, o exercicio fisico regular realizado antes da inducao do IM foi
capaz de aumentar a velocidade maxima de contracdo dos cardiomidcitos. Este
achado pode ser explicado pela capacidade do exercicio fisico crénico promover
adaptacdes que aceleram a disponibilidade de Ca®* no citossol. H& evidéncias que o
exercicio fisico aumenta a expressao, atividade e sensibilidade do RyR2 (Wisloff et
al., 2002; Diffee & Nagle, 2003; Diffee, 2004; Kemi et al., 2008). Além disso,
animais exercitados apresentam maior sensibilidade dos miofilamentos aos ions
Ca?*, aumento da atividade do NCX e densidade e responsividade dos receptores j-
adrenérgicos (Tibbits et al., 1989; Diffee et al., 2001; Bidasee et al., 2008). Todavia,

estes parametros ndo foram avaliados no presente estudo.

As adaptacBes promovidas pelo exercicio fisico sobre a velocidade maxima
de contracdo de cardiomiécitos de coracdes acometidos pelo IM persistiram nas
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[Ca*’e de 0,6 MM e 5 mM. Esse resultado sugere que o aumento na velocidade
maxima de contracdo observada nos animais exercitados previamente ndo é

alterado por situacfes que favorecam o influxo ou a saida desse ion das células.

Coletivamente, essas adaptacfes resultam em melhora nas propriedades
contrateis dos cardiomidcitos em resposta ao exercicio fisico regular. Estas
adaptacbes podem estar associadas ao aumento da capacidade contratil do
miocardio e, conseqientemente, do volume de ejecdo e do debito cardiaco destes

animais.

5.8.3 Velocidade maxima de relaxamento

A figura 16 mostra o resultado da velocidade méaxima de relaxamento dos
cardiomidcitos do VE dos animais dos grupos experimentais em diferentes [Ca*?]e.

Na [Ca*’]e de 1 mM os animais infartados apresentaram velocidade maxima
de relaxamento semelhante a dos animais sadios (SHAM vs. INF SED). Nas
mesmas condi¢des, a velocidade maxima de relaxamento foi maior no grupo INF

EX, quando comparada a dos demais grupos.

Da mesma forma, a velocidade de contracdo nao diferiu entre os grupos
SHAM e INF SED, mas estava aumentada no grupo INF EX, nas [Ca*?]c de 0,6 mM
e 5 mM.

Esses achados demonstram que 15 dias de IM nao foram suficientes para
promover alteracdes significativas na velocidade maxima de relaxamento de
cardiomiécitos do VE. Da mesma forma, Anand et al. (1997) ndo encontraram
diferencas na velocidade de relaxamento em animais infartados, quando
comparados a seus controles normais.

Por outro lado, alguns autores tém reportado que midcitos cardiacos de
animais infartados apresentam menor velocidade maxima de relaxamento (Holt et
al.,, 1998; Loennechen et al., 2002) em relacdo aos controles. Isso pode ser
explicado por alteracées nas vias de remocéo do Ca*? presente no citossol dessas
células. H& evidéncias que ocorre uma reducdo na atividade e densidade da

SERCA2 (Gupta et al., 2000; Wisloff et al., 2002; Guo et al., 2003; Ahlers et al.,
50



2005; Sallinen et al., 2007; Mackiewicz et al., 2008) e na densidade do NCX (Gupta

et al.; 2000; Wisloff et al., 2002; Sallinen et al., 2007).
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As divergéncias existentes quanto a funcdo diastodlica de cardiomidcitos

(relaxamento) parecem estar relacionadas com variagbes nas condigoes



experimentais dos estudos. Por exemplo, Kim et al. (2002) n&o observaram
alteracdo na velocidade maxima de relaxamento de cardiomiécitos em animais com
apenas uma semana de inducgédo do infarto do miocérdio. Porém, miécitos cardiacos
da regido adjacente da area infartada de animais com oito semanas de pos-infarto
apresentaram este parametro reduzido. Além dos aspectos temporais e espaciais
sugeridos por estes resultados, o tamanho do infarto e o modelo de animal utilizado
também podem interferir nos resultados, como, por exemplo, o IM com uma maior
extensdo poderia exacerbar os efeitos deletérios causados por esta patologia sobre
a funcéo contratil de cardiomidcitos.

Assim como demonstrado por Anand et al. (1997), nenhuma diferenca na
velocidade maxima de relaxamento dos cardiomiécitos entre os grupos SHAM e INF
SED foi observada nas diferentes [Ca*]e (0,6 e 5 mM). Varios estudos sugerem que
animais infartados apresentam alteracdes nas vias de remocéo do Ca*? (Gupta et
al., 2000; Wisloff et al., 2002; Guo et al., 2003; Ahlers et al., 2005; Sallinen et al.,
2007; Mackiewicz et al., 2008), assim, é possivel que essa reducao na capacidade
de remocao do Ca* seja compensada por um menor influxo desse fon, causado por
alteracdes nas proteinas dessa via (Gupta et al.; 2000; Wisloff et al., 2002; Guo et
al., 2003; Sallinen et al., 2007). Isso explica, pelo menos em parte, a similaridade na
velocidade maxima de relaxamento dos grupos SHAM e INF SED, pois apesar das
vias de remocdo do Ca'? estarem comprometidas nos cardiomiécitos de animais
infartados, uma menor [Ca*?]tem de ser removida.

No presente estudo verificou-se um aumento significativo na velocidade
maxima de relaxamento dos cardiomiécitos dos animais do grupo INF EX, quando
comparados a dos animais do grupo INF SED, demonstrando que o exercicio fisico
regular foi capaz de melhorar/preservar a func@o diastélica de midcitos cardiacos
isolados.

O lusotropismo celular aumentado nos animais exercitados ocorre,
principalmente, pelo aumento da velocidade de remocéo de Ca?* do citosol. Estudos
com animais saudaveis tém demonstrado que o exercicio fisico promoveu melhoras
na funcdo e aumento na expressao de SERCA2 e fosfolambano (Wisloff et al., 2001,
Kemi et al., 2007) e aumento na atividade do NCX (Tibbits et al., 1989).

As adaptacdes promovidas pelo exercicio fisico regular sobre a velocidade
maxima de relaxamento de cardiomiécitos de coracdes acometidos pelo IM
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persistiram nas [Ca*?]e de 0,6 mM e 5 mM. Esse resultado sugere que o aumento na
velocidade de remocdo do Ca*? em animais exercitados ndo é alterado por

situacdes que favorecam o influxo ou a saida desse ion das células.

A melhora da capacidade de relaxamento celular promovida pelo exercicio
fisico regular tem impacto importante na funcédo cardiaca de animais com IM, pois
sabe-se que esta patologia pode conduzir a um quadro de disfuncédo diastolica
(Dayan et al., 2005; de Waard & Duncker et al.,2009).

5.9 Repostas hemodinamicas
A tabela 4 apresenta os parametros hemodinamicos analisados quinze dias

apos a inducdo do IM. Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi
detectada entre os grupos estudados no que se refere a FC, PAS, PAD. Entretanto,
a LVEDP estava aumentada nos animais infartados (SHAM vs. INF SED), porém,
sem efeito significativo do programa de exercicio aplicado (INF SED vs. INF EX).
Em contrapartida, a LVSP estava reduzida em animais infartados (INF SED vs

SHAM), sem efeito significativo do programa de exercicio aplicado.

Tabela 4. Parametros hemodinamicos.

Grupos SHAM INF SED INF EX
FC (bpm) 246,12 + 7,54 269,00 + 8,00 251,40 + 7,21
PAS (mmHg) 115,75 + 2,41 108,76 + 2,77 109,70 + 2,51
PAD (mmHg) 72,75+ 2,16 74,07 +2,72 74,90 +1,95
LVSP (mmHg) 121,37 2,52 ° 110,54 + 2,27 115,80 + 2,52
LVEDP (mmHg) 5,30 + 0,37 16,27 + 0,917 13,25+ 0,51°

dP/dt + (mmHg/s) 5621,62 + 153,54°°  3919,61 + 68,00  4534,80 + 97,74"
dP/dt — (mmHg/s) -5257,62 +135,40°¢ -3750,38 + 74,26  -4203,10 + 118,61°

Dados expressos em Média + EPM. SHAM, controle sedentario (n = 8). INF SED,
infartado sedentario (n = 13). INF EX, infartado exercitado (n = 10). a =
estatisticamente diferente de SHAM; b = estatisticamente diferente de INF SED; ¢ =
estatisticamente diferente de INF EX (P<0,05).
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A dP/dt+ foi significativamente maior nos animais do grupo SHAM, em
comparacao com INF SED e INF EX. Entre os animais infartados, este parametro foi
maior no grupo exercitado (INF SED vs. INF EX).

Entretanto, a dP/dt- foi menor no grupo SHAM, quando comparado aos
demais grupos. Os animais exercitados apresentaram este parametro reduzido em
relagcdo com seu grupo controle (INF SED vs INF EX).

Assim como observado por outros autores (Yamaguchi et al., 1997; van der
Velden et al., 2004; de Waard et al., 2007), nosso achados demonstram que o IM
nao altera a FC de animais acometidos por esta patologia.

O programa de corrida em esteira também néo teve efeito sobre a FC de
animais infartados. Entretanto, vale ressaltar que o registro dos dados foi obtido com
0s animais anestesiados. Em condi¢bes basais, a demanda corporal por sangue
oxigenado aumenta e ajustes no débito cardiaco ocorrem para suprir essa
necessidade (Mcardle et al., 1998). E possivel que nessas condi¢cdes possa existir
diferenca significativa entre os grupos. Portanto, a auséncia de variacdo na FC entre
os grupos INF SED e INF EX pode ter ocorrido devido as condicbes experimentais
nas quais os dados foram obtidos. Outra possibilidade é que o protocolo de
exercicio utilizado nédo foi capaz de promover essas adaptacdes.

N&o houve diferenca entre a PAS e a PAD dos grupos SHAM e INF SED,
sugerindo que o IM ndo afetou este parametro. Da mesma forma, o exercicio fisico
aplicado ndo alterou esses parametros nos animais infartados. A pressao arterial
esta diretamente relacionada com a capacidade contratil do coracéo e tanto o IM,
como o exercicio fisico, podem causar alteracdes importantes na funcédo cardiaca
(van der Velden 2004; Ait Mou et al., 2008). A similaridade nos resultados deve-se a
capacidade desse 6rgao manter a pressao sanguinea em niveis 6timos.

O IM reduziu a LVSP e a dP/dt+. Esses resultados demonstram que essa
patologia provocou disfuncdo contréatil do VE. Esta reducdo da capacidade contratil
observada nos animais infartados corrobora com outros resultados obtidos no
presente estudo. Por exemplo, a fibrose tecidual, observada pela maior
concentracdo de colageno nos coracdes de animais infartados, aumenta a rigidez
do musculo cardiaco, a qual esta relacionada com a elevagéo da resisténcia para o

encurtamento muscular (de Waard et al.,, 2007; de Waard & Duncker, 2009).
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Portanto, parece que a fibrose observada no miocardio de animais com IM contribui
para a reducdo da contratilidade do VE.

A reducdo da capacidade contratil de coracbes infartados também esta
relacionada com a reducdo do numero e da contratilidade dos cardiomiécitos.
Alguns trabalhos demonstraram que a perda de tecido cardiaco causada pelo IM
contribui para a disfuncéo sistélica do VE (Pfeffer et al., 1979; Pfeffer et al., 1985).
Todavia, presente estudo demonstrou que a diminuicdo na amplitude de contracéo
das células cardiacas causada pelo IM corrobora com a perda de funcéo contréatil
observada no VE de ratos com esta patologia.

O programa de exercicio fisico aplicado, por sua vez, teve um efeito
cardioprotetor importante no presente estudo. Este atenuou os efeitos deletérios do
IM sobre a funcao contréatil do VE. A reducdo da LVSP em resposta ao IM foi 49%
menor nos animais do grupo INF EX, apesar de néo ter havido diferenca
estatisticamente significativa para seu grupo controle. Da mesma forma, o indice de
contratilidade do VE, a dP/dt+, foi significativamente maior no animais exercitados
previamente.

O melhor desempenho contratli do VE de animais que exercitaram
previamente a inducdo do IM estéa relacionado a capacidade do exercicio fisico em
atenuar os efeitos deletérios dessa patologia (Dayan et al., 2005; de Waard e
Duncker, 2009). Observou-se no presente estudo que o programa exercicio fisico
aplicado reduziu a perda de tecido cardiaco (ex. menor extensdo do infarto nos
animais exercitados). Além disso, a deposicdo do colageno reativo foi menor no
grupo INF EX e houve uma preservacdo da amplitude de contracdo dos
cardiomiécitos de animais infartados previamente exercitados.

O IM também provocou alteracbes importantes no lusotropismo cardiaco.
Essa patologia aumentou de forma significativa a LVEDP. O aumento da presséo de
enchimento do ventriculo esquerdo concorda com a menor capacidade de
relaxamento apresentada nos animais do grupo INF SED (ex. maior dP/dt- nesse
grupo, quando comparado aos demais).

Assim como sugerido por outros autores (de Waard et al, 2007; de Waard &
Duncker, 2009) e pelo presente estudo, a reducdo do lusotropismo cardiaco
provocado pelo IM esta relacionada com a fibrose tecidual. Conforme ja discutido,
além da formacdo de uma cicatriz na regido infartada, ha um aumento na deposicao
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de colageno no miocardio sobrevivente, tornando o musculo cardiaco mais rigido e
resistente ao estiramento.

Portanto, a disfuncdo cardiaca observada em animais infartados esta
relacionada ndo s6 com a perda da capacidade contratil, mas também com uma
reducédo no lusotropismo cardiaco.

Os animais exercitados previamente a inducdo do IM apresentaram a LVEDP
29% menor em relagcdo ao grupo INF SED, apesar de nao ter existido diferenca
significativa. Além disso, a capacidade do exercicio fisico prévio em reduzir os
efeitos deletérios do IM sobre o lusotropismo cardiaco também foi demonstrado com
uma menor dP/dt— observada nos animais do grupo INF EX.

A menor deposicdo de colageno no miocardio sobrevivente de animais
exercitados, demonstrada aqui e por outros (de Waard et al., 2007), pode diminuir a
rigidez tecidual, colaborando para a melhora no relaxamento de coracdes
acometidos por esta patologia.

Adaptacdes em nivel celular também contribuem para melhora do
lusotropismo cardiaco. Demonstrou-se no presente estudo que cardiomiécitos de
animais infartados relaxam significativamente mais rapidos, em comparacdo com o
seu grupo controle.

Os resultados observados na analise hemodindmica sugerem que o exercicio
fisico realizado antes do IM reduz os efeitos deletérios dessa patologia sobre a

funcédo cardiaca.
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6. Conclusao

Conclui-se que o programa de corrida em esteira realizado previamente ao IM

foi capaz de atenuar os efeitos deletérios causados por essa patologia sobre a

funcdo ventricular esquerda. As principais adaptacfes do exercicio fisico foram:

a)
b)

c)
d)
e)

f)

aumento do comprimento, da largura e do volume dos cardiomiécitos;
atenuacao das alteracOes provocadas pelo IM na amplitude de contracdo e
aumento da velocidade do ciclo contracdo-relaxamento de midcitos isolados;
reducéo do tamanho do IM;

auséncia de efeito sobre a densidade capilar;

reducdo da deposicdo de colageno no miocardio sobrevivente;

atenuacdo das alteracdes nos parametros hemodinamicos provocadas pelo
IM.
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