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RESUMO

FREITAS, Juliana Silveira d®. Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2015.
Efeitos do treinamento fisico associado a terapia com células-tronco mesenquimais
sobre o remodelamento e funcéo cardiaca de ratos infartadoSrientador: Clovis
Andrade Neves.

O tratamento da insuficiéncia cardiaca em decorréncia do infarto do miocardio (IM)
conta atualmente com diversos tipos de intervencdes. O treinamento fisico (TF) e a
terapia com células-tronco mesenquimais (CTM) tém sido utilizados, contudo, os
efeitos da associacdo dessas terapias sao pouco estudados. Este estudo teve como
objetivo verificar se o exercicio fisico de baixa intensidade associado a terapia com
CTM poderia afetar de modo benéfico o remodelamento e a funcdo cardiaca de ratos
infartados Ratos Wistar(idade: 30 dias, peso corporal: 118 + 1figam divididos nos

grupos: sedentario sham (SED SH); sedentario infartado (SEDdMntario infartado

+ CTM (SED IM CT); exercitado sham (EX SH); exercitado infartado (EX IM) e
exercitado infartado + CTM (EX IM CT). Animais dos grupos IM foram submetidos a
toracotomia e ligadura da artéria coronaria anterior descendente esquerda. O programa
de treinamento consistiu de 60 minutos, 5x/semana, 60% da velocidade méxima de
corrida, iniciado 24 horas apés o IM com duracdo de 12 semanas. Células-tronco
mesenquimais da medula éssea do fémur de ratos Wistar (concentracabrélulas)

foram injetadas de forma alogénica via veia caudal imediatamente apos o IM. Foram
avaliados: teste fisico em esteira; analise ecocardiografica; tamanho do IM; contetdo de
colageno; percentual de vasos; hipertrofia cardiaca e celular; expressdo proteica de
AKT, mTOR, calcineurina, NFAT e VEGF; expressdo génica-@etina esquelética,

FNA, a-MCP ¢ B-MCP. O IM promoveu alteracdes deletérias ao coracdo, aumentando
0s parametros: massa cardiaca, indice cardiossomatico, didmetro da parede do
ventriculo esquerdo, didmetro da camara ventricular esquerda, comprimento e volume
dos cardiomidcitos e fibrose intersticial, além de prejudicar parametros funcionais como
fracdo de ejecdo e fracdo de encurtamento. O protocolo de exercicio aerébio de baixa
intensidade em esteira melhorou a capacidade fisica dos animais, induziu a bradicardia
de repouso, aumentou a fracdo de ejecéo e fracdo de encurtamento, reduziu o tamanho
do infarto e a fibrose intersticial no ventriculo esquerdo, reduziu a expressédo de genes
marcadores de hipertrofia cardiaca patologica (actina a-esquelética, FNAe B-MCP) e

aumentou a relagdo de o/f-MCP. A terapia celular com CTM, por sua vez, reduziu o
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tamanho do infarto e a fibrose intersticial e melhorou os parametros de fracdo de ejecao
e encurtamento nos animais sedentarios. A associacdo dos tratamentos ndo causou
alteracOes significativas nos parametros avaliados. Conclui-se que os tratamentos,
avaliados de forma isolada, causaram adaptacdes benéficas que resultaram em melhora
da funcéo cardiaca geral. No entanto, ao serem associados, ndo mostraram sinergia que
pudesse potencializar seus beneficios.
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ABSTRACT

FREITAS, Juliana Silveira dé. Sc., Universidade Federal de Vicosa, Auguzidls.
Effects of exercise training associated with mesenchymal stem cells therapy on the
cardiac function and remodeling of infarcted rats.Adviser: Clovis Andrade Neves.

The treatment of heart failure as a consequence of myocardial infarction (MI) has
currently various types of interventions. The exercise training (ET) and therapy with
mesenchymal stem cells (MSC) has been used, however, the effects of the combination
of these therapies are poorly studied. This study aimed to verify if the exercise of low
intensity associated with MSC therapy could affect beneficially the cardiac function and
remodeling in infarcted rats. Male Wistar rats (age: 30 days; body weight: 118 + 11Q)
were divided into six groups: sedentary sham (SED SHAM), sedentary infarction (SED
MI), sedentary infarction plus stem cells (SED MI SC), trained shE/m SHAM),

trained infarction (TR MI) and trained infarction plus stem cells (TR MI SC). Animals
from MI groups were subjected to throcotomy ligation of the anterior descending
coronary artery. Animals from TR groups were submitted to a progressive tleadmi
running training for 12 weeks, being the final duration and intensity of 60 min &ad 60

of maximal running speed. MSCs from the Wistar rat femoral bone marrow were used
to allogenic cell transplantation through the tail vein immediately after Mi
(concentration: 1 x FOcells). There were assessed: physical capacity; hemodynamic
analysis; Ml size; collagen content; vessels percentage; cellular and cardiac
hypertrophy; protein expression of AKT, mTOR, calcineurin, NFAT and VEGF; gene
expression of actin-skeletal, ANFa-p and MHC-MHC. The IM promoted deleterious
changes to the heart, increasing the parameters following: cardiac mass, cardiac somatic
index, diameter of the left ventricular wall, diameter of the left ventricular chamber,
length and volume of cardiomyocytes; interstitial fibrosis, and impair functional
parameters as the fractions of ejection and shortening. The aerobic exercise protocol of
low intensity treadmill improved the physical capacity of the animals, induced rest
bradycardia, increased shortening and ejection fraction, reduced infarct size and
interstitial fibrosis in the left ventricle, reduced the expression of pathological cardiac
hypertrophy markers genes (a-skeletal actin, atrial natriuretic factor (ANF) arfid

myosin heavy chai(p-MHC) and increased the ratio of a / B-MHC. Cell therapy with

MSC, in turn, reduced infarct size and interstitial fibrosis and improved shortening and

Xv



ejection fraction parameters in the sedentary animals. The combination of the treatments
did not cause significant changes in the evaluated parameters. In conclusion, the
treatments evaluated in isolation, caused beneficial adaptations which resulted in
improved overall cardiac function. However, when combined, they showed no synergy

that could enhance their benefits.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1- Infarto do miocardio e remodelamento cardiaco

As doencgas cardiovasculares ocupam o primeiro lugar no ranking de ébitos no
mundo. Dados da Organiza¢cdo Mundial de Saude indicam que elas sao responsaveis por
cerca de 30% das mortes que ocorrem anualmente em todo o mundo, cifra que se
aproxima de 17 milhdes de pessoas (Butler, 2011). O infarto agudo do miocérdio (IM) é
a principal causa de mortalidade e morbidade associadas as doencas cardiovasculares
(O’Gara et al., 2013). De acordo com a American Heart Association, cerca de [195 mi
novos IM ocorrem a cada ano nos EUA (Roger et al., 2012) e no Brasil,
aproximadamente 300 mil pessoas sofrivh por ano e, deas 84 mil morrem
(DATASUS).

O infarto do miocardio é causado pela obstrucdo total ou parcial do fluxo
sanguineo nas artérias coronarias responsaveis pela irrigacdo do miocardio. A
interrupcdo subita do fluxo sanguineo coronario determina um quadro clinico de
isquemia levando a morte parte da parede do cora¢do, com danos irreversiveis ao 6rgao
(French & Kramer, 2008; Mill et al., 2011; Thygesen et al., 2012; Nicolau et al., 2014).

Apbés um IM o coracdo passa por transformacdes estruturais, tanto no tecido
necrosado quanto no miocardio remanescente. Essas transformacfes sdo controladas por
eventos celulares e moleculares, que em conjunto, determinam um processo conhecido
como remodelamento cardiaco e tem por objetivo substituir os cardiomidcitos mortos
por uma cicatriz de colageno, vista a baixa taxa de regeneracéo cardiaca (Pfeffer et a
1990; Dobaczewski et al., 2009; Gajarsa & Kloner, 2011; Mill et al., 2011).

O remodelamento cardiaco no IM é inicialmente um processo adaptativo para
manter a funcdo cardiaca, mas com o passar do tempo, assume carater patoldgico,
predispondo o individuo a insuficiéncia cardiaca, arritmia e morte (Pfeffer et al., 1990;
Dobaczewsketal., 2009; Gajarsa & Kloner, 2011; Mill et al., 2011).

Qualquer perturbacdo na hemodinamica circulatéria ativa o sistema nervoso
central, aumentando a atividade adrenérgica e ativando o sistema renina-angiotensina,
de forma a manter a perfuséo (Swynghedauw et al., 1999; Dobaczewsky et al., 2010).

No entanto, os efeitos constantes dessa resposta causam a elevacdo da pré e da poés-
carga, devido a vasoconstricdo venosa e arterial, resultando em sobrecarga volumétrica
(Gajarsa & Kloner, 2011; Milketal., 2011; Zornoff et al., 2009).



Simultaneamente a morte das células do miocérdio, alteracdes da homeostase da
matriz extracelular desempenham papel critico no remodelamento cardiaco. A
degradacdo da rede estrutural proteica por meio do aumento da atividade das
metaloproteinases de matriz permite a distensdo da regido, tornando-a mais suscetivel as
deformacoes e resultando em alteracdes na geometria ventricular (Cleutjens et al., 2002;
Holmes et al., 2005; Zornoff et al., 2009; Dobaczewski et al., 2009).

Nas primeiras 72 horas apés um IM, a area do infarto se expande, evento
caracterizado pelo afinamento da parede da area infartada, o qual facilita a dilatacdo da
cavidade ventricular. Em consequéncia da expansao, o ventriculo perde a sua forma
eliptica normal e assume uma configuracdo esférica, acarretando numa elevagdo do
estresse parietal durante a diastole (Sutton & Sharpe, 2000; Cleutjens et al., 2002;
Zornoff et al., 2009). O afinamento da parede ocorre primariamente pelo deslizamento
dos miécitos em decorréncia da degradacéo do colageno, que ndo mais sustenta o tecido
e permite o0 movimento celular (Pfeffer & Braunwald, 1990; Whittaker et al., 1994).
Essa expansdo € mais frequentemente observada em infartos grandes e transmurais
(Pfeffer & Braunwald, 1990; Zornoff et al., 2009

Apbs 72 horas, sintese e deposicdo de nova matriz jA sdo evidentes na area
infartada. A producéo, principalmente de colageno, tem efeito sobre a estrutura e fungéo
cardiaca, pois enquanto previne a dilatacdo da area infartada, leva a uma rigidez
tecidual, resultando em reducdo da complacéncia e prejuizos na capacidade contratil
(Cleutjens et al., 2002; De Waard et al., 2007; Xu et al., 2008). E interessante notar que
a formacdo de tecido fibrotico se da principalmente pela acdo de miofibroblastos,
células que se diferenciam a partir de fibroblastos e tém capacidade de proliferar,
secretar proteinas de matriz e de propiciarem uma maior retracdo da éarea fibrotica
(Dobaczewski et al., 2009).

Todas essas alteracOes estruturais causadas pelo remodelamento aearretam
prejuizo da funcionalidade cardiaca, destacando-se a reducao da fracdo de ejecdo, da
fracdo de encurtamento, da pressao arterial média, dandR/@/Blor maximo da
derivada temporal de pressdo ventricular) e @R/divalor minimo da derivada
temporal de pressao ventricular), além do aumento da pressao diastolica e reducédo da

presséo sistolica (Swynghedauw, 1998nnechen et al., 200@/isloff et al., 2002).



1.2- Hipertrofia cardiaca fisiologica e patolégica— diferencas estruturais e

moleculares

O coracédo é composto de midécitos (células musculares cardiacas) e ndo miocitos
(fibroblastos, células endoteliais, células musculares lisas vasculares e mastécitos), além
de uma abundante matriz extracelular. Os miocitos ventriculares perfazem o total de 1/3
do namero de células, mas ocupam aproximadamente 70-80% da massa cardiaca (Zak,
1984). No coracdo de mamiferos, no nascimento ou logo apds, as células raduzem
habilidade de se proliferarem e o crescimento do 6rgdo se da primariamente pelo
aumento do tamanho do midcito (Soonpa, 1996).

Estudos recentes tém mostrado que a cardiomiogénese ocorre no coragao de
adultos, apesar da frequéncia de geracdo e da fonte de novas células cardiacas ainda
gerarem muitos debates (Senyo et al., 2012; Anversa & Leri, 2013; Ellison et al., 2013;
Nadal-Ginard et al., 2014; Van Berlo et al., 2014). Estima-se que a taxa de renovacao
dessas células varia de menos de 1% por ano (Bergmann et al., 2009; Hosoda et al.,
2009; Soonpaa & Field, 1997) a mais de 40% por ano (Urbanek et al., 2005; Kajstura et
al., 2010). Por muito tempo, o coracdo adulto foi considerado um 6rgéo pés-mitético no
qual o numero de células parenquimais era estabelecido no nascimento. Essa visdo tem
sido substituida por uma capacidade intrinseca e extrinseca de regeneracdo de
cardiomidcitos, impondo uma reavaliacdo dos conceitos de homeostase cardiaca (Senyo
et al., 2012; Ellison et al., 2013)

A hipertrofia cardiaca (aumento da massa cardiaca) constitui-se numa das
principais respostas compensatdrias as alteracdes hemodinamicas impostas ao coracao,
sejam elas sobrecargas de volume ou de pressdo. Sob essas determinadas circunstancias,
o0 musculo cardiaco deve trabalhar de forma mais intensa do que em condi¢cdes normais,
provocando um aumento no volume das células musculares para contrabalancear o
aumento do estresse na parede ventricular (Colan, 1997; McMullen & Jennings, 2007;
Bernardo et al., 2010). Esse aumento ocorre em resposta a condicdes patologicas, tais
como hipertensao arterial ou IM, ou como resposta fisioldgica, incluindo o crescimento
normal apds o nascimento, a gravidez e o crescimento desencadeado pela sobrecarga de
trabalho imposta pelo treinamento fisico contra resisténcia e aerdbio, realizado de
maneira cronica por atletas (Colan, 1997; lemitsu et al., 2001; Weeks & McMullen,
2011).



Tanto a hipertrofia cardiaca patolégica quanto a fisiol6gica sdo associadas ao
aumento do tamanho do coragdo. No entanto, a patoldgica esta tipicamente associada
com perda de miocitos (por necrose ou apoptose), aumento dos elementos intersticiais
que levardo a formacéo de fibrose, disfuncdo cardiaca e aumento do risco de morte.
(McMullen & Jennings, 2007). De forma contraria, a hipertrofia cardiaca fisiologica
esta associada com estrutura cardiaca normal, funcao cardiaca normal ou melhorada e se
apresenta de forma reversivel (Colan, 1997; Fagard, 1984; McMullen & Jennings, 2007,
Bernardo et al., 2010; Elisson et al., 2012).

Em ambos os casos a hipertrofia pode ser classificada em dois tipos: concéntrica
ou excéntrica, classificacdo baseada em mudancas no formato geométrico da camara,
que sado dependentes do estimulo inicial dado ao cardiomiécito. A hipertrofia
concéntrica refere-se ao aumento da espessura da parede e da massa cardiaca, com
pequena reducdo ou nenhuma mudanca no volume da camara. E caracterizada por
adicbes de sarcomeros em paralelo, aumentando a largura do miécito. Ja a hipertrofia
excéntrica refere-se ao aumento da parede ventricular cardiaca e do volume da camara.
E caracterizada por adicdo de sarcomeros em série, aumentando o comprimento do
midcito (Grossman et al., 1975).

Em condi¢cbes patolégicas o estimulo que causa sobrecarga de pressdo (ex:
hipertenséo, estenose adrtica) produz aumento do estresse na parede durante a sistole,
causando a hipertrofia concéntrica. Por outro lado, a sobrecarga de volume
(insuficiéncia mitral, IM) produz um aumento do estresse na parede durante a diastole e
resulta na hipertrofia excéntrica (Grossman et al., 1975).

De forma similar, o estimulo fisiolégico pode induzir o surgimento de ambas as
formas de hipertrofia. O exercicio aerdbio provoca sobrecarga volumétrica pelo
aumento do retorno venoso, ou seja, aumento da pré-carga durante as sessbes de
exercicio. Isso gera uma elevacdo no pico de tensdo diastdlica e induz o crescimento
dos cardiomiécitos, com adicdo em série de novos sarcOmeros e aumento do
comprimento das miofibrilas, resultando em aumento da cavidade do ventriculo. A
cavidade aumentada permite um estresse maior sobre a parede do ventriculo e uma
elevacado do pico de tensédo sistolica, o que estimula o crescimento dos cardiomiocitos
pela adicdo de sarcomeros também em paralelo, resultando num aumento da espessura
da parede. Em consequéncia, gera hipertrofia do tipo excéntrica, cuja relacdo entre

espessura da parede ventricular e raio da cavidade permanece inalterada (Fagard, 1984).



J& o treinamento contra-resisténcia ou de forgca impde ao ventriculo uma
sobrecarga de pressdo, ou seja, aumento da pos-carga com elevado pico de tenséo
sistélica. Em resposta a esse estresse, o cardiomiécito cresce em diametro, com adicao
de sarcébmeros em paralelo, resultando em aumento da espessura do ventriculo, sem
alteracdo do tamanho da cavidade. Essa hipertrofia do tipo concéntrica se caracteriza
pelo aumento da relacdo entre espessura da parede e raio da cavidade (Grossman et al.,
1975; Colan et al.,, 1997). De forma ampla, ambas as hipertrofias patologicas
apresentam-se de forma assimétrica e se correlacionam com o aumento do indice de
morbi-mortalidade (Oliveira & Krieger, 2002).

Outras caracteristicas estruturais e funcionais diferenciam as hipertrofias
patoldgica e fisiolégica. Em paralelo ao aumento do tamanho dos cardiomidcitos, a rede
de fibras colagenas da matriz extracelular que fornece suporte estrutural ao parénquima,
em um insulto patolégico como o IM, se acumula excessiva e desproporcionalmente.
Esse acumulo leva ao enrijecimento ventricular, prejudicando o processo de
contratilidade e relaxamento do musculo cardiaco (Mill & Vassallo, 2001; Gunasinghe
& Spinale, 2004 Brower, 2006). Além da fibrose, a reducdo da densidade capilar
aumenta as distancias de difusdo de oxigénio, agravando o quadro isquémico e
acelerando o processo de insuficiéncia cardiaca (Gunasinghe & Spina)e, 2004

De forma oposta, na hipertrofia fisiologica n&o ocorrem alteracdes
desproporcionais do estroma nem prejuizo funcional do érgdo. Além do aurmento d
namero de sarcébmeros nos cardiomidcitos, ocorre aumento do reticulo sarcoplasmatico
e do tamanho e numero de mitocbndrias para manter um estado funcional e
proporcional a biogénese do aparato contratil (Mill & Vassallo, 2001; Mann &
Rosenzweig, 2012). Aumento do fluxo sanguineo coronariano pela angiogénese,
vasodilatacdo e melhora da extracdo de oxigénio também auxiliam na melhora da
capacidade funcional miocéardica (Wu et al., 2009; Mann & Rosenzweig, 2012).

A hipertrofia cardiaca patologica em decorréncia do IM esta associada@-com
expressao de genes fetais no VE, sendo observada a reexpressao do fator natriurético
atrial (FNA), da actina a-esquelética e da mioginle cadeia pesada beta (B-MCP). A
MCP € o principal componente da miosina, um complexo profeicdamental na
contracao ak células musculares. A isoforma B-MCP € expressa no coragéo no periodo
pré-natal e reduz sua expressédo logo ap6s o nascimento, quando aumenta a expressao de
a-MCP. No entanto, em situa¢des patoldgicas, como no caso do IM, sét@ma

inversao no programa de gene fetalomo a B-MCP é mais lenta em hidrolisar o ATP,
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a sua expressdo aumentada correlaciona-se a uma menor velocidade de encurtamento/
relaxamento, prejudicando ainda maifuncdo contratil (Chien & Knowlton, 1991,
McMullen e Jennings, 2007; Rajabi et al., 2007; Bernardo et al., 2010). Esse padréo
pode ser acompanhado por uma reducdo da expressao de genes normalmente expressos
em altos niveis no ventriculo cardiaco de adultos, tais como a isoieM@P e a

SERCA2 (McMullen & Jennings, 2007; Bernardo et al., 2010).

As alteracbes génicas mencionadas acima ndo sdo encontradas em situacdes de
hipertrofia fisioldgica. O aumento do tamanho dos cardiomidcitos ocorre pela sintese de
novos componentes contrateis, com alteragdes nas proporc¢des das isoformas de actina e
miosina sintetizadas, buscando adequar a for¢a e a velocidade de contragdo em resposta
ao estimulo de sobrecarga imposto ao coracao (Pereira, 1993). Consideravel atencéo
deve ser dada na alteracdo da composicdo das proteinas contrateis em decorréncia do
treinamento fisico. O treinamento em natacdo acarretou aumento da expreasdo de
MCP com consequente aumento da atividade ATPase miosinica e melhora da funcéo
sistélica em ratos. Esse padrdo de expressdo pode ser mudado rapidamente caso esses
mesmos animais sejam submetidos a uma sobrecarga patoldgica, alterando o padréao de
expressdo da isoformaMCP para a isoforma p-MCP em dois a trés dias (Schaiblet &
Malhorta, 1985

1.3- Mecanismos de sinalizagao intracelular para hipertrofia cardiaca

A hipertrofia cardiaca que ocorre a partir da sintese proteica aumentada é
dependente de estimulos extracelulares, que desencadeardo uma sequéncia de eventos
bioquimicos de sinalizacdo celular, alterando no nucleo a transcricdo génica e no
citoplasma a traducéo ribossomal. Os sinais extracelulares que chegam a membrana
celular séo percebidos pelos midcitos através de receptores, canais idbnicos ou outras
proteinas ancoradas a membrana. Esses, ao serem acionados, € que gerardo a cascata de
sinais que coordenara o crescimento celular (Heineke & Molketin, 2006; McMullen &
Jennings, 2007; Bernardo et al., 2010).

O estimulo mais importante para a hipertrofia cardiaca no miocéardio € o estresse
mecanico que ocorre através de um aumento da tenséo sistolica e diastolica, acarretando
em estiramento dos cardiomiécitos e liberacdo de fatores neuro-humorais. O
estiramento é percebido pela célula através de uma familia de receptores de superficie

celular, as integrinas (Hynes, 199R3sas proteinas sdo compostas por uma unidade a e
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uma unidade f; apresentam um grande dominio extracelular, uma regido transmembrana

e pequeno dominio citoplasmatico (Giancotti & Ruoslahti, 1999; Hynes, 1992). As
integrinas, juntamente com outras proteinas associadas ao citoesqueleto (talina,
vinculina, a actina), conectam o aparato contratil sarcomérico com a matriz extracelular

através da membrana plasmatica, transformando o estimulo mecénico em sinais
biogquimicos que acionam a cascata moleculatvam o programa de hipertrofia
cardiaca (Brancaccio et al., 2006; Hynes, 1992; Ross & Borg, 2001).

Estudos in vitro demonstraram que a superexpressao de integrinas induziram a
resposta hipertréfica de midcitos ventriculares de ratos recém-nascidos (Pham, 2000)
enquanto a inibi¢cdo da subunidade B1 da integrina reduziu a sinalizagdo para hipertrofia
estimulada por agentes adrenérgicos (Ross et al., 1998). Em modelos in vivo, ratos e
camundongos submetidos a constricdo da aorta para provocar hipertrofia patoldgica,
aumentaram a expressao das subunidades 1A, 1D, a3 e a7, bem como a reexpressao
de al e a5, subunidades que sdo expressas durante o desenvolvimento, mas reguladas
negativamente no miocardio adulto normal (Babbitt et al., 1999). Da mesma forma que
a sobrecarga de pressdo, a sobrecarga volumétrica provocada pelo IM aumentou a
expressdo da subunidade ol da integrina nos midcitos da regido da borda do infarto e no
tecido remodelado da regido infartadasudunidade a5 teve sua expressdo aumentada
na borda do infarto e no tecido miocéardico néo infartado (Nawata et al., 1999). Todos
esses dados, tomados em conjunto, demonstram que as integrinas sao partes importantes
no processo de resposta hipertréfica cardiaca.

Além do estimulo mecanico, uma variedade de fatores estimula a expressao das
integrinas. Fator de crescimento semelhante a insulina (IGF), angiotensina Il (Angll),
fator de crescimento tumoral beta (TG¥#y-fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), dentre outros, parecem modular a expressao das integrinas de forma paracrina
ou autdcrina, no entanto, a via precisa de sinalizacdo através da qual esses fatores de
crescimento interagem com os receptores integrinas nos cardiomiécitos nao é totalmente
esclarecida (Ross & Borg, 2001).

Embora as vias de transducdo de sinais sejam inerentemente complexas e
abundantes, as vias de sinalizacdo responsaveis por mediar a hipertrofia cardiaca
fisiologica ou patolégica melhor caracterizadas sdo: a via de sintese AKT-mTOR e a via
da calcineurina-NFAT. Outras vias de sinaliza¢do associadas a hipertrofia incluem a via
da JAK/STAT, MAPKs e PKC (Wilkins & Molketin, 2004; Heineke & Molketin, 2006;
McMullen & Jennings, 2007; Bernardo et al., 2010).



1.4- Sinalizacéo intracelular pela via da calcineurina-NFAT no remodelamento

cardiaco patoldgico

As proteinas G fazem parte de um grupo de proteinas de membrana envolvidas
na transducédo de sinais e resposta celular. Sao divididas em dois principais subgrupos:
proteinas G heterotriméricas e proteinas G monoméricas ou pequenas proteinas G. As
proteinas G heterotriméricas possuem trés subunidades (o, B e y) nas quais se acoplam
0s receptores especificos, receptores acoplados a proteina G (GPCR). A ligacdo de um
agonista ao seu receptor leva a dissociacdo das subunidades Go e GPy e ativacdo das
moléculas de sinalizacdo na cascata (Rockman et al., 2002).

Em resposta a sobrecarga hemodinamica que ocorre no coracgdo, a liberacao de
fatores cardiacos autdcrinos ou paréacrinos, incluindo angiotéhsamalotelina 1 (ET1)

e noradrenalina, desempenham importante papel no desenvolvimento da hipertrofia
cardiaca patologica (Heineke & Molketin, 2006; McMullens & Jennings, 2007;

Bernardo et al., 2010; Weeks & McMullens, 2011). Ao serem liberados, esses fatores
ligam-se aos seus receptores GPCR, tais como: receptor de angiotensina Il do tipo 1,

receptores de endotelina tipo A e tipoe Beceptores adrenérgicos (tipos a e f3). Essa
ligacdo causa a liberagdo e ativagdo da subunidgge@ue iniciara a sinalizagéo
intracelular para inducdo da hipertrofia cardiaca patolégica (McMullen & Jennings,

2007; Bernardo et al., 2010).

A subunidade o da proteina G heterotrimérica possui quatro subfamilias e a
isoforma Gq desempenha importante papel na via de indugdo de hipertrofia cardiaca

patologica. Em estudos com camundongos nocautes para isofggmaaGipertrofia
cardiaca ndo se desenvolveu em resposta a um modelo de sobrecarga de presséo
(Akhter, 1998) e a superexpressdo provocou hipertrofia associada com disfuncéo
cardiaca e morte premadyD’Angelo et al., 1997; Mende et al., 1998).

Estando ja dissociadas deceptor, as subunidades Go ¢ GPy da proteina G
amplificam e propagam o sinal extracelular, modulando a atividade de uma ou mais
moléculas efetoras, tais como fosfolipases, adenilil ciclase e canais ibnicos. @Quando
proteina G se associa a fosfolipase C (PLC), ocorre formagé&o de diacilglicero) (DAG
que funciona como um ligante intracelular de proteina quinase C (PKC) e de inositol-



1,45, trifosfato (IP3). A partir do acumulo de IP3, ele se liga ao seu receptor
1(1,4,5)P3R localizado no reticulo sarcoplasmético resultando numa mobilizacdo de
C&* para o meio citoplasmatico (Rockman et al., 2002).

Sabe-se que o miocardio hipertrofiado em decorréncia de uma patologia, como
hipertenséo ou IM, apresenta alteracdes prejudiciais nas propriedades mecanicas dos
cardiomidcitos, decorrentes de modificacdes nas proteinas reguladoras do transiente de
C&*. Essas alteragdes proteicas fazem com que ocorra uma reducdo do pico de
transiente de C& e aumento do tempo para relaxamento e decaimento tfe Ca
resultando na elevacdo dos niveis intracelulares ded@eante a diastole (Wisloff et
al., 2002; De Waard et al., 2007). Esse aumento esta relacionado a maior ativagdo da
via de sinalizagcdo sensitiva ao%Gacujas proteinas mais importantes dependentes de
C&* para ativacdo incluem a proteina célcio/calmodulina e calcineurina (Molketin,
2004; Wilkins & Molketin, 2004).

A calcineurina é uma fosfatase serina/treonina dependente de calcio/calmodulina
gue possui uma subunidade catalitica (CnA) e uma subunidade regulatéria (CnB). Essa
proteina dimérica se torna ativa por meio da ligacdo direta a calmodulina, proteina
adapadora de ligacdo ao €5 quando essa se encontra saturada com, ¢Motketin,

2004; Wilkins & Molketin, 2004; Heineke & Molketin, 2006).

Uma vez ativada, a calcineurina desfosforila o fator de transcricdo fator nuclear
ativador de células T (NFAT) presente no citoplasma. A desfosforilacdo do NFAT
promove sua translocacdo para o0 nudcleo onde, associando-se a outros fatores de
transcricdo, tais como GATA4 e MEF2, ativa e regula a transcricdo de genes cardiacos
(Wilkins et al, 2004).

Vérios estudos demonstraram o papel da calcineurina na hipertrofia cardiaca
patolégica. Camundongos transgénicos que superexpressam uma forma ativada da
calcineurina no coracao desenvolveram hipertrofia cardiaca, progredindo rapidamente
para cardiomiopatia dilatada, com extensiva fibrose, insuficiéncia cardiaca congestiva e
morte subita aos 3 meses de idade (Molketin et al., 1998). Em outro estudo, a atividade
da calcineurina estava super-regulada nos coracdes hipertrofiados de ratos submetidos a
bandagem da aorta (Shimoyama et al., 1999). Em humanos, a calcineurina também
apresentou atividade aumentada nos coragcdes de pacientes com insuficiéncia cardiaca
(Haq et al., 2001). Em contraste, camundongos deficientes em calcineurina exibiram

uma resposta hipertréfica amenizada em resposta a modelos de hipertrofia patolégica



(sobrecarga de presséao, infusdo de Angll ou infusdo de isoproterenol) (Bueno et al.
2002).

O estudo de Wilkins et al, (2004) confirma o papel da calcineurina-NFAT na
hipertrofia patolégica. O estudo objetivou comparar a participacdo da via da
calcineurina mediante estimulo fisiologico (treinamento fisico, infusdo de IGF) e
estimulo patolégico (infarto do miocardio, sobrecarga de pressdo). Os resultados
mostraram que os modelos de exercicio falharam em aumentar a atividade das proteinas
calcineurina-NFAT, e os modelos de hipertrofia patolégica aumentaram sua atividade e
expressdo. De forma similar, Oliveira et al., (2009) investigaram o efeito do treinamento
em esteira nas vias de sinaliza¢do da calcineurina e AKT/mTOR em modelos genéticos
de insuficiéncia cardiaca induzida por hiperatividade simpética e demonstraram que 0s
animais com insuficiéncia cardiaca destreinados apresentaram expressao de calcineurina
aumentada enquanto que o treinamento diminuiu esse parametro para os niveis dos
animais saudaveis. A expressdo de NFAT e GATA4 também apresentou 0 mesmo
padrdo de expressdo da calcineurina, dando suporte a ideia de que o treinamento fisico
possui um efeito anti-remodelamento cardiaco, desativando a via de hipertrofia
patoldgica.

Reconhecida a importancia da via de sinalizagdo calcineurina/NFAT no
desenvolvimento da hipertrofia cardiaca patoldgica, faz-se necessario identificar
estratégias terapéuticas que possam agir nessa via com o intuito de melhorar a fungéo

muscular cardiaca e retardar a progressao da insuficiéncia.

1.5- Sinalizacdo intracelular pela via PI3K-AKT-mTOR no remodelamento

cardiaco fisioldgico

Estudos com humanos e animais demonstram que certos fatores sao
preferencialmente liberados em resposta a estimulos fisiolégicos e patolégitaisr O
de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) tem reconhecida importancia na
regulacéo do tamanho de 6rgéos e do corpo e estd bem estabelecido na literatura que sua
liberacdo ocorre em resposta ao treinamento fisico. A expresséao cardiaca de IGF-1 (mas
ndo de ET-1 ou Angll) & mais alta em atletas profissionais em relagdo a individuos
sedentarios (Koziris et al., 1999; Neri et al., 2001) e os niveis plasmaticos de IGF-1 sdo

elevados em animais submetidos ao treinamento fisico crénico (Yeh et al., 1994).
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A ligacao de IGF-1 ao receptor do fator de crescimento semelhante a insulina 1
(IGF-1R) aciona uma lipideo quinase, a fosfoinositideo 3 quinase (PI3K). A PI3K é um
heterodimero que consiste de uma subunidade p85 regulatéria e uma subunidade
catalitica p110(a, B, y) (Oudit, 2004). Quando a PI3K é ativada por receptores
tirosina/quinase ou receptor de citocinas é chamada de classe A e quando ativada a
partir de receptores acoplados a proteina G é classificada como classe B&Oudit
Penninger, 2009).

Camundongos transgénicos que superexpressam o IGF-1R apresentaram
coragbes aumentados (com aproximadamente 40% de aumento no peso, com aumento
proporcional da espessura da parede ventricular e de todas as camaras), aumento no
tamanho do midcito e nenhuma evidéncia de necrose e fibrose, além de funcéo sistélica
melhorada (McMullen et al.,, 2004). Em contrapartida, a delecdo de IGF-1R em
miocitos cardiacos de camundongos, atenuou a resposta hipertréfica em decorréncia do
treinamento de natacao (Kim et al., 2008).

A expressdo constitutiva de uma forma ativa de p110a resultou em hipertrofia
cardiaca com funcao preservada, caracteristica tipica da hipertrofia fisiolégica. De modo
contrario, a expressao de uma forma inativa da subunidade p110a impediu a resposta
hipertrofica durante o crescimento apds o nascimento e ap0s o estimulo com exercicio
(Shioi et al., 2000; McMullen et al., 2003). Modelos com manipulacdo genética para
delecao da subunidade regulatéria p85 mostraram tamanho reduzido do coracdo, mesmo
apos treinamento fisico por 4 semanas (Luo et al., 2005).

Em outro estudo, camundongos transgénicos para atividade elevada ou reduzida
da PI3K(p110a) no coragdo foram submetidos a um programa de treinamento fisico
seguido de uma semana de sobrecarga de pressdo (bandagem da aorta). Os animais
controles (ndo treinados e ndo transgénicos) apresentaram hipertrofia cardiaca
patologica, com funcao sistdlica prejudicada e congestao pulmonar, fenétipo atenuado
pelos animais submetidos ao treinamento. Além disso, camundongos com a atividade da
PI3K aumentada foram protegidos do remodelamento, independente do status do
exercicio, enquanto o treinamento ndo ofereceu nenhuma protecdo aos animais com
reduzida atividade da PI3K. Os resultados sugerem que € necessaria a ativacao da via
PI3K através do exercicio para que ocorra a hipertrofia cardiaca fisiologica (Weeks et
al., 2012). De forma similar, o mesmo modelo genético submetido ao IM demonstrou

que animais com expressdo aumentada da PI3K apresentaram melhores funcgde
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cardiacas e que essa ativagdo aumentada protege o coracdo da insuficiéncia cardiaca
apos IM (Lin et al., 2010).

Uma vez a PI3K ativada, ela fosforila o fosfatidilinositol 4,5 da membrana
plasmatica na posi¢do 3’ do anel do inositol, levando ao recrutamento da proteina
quinase AKT (também conhecida com PKBproteina quinase B) e seu ativador
proteina quinase-1 dependente de fosfoinositideo 3 (PDK1) do sarcolema. Ao ser
recrutada, a proteina PDK fosforila a AKT, ativando-a (Cantley, 2002).

A AKT é uma sdnaltreonina/quinase essencial para o crescimento cardiaco
apds o nascimento, o qual é predominantemente obtido através da hipertrofia dos
cardiomidcitos individuais (Shiojima, 2006). Essa quinase ocorre em trés isoformas,
porém apenas as isoformas AKT1 e AKT2 sdo expressas no coracao (Lawlor & Alessi,
2001; Meneé et al., 2001).

Uma forte evidéncia do envolvimento da AKT1 na hipertrofia cardiaca induzida
pelo exercicio vem de um estudo que examinou camundongos nocautes para essa
proteina. Os animais nocauteados ndo apresentaram o fendtipo de hipertrofia cardiaca
em resposta ao estimulo de treinamento em natagéo, sendo resistentes a sintese proteica
estimulada pelo IGF-1 (DeBosch et al., 2006). Outro estudo avaliou a expressao da
AKT em camundongos submetidos ao treinamento de esteira € mostrou que a expressao
total da proteina ndo é alterada, no entanto encontra-se cronicamente hiperfosforilada na
serina 473 (Kemi et al., 2008).

A AKT fosforilada age em duas moléculas distintas: a quinase glicogénio sintase
3B (GSK3p) e proteina quinase alvo da rapamicina de mamiferos (MTOR). A AKT
inibe a agdo de GSK3p, uma quinase regulatoria importante que controla negativamente
o crescimento cardiaco. A GSK3p esta envolvida na inibi¢do do crescimento cardiaco
apos o nascimento e reducao da hipertrofia provocada por sobrecarga de pressao (Zhai
et al.,, 2007), portanto, sua inibicdo pela AKT €& um importante mecanismo para
hipertrofia cardiaca (Haq et al., 2000).

A quinase mTOR, ao ser ativada pela AKT, aumenta a sintese proteica celular.
Assim que € ativada, essa proteina vai agir sobre quinases ribossomais da familia S6
(S6K1 e S6K2), consideradas criticas na biossintese ribossomal, traducéo de proteinas,
progressao do ciclo celular e hipertrofia (McMullens & Jennings, 2007; Cantley, 2002).

A atividade da S6K1 é elevada em camundongos transgénicos para superexpressar as
proteinas IGF-1 e PI3K, confirmando que ela é um substrato alvo importante na via de

sinalizacao para hipertrofia cardiaca fisiologica (Shioi et al., 2000; McMullen et al.,
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2004). No entanto, a dele¢cao génica de S6K1 e S6K2 néo alterou o crescimento celular
induzido por treinamento fisico, sugerindo que deve haver outros subtratos alvos além
das S6Ks que a mTOR possa atuar (McMullen et al., 2004).

Além das S6K, a mTOR age liberando a proteina 1 de ligacdo ao 4E (4EBP1) do
fator de iniciagdo da traducdo eucariotica 4E (elF4E). Uma vez liberado, o elF4E liga
se a um outro fator de iniciacdo, elF4G (fator de iniciacdo da traducdo eucariotica 4G)
gue por sua vez inicia a traducao ribossomal (Cantley, 2002; Proud, 2004). O estudo de
Kemi e colaboradores (2008) mostrou que parte dessa via foi alterada pelo treinamento
fisico. O programa de corrida de 8 semanas causou hipertrofia fisiologica com melhora
da funcdo cardiaca, acompanhada de ativacdo da mTOR, mensurada pela maior
fosforilacdo de seus substratos S6K1 e 4EBP1. Além disso, a sintese proteica e a
expressdo da cascata de sinalizacdo AKT/mMTOR/S6K1/4e-BP1 foi regulada
negativamente no modelo de hipertrofia patolégica induzida por sobrecarga de pressao
(compresséo transversal da aorta).

Varios estudos que investigaram a ativacao e inibicdo das proteinas da via IGF1-
PI3k-AKT-mTOR indicam a importancia dessa cascata de sinalizacdo no
desenvolvimento da hipertrofia cardiaca induzida pelo treinamento fisico. Portanto, a
andlise dessa via serve como aparente marcador bioldgico de hipertrofia cardiaca

fisiol6gica em decorréncia do estimulo do treinamento fisico.

1.6- Tratamentos nao farmacol6gicos apos infarto do miocardio

O remodelamento ventricular cardiaco € um evento pos-infarto que pode ser
modificado a partir de intervencdes terapéuticas. A sobrevida apés um IM tem
aumentado muito por terapias que possibilitam reduzir a extensdo dos danos. Além da
utilizacdo de medicamentos ou, quando necessaria, intervencao cirdrgica, tratamentos
coadjuvantes como o exercicio fisico e a terapia celular tém sido utilizados no
tratamento de insuficiéncia cardiaca, com potencial de melhora da funcdo apds a leséo
isquémica (Shephard et al., 1999; Wollert & Drexler, 2005; Shah & Shalia, 2011,
Ellison et al., 2012).

O exercicio fisico representa hoje uma alternativa de terapia ndo farmacoldgica
no tratamento de diversas patologias cardiovasculares. Estudos populacionais apontam

qgue niveis regulares de atividade fisica sdo inversamente relacionados a mortalidade
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(Pate et al., 1995; Haskell et al., 2007; Nocon et al., 2008). Estudos experimentais
apontam para um efeito cardioprotetor do exercicio fisico ap6s IM (Shephard et al.,
1999; Wisloff et al., 2002; de Waard et al., 2007; Wu et al., 2009; Xu et al., 2008; Bito
etal., 2010; Jorge et al., 2011; Yamashita et al., 2001; Yengo et al), 2012

Os beneficios cardiovasculares do exercicio sdo multifatoriais e incluem
importantes efeitos sistémicos na musculatura esquelética, vasculatura periférica,
metabolismo geral, capacidade pulmonar, débito cardiaco, elevacdo fax O
extracdo de oxigénio pelos tecidofomadas em conjunto, essas alteragdes sao
responsaveis por aumentar a tolerancia ao esfor¢o, que é reduzida em decorréncia do IM
e melhorar a saude geral e a qualidade de vida dos pacientes, além de reduzir a
morbidade e mortalidade (Paffenbarger et al., 1993, Blair et al., 1995; Belardinelli et
al., 1999; Piegas et al., 200@ann & Rosenzweig, 2012; Ghorayeb et al., 2013

Sugere-se que 0s mecanismos cardioprotetores do exercicio pos-infarto sejam
explicados, dentre outros fatores, por um melhor balanco entre sintese e degradacéo de
colageno, resultando em menor deposi¢ao da proteina, tanto na regido de cicatriz quanto
no miocardio remanescente na regido remota. Por consequéncia, maior complacéncia e
melhor funcéo cardiaca sdo encontradas nos coracdes infartados dos animais treinados
(Orenstein et al., 1995; de Waard et al., 2007; Xu et al., 2008; Jorge et al., 2011; Yengo
et al., 2012).

Outra alteracdo estrutural importante obtida pelo treinamento fisico apés evento
isquémico € a angiogénese. O exercicio aumenta o numero de microvasos e capilares,
aumenta a expressao de fatores angiogénicos como VEGF (fator de crescimento
endotelial vascular) e seus receptores Flt-1 e FIk-1, aumenta o ndmero de células
progenitoras endoteliais circulantes e melhora a disponibilidade de 6xido nitrico, um
potente vasodilatador.Como resultado, tem-se uma melhor oferta de oxigénio ao
miocéardio, contribuindo para melhor metabolismo cardiaco e maior tolerancia ao
esforco(Hambrecht et al., 200%aufs et al., 2004; Wu et al., 2009; Craenenbroeck et
al., 2010.

O treinamento fisico aerdbio é capaz de restaurar parte dos danos contrateis
causados pelo IM. Aumento na amplitude de contracédo, reducdo para o tempo de
relaxamento, melhoras no transiente dé"@ana expressao das proteinas reguladoras

do C&" sdo algumas das alteragBes responsaveis pela melhor contratilidade celular
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(Zhang et al., 2000; Wisloff et al., 2002; de Waard et al., 2007; Ait Mou et al., 2009;
Bito et al., 2010).

Os beneficios do treinamento fisico aerdbico de intensidade moderada apos o IM
estdo bem documentados, entretanto, 0 momento ideal poés-evento cardiaco para iniciar
o programa de reabilitacdo através do exercicio ainda gera debates (de Waard et al.,
2007; Ait Mou et al., 2009; Bito et al., 2010; Jorge et al., 2011). Uma recente meta-
analise mostrou que as maiores mudancas no remodelamento do VE e na reabilitacdo da
capacidade cardiopulmonar de pacientes infartados foram obtidas quando os programas
de treinamento fisico comecaram na fase aguda (aproximadamente 1 semana) apos o
IM; e que, se iniciado apés a fase de cicatrizacdo (ap6s 1 més), os efeitos benéficos do
treinamento na fracdo de ejecao, diametro sistdlico final e pico desV§30 menos
evidentes. Em adicdo, o exercicio ndo aumentou a incidéncia de eventos cardiacos
adversos na fase aguda pés IM (Zhang et al., 2015). Esses dados reforcam os achados
de outra meta-andlise na qual concluiu que os maiores beneficios do treinamento fisico
no remodelamento cardiaco em pacientes pés-IM ocorrem quando a interéencao
iniciada por volta de 1 semana apdés o IM e com duracdo superior a 3 meses
(Haykowsky et al., 2011).

Em experimentos animais, o exercicio voluntario iniciado 24 horas ap6s IM néo

influenciou o tamanho do infarto e as dimensfes do VE, porém melhorou a fracdo de
encurtamento e a congestdo pulmonar (de Waard et al., 2007) e restaurou a contracao
celular para os valores de normalidades, devido a mudangas na sensibilidade dos
miofilamentos ao Ca(Bito et al., 2010). Outros estudos prévios mostraram que 0
exercicio iniciado 24 horas apds IM atuou negativamente sobre a geometria ventricular,
causando afinamento do tecido cicatricial (Hammerman et al.,; P¥88er et al.,
1990) ou néo provocou efeito no tamanho e na expanséao do tecido infartado (Hochman
et al., 1986), porém a funcéo cardiaca nao foi avaliada nesses ultimos trabalhos. Poucos
ainda sdo os estudos que abordaram a utilizacdo do exercicio nas horas iniciais apos
infarto, necessitando, portanto de maiores investigacdes sobre o momento ideal de se
iniciar o treinamento.

Outro tratamento que tem sido empregado no IM é a terapia com células-tronco.
Esse € um tipo peculiar de célula com potencial de renovar e originar tipos celulares
diferenciados, sem possuir fungdo especifica até receber um sinal (tumor, trauma,
inflamacg&o, necrose, lesdo) do ambiente, que a direcionara a uma diferenciacédo

especializada (Kirschstein et al., 2001).

15



Um tipo especifico de células-tronco de muito interesse em pesquisas sao as
células-tronco mesenquimais (CTM). Essas séo obtidas do compartimento estromal da
medula 6ssea e séo pluripotentes, podendo se diferenciar em osteoblastos, condrdcitos,
adipécitos e cardiomiocitos. Sao faceis de serem obtidas, podem ser criopreservadas e,
por serem pouco imunogénicas, podem ser utilizadas em transplantes alogénicos com
baixa taxa de rejeicdo (Barry & Murphy, 2004; Pittenger & Martin, 2004, Pittenger et
al., 1999; Shah & Shalia, 2011).

A terapia de transplante de células-tronco tem mostrado potencial para melhorar
a funcao ventricular apos lesdo isquémica cardiaca. O mecanismo mais aceito da acdo
das células transplantadas aponta para um efeito paracrino nos cardiomiocitos, mais que
a transdiferenciacéo (Pittenger & Martin, 2004; Wollert & Drexler, 2005; Gnecchi et
al., 2008; Shah & Shalia, 2011).

A terapia com CTM é capaz de atenuar a disfuncdo contratil pelo aumento da
expressao de proteinas contrateis (troponina T e tropomiosina), reducao do afinamento
da parede infartada do ventriculo e atenuacdo do diametro do ventriculo esquerdo
(Shake et al., 2002; Berry et al., 2006). Além disso, o tratamento de transplante celular
foi capaz de estimular a proliferacdo e diferenciacdo de células tronco enddgenas
cardiacas c-Kite aumentar o nimero de midcitos em mitose (Gnecchi et al., 2008;
Hatzistergos et al., 2010). Outro efeito relatado é a reducdo do tamanho do infarto e da
resposta inflamatéria (Lee et al., 2009). Esses efeitos sdo explicados, em parte, pela
reducdo da fibrose e da apoptose, além da estimutk&togénese e angiogénese
(Nagaya et al., 2004; Berry et al., 2006; Li et al., 20E$3as adaptacdes, em conjunto,
geram modificacdes hemodinamicas, tais como aumento da fracdo de ejecdo e de
encurtamento, aumento do fluxo sanguineo e reducdo do volume sistélico e diastolico
final e aumento da presséo sistélica do ventriculo esquerdo (Berry et al., 2006; Li et al.,
2011; Wang et al., 2012).

Estudos clinicos em pacientes infartados tém mostrado avangos promissores na
eficacia e seguranca da terapia celular. A injecdo intravenosa de CTM foi capaz de
reduzir episddios de taquicardia ventricular, melhorar o volume expiratério final,
demonstrando melhor capacidade funcional pulmonar, além de apresentar melhor fracado
de ejecdo com menor remodelamento cardiaco (Hare et al., 2009). Individuos que
receberam células-tronco derivadas da medula 0ssea de forma autéloga e por injecédo
intracoronariana aumentaram o tempo de exercicio fisico (Lunde et al., 2007; Jiang et

al., 2012), o pico de frequéncia cardiaca e o0 pico de {@nde et al., 2007;
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Straburzynska-Migaj et al., 2012). O transplante intracoronariano de CTM reduziu o
tamanho do infarto, aumentou a fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo e melhorou o
VO2max €m pacientes infartados (Strauer et al., 2011). O efeito terapéutico da infuséo
transendocardica de células tronco derivadas da medula éssea se manteve por tempo
prolongado, maior que 12 meses, mantendo melhores padrdes de perfusdo miocéardica e
capacidade fisica em comparagdo aos controles (Perin et al., 2004).

Apesar dos resultados das pesquisas com células-tronco avancarem no quesito
seguranca e eficacia para tratamento de lesdes cardiacas, algumas questdes permanecem
sem resposta, tais como: tipo celular e a dosagem adequada, meio de infusdo mais eficaz
e janela terapéutica mais apropriada. Além disso, poucos sdo o0s estudos que
investigaram a associacdo de tratamentos coadjuvantes como o exercicio fisico e terapia
celular no coracdo isquémico. Sendo assim, estudos experimentais que identifiquem
estratégias para potencializar a acdo da terapia celular visando melhorar seu efeito
terapéutico devem ser realizados.

O treinamento fisico, que jA4 se encontra bem estabelecido como terapia
coadjuvante no tratamento do IM, associado ao transplante celular, foi benéfico em
reduzir o tamanho do infarto e parametros de fibrose cardiaca, além de aumentar a
funcéo cardiaca através da fracdo de ejéCasmo et al., 2012). Trabalhos do nosso
laboratorio mostraram que a associacao: treinamento fisico e terapia celular iniciados 24
horas ap6s o IM, quando avaliados isoladamente, praam\adaptacdes benéficas em
parametros cardiovasculares e propriedades mecanicas de cardiomiécitos do VE e VD.
No entanto, a associacdo dos tratamentos ndo resultou em efeito sinérgico no 6érgdo
(Belfort, 2014; Lavorato, 2014). Em niveis celulares, a associa¢ao do treinamento fisico
a terapia com CTM reduziu o tempo para o pico de contracdo e o tempo para 50% do
decaimento d&€&* e aumentou a amplitude de transieD&*, bem como a expressio
da proteina regulatéria d@e?* fosfolamban (FLBser16) (Lavorato, 2014).

Apesar dos efeitos benéficos do exercicio fisico regular e do transplante de
células-tronco sobre a estrutura e funcdo do coracéo infartado, ainda se faz necessario
investigar o efeito associado desses tratamentos sobre estrutura e funcéo cardiaca no
processo de remodelamento apds IM. Dessa forma, espera-se que a associa¢cado dos dois
tratamentos possa potencializar os efeitos positivos sobre o coragédo isquémico. Além
disso, apesar dos resultados a respeito dos efeitos do exercicio iniciado precocemente
apos um evento cardiaco serem controversos, especula-se que quanto mais rapido for

iniciado o treinamento, bem como a terapia celular, maiores serdo as chances de atenuar
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os efeitos deletérios do IM, visto que o processo cicatricial ainda ndo esta completo.
Dessa forma, as alteragBes benéficas passariam pela reducéo da formagéo deocicatriz

coracdo. Este estudo foi realizado para testar a hipotese de que o exercicio fisico
iniciado 24 horas pés-infarto, associado a terapia com CTM poderia afetar de modo

benéfico o remodelamento e a fungéo cardiaca.
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2- OBJETIVO
Investigar os efeitos da associacdo do exercicio fisico aerdbio iniciado 24 horas ap6s o

infarto com a terapia com células-tronco mesenquimais sobre a estrutura e funcao

cardiaca de ratos submetidos ao infarto do miocardio experimental.
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3- METODOLOGIA

3.1-Aspectos éticos

O experimento foi conduzido de acordo com o0s principios éticos na
experimentacdo animal, elaborados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratorio (SBCAL). O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica para
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Vigosa (parecer n° 05/2013).

3.2-Animais e grupos experimentais

Setenta e dois ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus), com 30 dias de
idade e massa corporal de 146 g, oriundos do Biotério Central do Centro de Ciéncias
Biologicas e da Saude da Universidade Federal de VitwGa,foram utilizados. Os
animais foram alojados em caixas de polietileno, em grupos de cinco animais por caixa,
receberam racdo comercial para roedores e agua ad libitum. O ambiente foi mantido
com temperatura média de 22°C e regime de luminosidade de 12/12 horas claro/escuro
O peso corporal foi obtido no inicio e ao final do periodo experimental, utilizando-se
balanca eletronica digital (Rochelle, Brasil).

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em seis grupos experimentais, com 12

animais em cada:

» SED SH (sedentario sham, n=12): animais ndo submetidos ao programa de
corrida em esteirasubmetidos a cirurgia simulada do infarto;

» SED IM (sedentario infartado, n=12): animais ndo submetidos ao programa de
corrida em esteirasubmetidos a cirurgia do infarto;

» SED IM CT (sedentério infartado + terapia com células-tronco, n=12): animais
ndo submetidos ao programa de corrida em esteira, submetidos a cirurgia do
infarto e terapia com células-tronco;

» EX SH (exercitado sham, n=12): animais submetidos ao programa de corrida em
esteira e submetidos a cirurgia simulada do infarto;

» EX IM (exercitado infartado, n=12): animais submetidos ao programa de corrida

em esteira e submetidos a cirurgia do infarto;
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» EX IM CT (exercitado infartado + terapia com células tronco, n=12): animais
submetidos ao programa de corrida em estaitametidos a cirurgia do infarto e

terapia com células-tronco.

3.3- Anestesia

Os animais foram submetidos a anestesia para realizacdo de procedimentos
como exames e cirurgia. Os animais foram anestesiados em camara de inducdo com
isoflurano 3% e oxigénio 100% em fluxo constante de 1L/minuto. Para analise
ecocardiogréafica e eletrocardiografica, o agente anestésico foi administrado por um
periodo aproximado de 3 minutos. Para a manutencdo da anestesia o isoflurano foi
mantido a 1,5% através de cone nasal pequeno (adaptado para ratos) durante um periodo
de 10 a 12 minutos. A temperatura corporal foi monitorada e controlada durante o
exame através de bolsas com agua aquecida a 37°C. Para a cirurgia de inducao do
infarto, depois de anestesiados na camara de indugcdo e uma vez inconscientes, foram
posicionados em decubito dorsal para proceder-se a intubacdo endotraqueal. A
frequéncia de 20 movimentos respiratorios/minuto e a auséncia de tdonus mandibular
serviram de parametros para determinar o momento ideal da intubacdo. Para intubagéo
orotraqueal foi usado sistema para pequenos animais (BiolLite, BioTex, Houston, TX,
USA). Um cateter intravenoso de 16 a 18 gauges e 2,54 cm de comprimento foi
utilizado como sonda. Imediatamente, o tubo endotraqueal foi conectado ao ventilador
(Inspira Advanced Safety Single Animal Pressure/Volume Controlled Ventilators,
Harvard Apparatus, Massachusetts, USA) e a frequéncia respiratdria estabelecida entre
50 e 60 movimentos/minuto, com pressao inspiratéria entre 16 e 18@na fluxo de
oxigénio de 550 mL/min. A anestesia foi mantida com isoflurano diluido em oxigénio

100%, com concentragao ajustada para manter o plano anestésico adequado.

3.4- Inducéo do infarto do miocardio

3.4.1. Toracotomia e infarto do miocardio

Os animais anestesiados foram mantidos em decubito dorsal com os quatro
membros imobilizados sobre uma caixa de polietileno, seguido de ampla tricotomia e
assepsia da regido toracica. O acesso a cavidade toracica deu-se mediante esternotomia
mediana de aproximadamente 2 cm de extensdo, margeimtactos o manubrio e o
xifoide. Em seguida, afastou-se gentilmente os pulmdes com o auxilio de um cotonete

umedecido para facilitar a visualizacdo, o pericardio foi entdo seccionado, expondo o
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coracdo. A identificacdo do local para realizagdo da ligadura da artéria coronaria
anterior descendente esquerda foi feita tendo como referéncia o apéndice atrial
esquerdo. A ligadura foi feita criteriosamente a uma distancia de aproximadamente 2
mm do apéndice atrial esquerdo, com fio monofilamentar 6-0. O ponto deveria ser
profundo o suficiente para assegurar que a artéria fosse bloqueada. Prontamente, a
ligadura bem sucedida causava empalidecimento da regido inferior do coragao. O
eletrocardiograma (ECG) (PowerLab device, ML865, ADInstruments, Sdo Paulo,
Brasil) foi realizado para documentar as alteracdes eletrofisioldgicas decorrentes da
ligadura da artéria durante o transoperatorio. O IM foi considerado bem sucedido apés
identificacdo da elevacdo do segmento ST.

A cavidade toracica foi fechada por duas camadas de suturas com fio de nailon
4.0: a muscular @ pele. Antes de completar a ultima sutura do térax, uma pressao
positiva ao final da expiracdo foi exercida e mantida por aproximadamente 2 segundos,
com a finalidade de expandir os pulmdes ao maximo. No transoperatério, a temperatura
corporal foi mantida em 37,5°C, por meio da transferéncia de calor oriundo de bolsas de
agua aquecidas e colocadas dentro da caixa usada para contencao.

A simulacdo da cirurgia realizada nos grupos SHAM consistiu do mesmo
procedimento cirargico, no entanto, sem a ligadura da artéria.

3.4.2 Cuidados pdés-operatérios

Os animais foram monitorados quanto a temperatura corporal (35,9 a 38°C
medida por via retal) e aos movimentos respiratérios (85 ciclos/minuto) até ganharem
consciéncia, quando foram colocados novamente na caixa com maravalha.

A analgesia foi providenciada através da aplicacdo de Tramadol (Dorless V, Fort
Dodge, Campinas) na dose de 4mg/kg a cada seis horas, por via intraperitoneal durante
24 hs. A antibioticoterapia com Enrofloxacina (Baytril 10%, Bayer S.A, Sdo Paulo) foi

administrada via intramuscular no periodo pré-operatério imediato na dose de 10mg/kg.

3.5- Obtencao e cultura das células-tronco mesenquimais (CTM)

Ratos da linhagem W.istar (n=5) foram submetidos a eutanasia por
sobredosagem anestésica (camara anestésica contendo isoflurano). Foi realizada
tricotomia do abdomen e dos membros e imersdo dos animais em alcool 70%, em
seguida foram transferidos para capela de fluxo vertical laminar.

Realizou-se desarticulagdo e remocdo dos fémures de forma asséptica. As

epifises distais foram seccionadas, sendo o canal medular lavado com meio de
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crescimento DMEM IDulbecco’s Modified Eagle’s Medium) baixa glicose (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO/EUA), acrescido de 20% de soro fetal bovino (Gibco), 50 mg/L
de gentamicina (Sigma), 100000 U/L de penicilina G potassica (Sigma) e 1,5 mg/L de
anfotericina B (Sigma), com auxilio de uma seringa de 10 mL e agulha de 25 G.

O material obtido foi centrifugado a 1500 rpm durante 10 minutos, desprezando-
se 0 sobrenadante. O precipitado contendo a fracdo celular foi ressuspendido em meio
DMEM completo e plaqueado na concentracdo de Sx#lulas/mL, em frascos de
cultura celular de 75 mfr(Sarstedt, Numbrecht, Alemanha), mantidos em estufa & 37°C
e 5% de CG.

As culturas foram monitoradas diariamente com auxilio de microscépio
invertido de contraste de fase e o meio de cultura foi trocado a cada trés ou quatro dias,
de acordo com a necessidade. Quando as células atingiram em torno de 80-90% de
confluéncia, realizou-se o desprendimento do frasco de cultura por digestdo enzimatica
com solugcéo de 0,25% tripsina/EDTA (Sigma) e novo plaqueamento, permitindo a
purificacdo, o cultivo e a expanséo da populacdo. As células foram mantidas em cultura
com repiques sucessivos no maximo até a quarta passagem, a fim de evitar a
senescéncia proliferativa, quando, entdo, as células foram utilizadas (Zuk et al., 2002).

3.5.1. Caracterizagao celular

As células da quarta passagem foram caracterizadas por citometria de fluxo
através da andlise de expressédo de moléculas de superficie celular: CD 73, CD 54, CD
90 e CD 45 (Zuk et al., 2002).

As células, na concentragdo de 1%¥6ram incubadas individualmente com os
anticorpos primarios (anti-CD45 clone 69 moudgD Bioscience, San Jose, California,

EUA,; anti-CD90 clone Ox-7 mouseAbCam, Cambridge, Massachusetts, EUA; anti-
CD73 clone 5 F/B9 mouse AbCam; e anti-CD54 clone 1A29 mouséAbCam), por

30 minutos a 4°C, lavadas com PBS e incubadas com o anticorpo secundario conjugado
com fluorocromo Alexa 488.

As amostras foram analisadas usando citdbmetro de fluxo FACScan e software
CellQuest®, obtendo-se 30000 eventos por amostra testada. Os resultados da
caracterizacao celular realizada por meio de citometria de fluxo estdo apresentados na

Figura 1.
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Figura 1 - Avaliacdo da frequéncia de CD 34, CD 45, CD 90 e CD 54 por citometria de
fluxo em células tronco mesenquimais oriundas da medula 6ssea de ratos Wistar. A
intensidade de fluorescéncia de cada marcador de superficie nas CTM indiferenciadas
(gréficos brancos ou abertos) estd comparada com os isétopos controles (gréafico preto).
O eixo X representa a escala de fluorescéncia, sendo positivo quando as células
ultrapassam 0 O eixo Y indica o nimero de células avaliadas durante o evento. A)
Grafico de pontos demonstrando a populacédo celular selecionada para o estudo (R1),
que representou 43% de homogeneidade. As amostras da cultura revelaram expressao
negativa para 96,53% de CD34 (B) e 93,89% de CD45 (C) e expressao positiva para
99,0% de CD90 (D) e 95,8% de CD 54 (E).

3.5.2. Nanomarcacao das CTM

Quatro horas antes do transplante, células da quarta passagem foram incubadas
por 45 minutos, a 37°C, com Qtracker (Cell Labeling 655 Invitrogem, California,
EUA), segundo recomendacdes do fabricante. As células marcadas foram tripsinizadas e

centrifugadas a 22 por 5 minutos em 1500 rpm para a obtencdo do pellet celular. Esse
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foi ressuspendido em PBS e aliquotas de 4x#lulas foram preparadas em 1,0mL de
PBS, centrifugadas e armazenadas em caixa de isolamento térmico até o0 momento da
aplicacao intravenosa. Uma dose foi preparada para avaliagdo a fresco em microscopio
de fluorescéncia para comprovar a eficacia da nanomarcacéo, antes de ser injetada nos
animais. A figura 2A representa essa marcagdo em amostras a fresco, antes de serem
injetadas nos animais.

3.5.3. Transplante das CTM e identificacdo das CTM nos tecidos

A suspensdo de 1 x &@lulas/mL foi injetada imediatamente ap6s o IM, com
auxilio de cateter intravenoso 24 gauges inserido na veia lateral da cauda. Cinco
animais que receberam as CTM marcadas com QTracker foram eutanasiados 18h apds o
infarto e fragmentos dos tecidos do coracdo, baco e pulméo foram coletados com o
objetivo de rastrear o destino das CTM transplantadas. As amostras foram fixadas e
formalina de Carson por 24 horas. Transcorrido esse periodo, o material foi desidratado,
diafanizado e incluido em parafina. Foram feitas secc¢des transversaiguniel&
espessura, com intervalo de 50 pm entre elas. Foram acondicionados seis cortes em
cada lamina histolégica, oito laminas por animal. As laminas foram montadas com meio
de montagem contendo DARY (6-diamidino-2-phenylindole, Invitrogem, CA, EUA)
para contra-coloracdo dos nucleos. A fluorescéncia do QTracker foi avaliada utilizando
o filtro de excitacdo WG e para evidenciacdo do nucleo foi utilizado o filtro WU em
microscopio de fluorescéncia (Olympus BX-60, Toquio, Japadhs células
transplantadas com o marcador Q-tracker foram encontradas apenas nos pulmdes dos

animais 18 horas apds seu transplante e estao representadas na figura 2B.

25



Figura 2: Imagens de microscopia de fluorescéncia. (A) Fotomicrografia de CTM
nanomarcada com Q-tracker, comprovando 0s nanocristais citoplasmaticos
fluorescentes emitidos pela célula em suspensdo antes de ser injetada nos animais.
Barra: 10um. (B) Identificacdo de células transplantadas presentes no pulmao 18 horas
pos-infarto. Os asteriscos indicam os alvéolos pulmonares, as setas apontam as CTM e

0s nucleos foram contra-corados com DAPI em azul. Barra: 50um.

3.6- Protocolo de treinamento fisico e teste de capacidade de corrida

O programa de treinamento fisico com corrida foi realizado em uma esteira
rolante (Insight Instrumentos Ribeirdo Preto, SP, Brasil), 5 dias por semana (de
segunda a sexta-feira), 60 minutos por dia, durante 12 semanas, no Laboratério de
Biologia do Exercicio do Departamento de Educacéo Fisica da Universidade Federal de
Vicosa.

Antes do inicio do treinamento, todos os ratos foram submetidos a um periodo
de adaptacdo para se familiarizarem com o protocolo de corrida, caminhando
diariamente a velocidade de 5 m/min, 5 min/dia, 0° de inclinagéo, 5 dias consecutivos,
durante o periodo de aclimatacdo. Apds 48 horas, realizou-se a cirurgia de inducéo do
infarto e o transplante das células-tronco. Vinte e quatro horas apds inducéo do IM, da
cirurgia simulada e da infusdo das CTM, os animais dos grupos EX SH, EX IM e EX
IM CT iniciaram o programa de treinamento, correndo a uma velocidade considerada
leve (7-10m/min) iniciando o 1° dia correndo durante 20 minatoempletandoa
semana de treinamento com 50 minutos de exercicio. No sexto dia, os animais foram

submetidosao teste na esteira para determinacdo da velocidade maxima de corrida
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(VMC), a qual foi utilizada como parametro de intensidade do programa de
treinamento.

Os animais iniciaram a corrida a velocidade de 5 m/min, 0° de inclinacdo, sendo
gue a velocidade da esteira foi aumentada em 3 m/min a cada 3 minutos até @déadiga
acordo com Jorge et al., 2011 e Campos et al., 2012). O momento da fadiga foi definido
e o teste interrompido quando os animais ndo mantiveram a corrida de acordo com a
velocidade da esteira (Trueblood et al., 2004). A capacidade de corrida foi avaliada dois
dias antes, sete dias ap0s o IM e a cada quatro semanas de treinamento para ajuste da
velocidade de corrida dos animais e ao final da 122 semana do protocolo de treinamento.

A velocidade de corrida no treinamento foi progressivamente aumentada de
modo que permanecesse em 60% da velocidade maxima de corrida durante todo o
periodo experimental de 12 semanas. Os animais dos grupos nao treinados em esteira
rolante (SED SH, SED IM e SED IM CT) foram igualmente manuseados e colocados na
esteira rolante 3 dias/semana, 10 min/dia, 0° de inclinagdo, a velocidade de 5 m/min.
Apds 48 horas do Ultimo teste de capacidade fisica, no final Yasel@ana de
treinamento, os animais foram eutanasiados.

A frequéncia cardiaca de repouso (FCR) foi obtida a partir do eletrocardiograma
ao final do periodo experimental. Os animais foram anestesiados, conforme it€m 3.3.
eletrocardiograma (DII) foi feito usando o sistema de aquisicdo de dados PowerLab®
(AD Instr., SP, Brasil) e os dados foram analisados utilizando o programa Lab Chart Pro
® (AD Instr. Lab Chart 7, SP, Brasil). A FCR foi obtida pela média de cincosciclo

cardiacos consecutivos.

3.7- Analise ecocardiografica

Para essa analise foram utilizados seis animais escolhidos aleatoriamente por
grupo. Ao final do periodo experimental, os animais foram anestesiados conforme item
3.3.

O exame ecocardiografico transtoracico foi realizado por um veterinario
cardiologista. O exame incluiu estudos bidimensionais (2D) com taxa de amostragem
rapida (frame rate) de 120 fps e modo-M, usando o sistema de ultrasson (N80-ab
Esaote, Genoa, Itdlia) com transdutor phased array de 11,0 MHz de frequéncia
nominal. Os ecocardiogramas transtoracicos bidimensionais (2D) e modo-M foram
obtidos com sweep speed de 200 mm/s e ajustados de acordo com a frequéncia cardiaca.

As imagens foram coletadas de acordo com as recomendagdes da Sociedade Americana
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de Ecocardiografia e armazenadas para analise posterior. Cada parametro foi mensurado
em trés ciclos cardiacos distintos e a média das medidas foi utilizada para as analises
estatisticas.

A espessura das paredes posterior e anterior do ventriculo esquerdo e do septo
interventricular (final da didstole e final da sistole), as dimensées da camara do
ventriculo esquerdo e as fragBes de ejecao e de encurtamento foram mensuradas usando
um método modificado preconizado pela Sociedade Americana de Ecocardiografia,
durante trés ciclos cardiacos consecut{8an et al., 1978). Os registros em mado-

foram analisados usando um sistema de andlise disponivel no préprio aparelho.

3.8- Biometria cardiacae conteudo de agua pulmonar

Apos efetuar as medidas do ecocardiograma, procedeu-se a eutanasia por
sobredose anestésica de isoflurano. Os coracdes (n=6 por grupo) foram retirados e
lavados com solucéo salina, dissecados e pesados. Para calculo do volume cardiaco os
coracOes foram submersos em uma proveta milimetrada contendo solucéo salina e o
conteudo de liquido deslocado foi utilizado como valor de volume do 6rgédo. Foram
feitas medidas com paquimetro no eixo longitudinal e transversal para o célculo do
tamanho do coragdo. O peso do coracdo e o indice cardiossomético (peso do coracao
dividido pelo peso corporal final) foram avaliados. Essados em conjunto foram
utilizados como indices de hipertrofia cardiaca.

Para determinar se os ratos com IM desenvolveram edema pulmonar, foi
avaliado o teor de 4gua no pulmao. O conteudo hidrico dos 6rgdos foi obtido a partir
dos seus pesos umidos e secos. O peso Umido dos pulmdes foi obtido em balanca de alta
precisdo, logo apdés a remocao do 6rgdo da cavidade toracica e dissecacdo dos tecidos
anexos. Os pulm&es foram identificados, levados para uma estufa (MA035, Marconi
Equipamentos, SP, Brasil) para desidratacdo a 80°C por 12 horas e novamente pesados
para obtencdo do peso séconforme Yeginsu & Ergin, 2010). Obtidos 0s pesos secos
do pulméo, o teor de agua (%B) de cada érgéo foi definido pela equacéo (conforme
descrito por Portes e Tucci 2006):

% H.O= (Peso umide Peso seco)/ Peso umido x 100

3.9- Andlise histolégica do tamanho do infarto, conteddo de colageno e percentual

de vasos no tecido cardiaco
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Os coragbes (n=6 por grupo) foram seccionados para avaliacdo histologica da
extensdo do infarto, conteddo de colageno e densidade vascular. Para tal, o coracao foi
cortado em trés seccles transversas: apice, anel mediano (aproximadamente 3mm) e
base. O anel mediano foi imediatamente fixado em formalina de Carson por 2é horas
depois submetido ao processamento histolégico de rotina (desidratacdo, diafanizacao e
infiltracdo) para inclusdo em parafina. Em seguida, as sec¢des foram cortadamem 5
de espessura, com intervalo deud, utilizando um micrétomo rotativo (Reichert-Jung
2045 Multicut, Alemanha). Para cada andlise foram montadas 2 laminas histoldgicas,
cada uma contendo 6 cortes. Para analise da extensdo do infarto, os cortes foram
corados com Picrosirius Red. Foi utilizado um scanner (HP deskjet F380, EUA) com
aumento de 600 dpi para captura das imagens. As circunferéncias do endocardio e
epicardio do tecido infartado e do ventriculo esquerdo foram determinadas com o
auxilio de um software de analise de imagens (Image-Pro Plus 4.5; Media Cybernetics;
Silver Spring, USA). Utilizowe a ferramenta “create trace featutara determinar os
seguintes parametros: perimetro da cicatriz endocardidaN); perimetro da cicatriz
epicardica (PCEP); perimetro endocardico do ventriculo esquerdo (PENVE); perimetro
epicéardico do ventriculo esquerdo (PEPVE). O célculo da porcentagem de infarto foi
realizado utilizando a seguinte formula (Mulder et al., 2002):

(PCEN + PCEP / PENVE + PEPVE) x 100

O tamanho do infarto dos grupos foi calculado pela média de todos os cortes e
expresso como porcentagem do ventriculo esquerdo.

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 polarizad®lympus AX-7®, Tdéquio, Japdd, na objetiva de
10X. Trés regides distintas do miocéardio foram analisadas: regido de cicatriz, regido da
borda de transicdo e regido remota ao infarto (conforme figura 3), totalizando 60
imagens/regido/grupo. A andlise do contetdo de colageno presente em cada imagem foi
realizada com o auxilio de um software de analise de imagens (Image-Pro Plus 4.5;
Media Cybernetics; Silver Spring, USA) utilizando-se da ferramenta grid mask, na qual
um sistema de teste de 88 pontos foi criado. Foram contabilizados os pontos de
intersecc¢des coincidentes com o colageno.

Para andlise da densidade vascular os cortes foram corados com a técnica do
acido periddico de Shiff (PAS) e as imagens capturadas utilizando-se uma camara

(Olympus QColor-3®, Toquio, Japdogonectada a um microscépio de [@ympus
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BX-60®, Téquio,Japdd na objetiva de 40X. Trés regides distintas do miocardio foram
analisadas: regido de cicatriz, regido da borda de transicdo e regidao remota ao infarto
(conforme figura 3), totalizando 60 imagens/regido/grupo. A contagem dos vasos
presentes em cada imagem foi realizada com o auxilio de um software de andlise de
imagens (Image-Pro Plus 4.5; Media Cybernetics; Silver Spring, USA) utilizando-se da
ferramenta grid mask, na qual um sistema de teste de 88 pontos foi criado. Foram
contabilizados os pontos de interseccdes coincidentes com 0s vasos: luz e parede de

arteriolas, vénulas e capilares.

Regiao de borda de
transicao

Regiao de cicatriz

Figura 3: Imagem representativa de um corte transversal do coracdo delimitando as
regides escolhidas do ventriculo esquerdo para analise de conteudo de colageno e de
vasos sanguineos.

3.10- Comprimentos, largura e volume de cardiomiécitos

As dimensdes dos cardiomiécitos do ventriculo esquerdo da regido remota ao
infarto foram avaliadas (n = 6 por grupo), num total de 60 células por animal, conforme
descrito por Carneiro-Junior (2009). Resumidamente, os midcitos cardiacos foram
isolados através de dispersdo enzimética, acomodados em uma camara experimental e
banhados com solucéo de perfusdo tampao a temperatura ambiente (~25°C). As imagens
das células foram visualizadas horizontalmente, com aumento de 400x - lente objetiva
de imersdo em 6leo (S Fluor, 40x, Nikon, EUA) 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 captacao 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
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largura celular foi determinada medindo-se a imagem gerada no monitor, desde a borda
superior até a borda inferior, no pom@dio dos midcitos cardiacos (conforme figura
4). Para a realizacédo das medi¢des do comprimento e da largura dos midcitos cardiacos,
utilizou-se uma régua graduada. Na calibracdo do sistema de captacdo de aadgens
centimetro cokspondia a 12 pm. Somente foram escolhidas para as medicdes, células
que estavam em boas condi¢cdes, com as bordas e as estriagbes sarcoméricas bem
definidas e quiescentes. O volume celular, dado em picolitros, foi calculado usando-se a
férmula proposta por Satoh et al. (1996):

Volume (pL) = comprimentoufn) x largura gm) x (7,59 x 10° pL/um?)
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Figura 4. Representacdo dos pontos de medicdo da imagem dos midcitos cardiacos.
Barra com comprimento deOlum. As linhas indicam como foram obtidos o
comprimento (verde) e a largura (amarelo) (Carneiro-Junior, 2009).

3.11- Expresséao de proteinas cardiacas

A expressao das proteinas AKT (AKT total), AKTp (AKT fosforilada na serina
473), mTOR (MTOR total), mMTORp (MTOR fosforilada na serina 2448), NFAT,
Calcineurina e VEGF no tecido fragmentado do ventriculo esquerdo coletado da regido
do apice do coracao foi obtida por meio da técnica de eletroforese de proteinas, Western
Blot.

Inicialmente, as amostras do ventriculo esquerdo foram homogeneizadas através
de um homogeneizador de tecidos Polytron (PowerGen 125, Fisher Scientific) em
tampéao de extracdo com volume 9X seu peso [Manitol (210 mM; 19,1 g), Sacarose (70
mM; 12,0 g), MOPS ( 3N-morpholino] propanesulfonic acid) (5 mM; 0,523), EDTA
(1 mM; 0,1861 g) e 4gua destilada (500 mL)], acrescido de inibidor de protease (1:200)
e inibidor de fosfatase (1:200). A homogeneizacao foi realizada por 30 segundos e o
homogenato transferido para tubos de 1,5 ml. As amostras foram entéo centrifugadas

por 20 minutos a 4°C a 12.000 rpm, sendo o sobrenadante transferido para novo tubo de
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1,5 ml. A dosagem de proteinas foi realizada pelo método de Bradford (Biorad, EUA).
As aliquotas dos homogenatos foram entdo armazenadas em freezer -80°C até serem
utilizadas. As amostras foram diluidas em tampéo de amostra.

Para separacao, foram aplicadosugQde proteina em gel de SDS-PAGE. As
proteinas presentes na amostra foram separadas eletroforeticamente em gel de SDS-
poliacrilamida (10 e 15%, dependendo do peso molecular da proteina a ser estudada).
Apos serem separadas em gel, as proteinas foram transferidas para membranas de
nitrocelulose (0,2 um, Biorad, EUA) em tampao de transferéncia contendo Tris Base
48mM, Glicina 39mM, SDS 0,0375%, Metanol 20% e &gua 1000ml. Utilizou-se
solucdo de Pounceau: acido acético 1% para verificar se a transferéncia foi adequada
Logo apds, as membranas foram lavadas com solucédo basal (TBS: Tris 10 mM pH 7,6 e
NaCl 150 mM). O procedimento seguiu-se pela aplicacdo de solucéo para blogueio dos
sitios antigénicos inespecificos, contendo TBS e albumina (2%), por 60 minutos em
temperatura ambiente e agitacdo constante.

A membrana foi incubada com o anticorpo primario diluido na solucéo
bloqueadora (TBS e albumina 4%) a 4°C por 12 horas com agitacdo constante. Os
seguintes anticorpos primarios (Cell Signaling Technology) foram utilizados, com as
respectivas diluigdes: anticorpo monoclonal para AKT1 (1:1000), anticorpo policlonal
para AKT fosforilada na serina 473 (1:1000), anticorpo policlonal para mTOR (1:1000),
anticorpo policlonal para mTOR fosforilada na serina 2448 (1:1000), anticorpo
policlonal para NFAT1 (1:1000), anticorpo policlonal para Pan-Calcineurina A
(1:1000), anticorpo monoclonal para VEGF (1:1000) e anticorpo monoclonal para
GAPDH (1:10000). Apos a incubac&o com o anticorpo priméario, a membrana foi lavada
trés vezes em solucdo TBS-T. Em seguida, a membrana foi incubada com o anticorpo
secundario conjugado a peroxidase em solucdo bloqueadora (TBS-T e albumina 4%)
por uma hora e meia em temperatura ambiente com agitacdo constante. Os seguintes
anticorpos secundarios (Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA) foram utilizados, com as
respectivas diluicdes: 1gG anti-coelho (1:1000) ou anti-camundongo (1:1000). Apos a
incubagdo com o anticorpo secundario, a membrana foi lavada trés vezes em solucéo de
TBS-T para remover o excesso de anticorpo. Por fim, a imuno-detec¢cdo das bandas
protéicas foi realizada por meio do método de quimioluminescéncia (Enhancer Chemi-
Luminescence, Armersham Bioscienses, NJ, EUA) e a intensidade das mesmas avaliada
por andlise densitométrica através do software Imaged. A expressdo das proteinas

estudadas foi normalizada pela expressdo de GAPDH da mesma amostra.
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3.12- Andlise da expressao génica cardiaca

A expressao génica relativa da a-MCP (a-miosina de cadeia pesada), B-MCP (B-
miosina de cadeia pesada), a-actina esquelética e FNA (fator natriurético atrial) no
ventriculo esquerdo dos animais dos grupos experimentais foram analisadas por reagédo
em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR), conforme descrito por Soci et al.
(2011). Foi realizada extracdo do RNA total de 100 mg de cada amostra em 1 ml de
trizol (Invitrogen Life Technologies, Reino Unido) conforme a indicacéo do fabricante.
A integridade da amostra foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1%, contendo
0,5ug/mL de brometo de etideo, durante 40 min a 100 V e avaliada pela intensidade das
bandas do RNA ribossomal 28S e 18S.

Sucedewe a sintese de ¢cDNA com 2 pg de RNA total. As amostras foram
incubadas por uma hora a 42° com 0,5 ug/mL de oligo dT (12-18 pb) a 65°C por 5 min,
para se obter a primeira fita de cDNA. A transcricdo reversa das amostras foi realizada
em um volume total de 20 pL contendo 3U de RNAsin (PROMEGA, EUA), 10 mM de
dNTPs, 0,1M de DTT, 1X tampdo da enzima, e 2,5 U de SuperScript Reverse
Transcriptase Il (Invitrogen Life Technologies, Reino Unido) pelo periodo de 1 hora a
42°C; subsequentemente a temperatura foi elevada a 95°C por 5 minutos e as amostras
rapidamente colocadas em gelo. As reacdes de RT-PCR foram realizadas pelo sistema
da deteccdo do produto especifico amplificado, no equipamento ABI 7700 (Applied-
Biosystems, EUA) e com o composto fluorescente SYBR-Green |, conforme instrugdes
do fabricante. A expressdo do RNA mensageiro (RNAm) dos marcadores de hipertrofia
cardiaca patologica foi realizada através dos primers, que foram desenhados usando-se
o program&rimer 3 software (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/), sendo utilizados:
a-MCP:
sense: 5°-CGA GTC CCA GGT CAA CAA G3°,
antisense: 5’>-AGG CTC TTT CTG CTG GAC G-;
B-MCP:
sense: 5°-CAT CCC CAA TGA GAC GAA G3’,
antisense: 5’>-AGG CTC TTT CTG CTG GAC Ay’
FNA:
sense: 5°- CTT CGG GGG TAG GAT TGA &,
antisense: 5’-CTT GGG ATC TTT TGC GAT CT3’;

a-actina esquelética:
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sense: 5°-ACC ACA GGC ATT GTT CTG GA3’,
antisense: 5°-TAA GGT AGT CAG TGA GGT CC3’;
Ciclofilina:
sense: 5°-AAT GCT GGA CCA AAC ACA AA -3°,
antisense: 5’-CCT TCT TTC ACC TTC CCA AA3’.
A expressao relativa dos genes estudados foi normalizada pela expressao do
gene da Ciclofilina (DCT). A expressao génica foi calculada usando-se as diferencas em

valores de DCT entre as amostras (DDCT) e a equalt3d.2

3.13- Andlise estatistica

A distribuicdo dos dados foi avaliada pelo teste de normalidade de Shapiro-
Wilk.

Para a comparagéao do tamanho do infarto entre os quatro grupos experimentais
infartados foi utilizada a ANOVA de duas vias, seguida do post-hoc de Tukey.

Para as comparacfes das demais variaveis entre 0s seis grupos experimentais foi
utilizada a andlise fatorial 2 (sedentario vs treinado) por 3 (sham vs infarto vs terapia
celular), seguida do post-hoc de Tukey.

Os dados séo apresentados como média = erro-padrdo da média (EPM). Foi
utilizado o programa estatistico SigmaPlot, v.11.0. O nivel de significancia adotado foi
de 5%.
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4- RESULTADOS

4.1- Peso corporal, peso do coracdo, indice cardiossomatico, volume cardiaco e
comprimento dos eixos longitudinal e transversal do coracgéao.

Os resultados referentes ao peso corporal, peso do coracdo, indice
cardiossomaético, volume cardiaco, comprimento dos eixos longitudinal e transversal do
coragdo estdo apresentados na tabela 1. No inicio do periodo experimental, nenhuma
diferenca estatistica foi observada no peso corporal, fato que comprova a
homogeneidade entre os grupos. Ao final do periodo experimental, ndo foram
encontradas diferencas no peso corporal, volume cardiaco e comprimento do eixo
longitudinal do coragédo, demonstrando que o infarto ndo foi capaz de alterar esses
parametros e os tratamentos aplicados, terapia celular e exercicio fisico, também né&o
modificaram essas caracteristicas morfolégicas. O fator infarto aumentou (p < 0,05) o
peso do coracdo (ndo infartados = 1,47 + 0,06igfartados = 1,75 + 0,05 g) e o indice
cardiossomético (ndo infartados = 3,73 £ 0,15 mvg/mfartados = 4,45 + 0,14 mg/qg).

N&o houve efeito dos fatores tratamentos ou interacdo entre eles nesses pgametros
0.05). O exercicio aumentou o comprimento do eixo transversal do coracdo (sedentarios
= 11,69 £ 0,29mm vs exercitados = 13,02 + 0,30m) independentemente dos fatores
infarto e terapia celular.
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Tabela 1: Pardmetros biométricos de ratos infartados tratados com exercicio fisico e transplante de células-tronco mesenquimais.

SED SH SED IM SED IM CT EX SH EX IM EXIMCT
PC INICIAL 149 + 4,59 148 + 7,61 144 +5,39 141 + 6,85 147 +1,93 142 + 4,72
9)
PC FINAL 387 £12,30 422 + 8,36 419 + 10,03 406 + 11,48 396 + 20,50 396 + 14,02
9)
PESO COR 1,45 + 0,08 1,81 +£0,07* 1,91 +0,08* 1,50 £ 0,08 1,70 +£ 0,09 1,76 £ 0,08
(9)
INDICE CARDIO- 3,74+0,20 4,28 +0,19 4,55 + 0,23* 3,69+ 0,20 4,29 +0,28 4,44 +0,2%
SOMATICO (mg/g)
VC 1,01 + 0,06 1,13 £ 0,06 1,08 £ 0,06 0,95 + 0,07 1,16 + 0,06 1,17 £ 0,06
(ml)
CL 16,56 + 0,55 15,33+ 0,39 15,28 + 0,39 15,26 + 0,42 16,23 + 0,39 16,30 + 0,39
(mm)
CT 11,78 £ 0,51 11,20 + 0,50 11,68 + 0,50 12,02 + 0,55 13,46 + 0,50 13,60 + 0,56
(mm)

Dados expressos em média + EPM. N = 6 por grupo. SED SH (sedentario sham), SE@etit(geinfartado), SED IM CT (sedentario infartado tratado
células tronco), EX SH (exercitado sham), EX IM (exercitado infartado)MEKT (exercitado infartado tratado com células tronco). PC (peso corporal),
Peso cor (peso do coracdo), VC (volume coracdo), CL (tamanho do coracéo no eixo longi@miftamanho do coragdo no eixo transversdiferente do
grupo SED SH;Sdiferente do grupdEX SH; “diferente do grupo SED IM&diferente do grupo SED IM CTNivel de significancia de p < 0,05.

36



4.2- Eficiéncia do treinamento

Na figura 5 estdo representados os resultados que comprovam a eficiéncia do
treinamento fisico aplicado. O exercicio aumentou (p < 0,05) a capacidade corrida dos
animais dos grupos EX (sedentarios = 11,44 + 0,85w@xercitados = 22,83 = 0,85
min) e diminuiu (p < 0,05¢ a frequéncia cardiaca de repouso (sedentarios = 402,54 +
7,26 bpmvs exercitados = 346,10 = 8,01 bpm). Nao houve efeito do infarto, da terapia
celular e da interacdo entre os fatores. A associacdo dos tratamentos ndo potencializou
os resultados. O painel A mostra os resultados do teste de capacidade de corrida ao final
do periodo experimental. No painel B estdo apresentados os resultados da frequéncia

cardiaca de repouso dos animais, realizado ao final do periodo experimental.
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Figura 5: Desempenho fisico e frequéncia cardiaca de ratos ao final do periodo exgdeNment
= 12 por grupo. (A) Teste de capacidade de corrida (minutos) no final do pexfuefimental

(B) Frequéncia cardiaca de repouso (batimentos por minuto) no final do periodo extarim
Dados expressos em média + EPM. SED SH (sedentario sham), SED IM (sedefardaido),
SED IM CT (sedentario infartado tratado células tronco), EX SH (exercitado,sBXmM
(exercitado infartado), EX IM CT (exercitado infartado tratado com céldasd).” diferente
dos respectivos grupos sedentarios. Nivel de significdagia 0,05.

4.3- Dados ecocardiogréaficos

Os resultados referentes a analise ecocardiografica estdo apresentados na tabela
2. O infarto, independente dos fatores terapia celular e exercicio, aumentou (p < 0,05) o
diametro diastélico do ventriculo esquerdo (DDVE; néo infartados = 6,52 + 0,28 mm
infartados = 7,83 + 0,23 mm), o diametro sistdlico do ventriculo esquerdo (DSVE; ndo
infartados = 3,99 + 0,23 mws infartados = 5,93 = 0,23 mm), a espessura da parede

posterior do ventriculo esquerdo durante a diastole (EPPVEd; néo infartados = 1,63 +
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0,07 mmvs infartados = 1,99 = 0,07 mm) e diminuiu a fracdo de ejecéo (nao infartados

= 72,56 + 1,80 %vs infartados = 53,94 + 1,83 %), a fracdo de encurtamento (nao
infartados = 37,19 + 1,11 %s infartados = 24,81 £ 1,13 %), a espessura do septo
interventricular durante a diastole (ESIVd; néo infartados = 1,72 £ 0,08 mm vs
infartados = 1,50 + 0,08 mm) e durante a sistole (ESIVs; ndo infartados = 2,72 + 0,12
mm vs infartados = 2,21 + 0,12 mm). O exercicio, independente dos fatores infarto e
terapia celular, restaurou (p < 0,05) os valores de fracao de ejecéo (sedentarios = 59,42
+ 1,46 %vstreinados = 64,58 + 1,53 %), fracdo de encurtamento (sedentarios = 28,37 +
0,90 %vs treinados = 31,54 + 0,94 %), aumentou a espessura da parede posterior do
ventriculo esquerdo durante a sistole (EPPVESs; sedentarios = 2,59 = 0,0 mm
treinados = 2,98 £ 0,07 mm) e a espessura do septo interventricular durante a sistole
(ESIVs; sedentarios = 2,27 + 0,10 mm treinados = 2,62 = 0,10 mm). Nao houve
interacdo entre os fatores e a combinagdo dos tratamentos falhou em potencializar os

efeitos benéficos isolados dos tratamentos.
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Tabela 2: Dados ecocardiogréficos de ratos infartados tratados com exercicio fisico e transplante de células-tronco mesenquimais.

SED SH SED IM SED IM CT EX SH EX IM EXIMCT
DDVE 6,48 + 0,38 8,12+ 0,38 7,91 +0,32 6,55 +0,19 7,53+0,35 8,19 +0,22
(mm)
DSVE 4,21 +0,34 6,44 + 0,44 5,68 +0,32 3,78 +0,23 5,42 +0,26% 5,89+0,19
(mm)
Fragdo de ejecao 69,92 + 2,88 48,14 + 3,71 60,19 + 2,3& 75,20+ 1,15 59,75 + 1,71 58,81 +1,53
(%)
Fracdo de 35,23+2,14 21,51 +1,95 28,35+ 1,4%F 39,14 + 1,06 28,11 +1,1% 27,38 + 0,98
encurtamento (%)
EPPVEd 1,66 + 0,09 1,86 + 0,10 1,84 £ 0,08 1,69 £ 0,06 2,12 +0,17 1,88 +0,12
(mm)
EPPVEs 2,58+0,14 2,50+0,10 2,75 +0,08 2,91 +0,08 3,30+0,22 2,73+0,14
(mm)
ESIvd 1,76 £0,14 1,40 £ 0,10 1,37 +0,11 1,68 +0,13 1,60 + 0,08 1,54 £ 0,08
(mm)
ESIVs 2,54 +0,19 1,93+0,12 2,34 +0,17 2,90 + 0,25 2,48 +0,16 2,50+0,17
(mm)

Os dados séo expressos como média £ EPM. N = 6 por grupo. SED SH (sedentari8 Ebali)) (sedentéario infartado), SED IM CT (sedentario infartado
tratado células tronco), EX SH (exercitado sham), EX IM (exercitado idégrt&X IM CT (exercitado infartado tratado com células tronco). DDVE =
didmetro diastolico do ventriculo esquerdo; DSVE = diametro sistdlico daodatesquerdo; EPPVEd = espessura da parede posterior do ventriculo
esquerdo durante a diastole; EPPVEs = espessura da parede posterior do ventriculocesguezdd sistole; ESIVd = espessura do septo interventricular
durante a diastole; ESIVs = espessura do septo interventricular durante a*sthtetente do grupo SEBH; # diferente do grupo EX SH diferente do
grupo SED IM;¥diferente do grupo EX IMNivel de significancia de p < 0,05.
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4.4- Avaliacao histoldgica da extensao do infarto

A figura 6 apresenta imagens representativas dos coracdes dos seis grupos
experimentais. O tamanho médio das areas infartadas dos grupos experimentais esta
representado na figura 7. A terapia celular e o exercicio reduziram (p < 0,05) a area
infartada. Houve interacdo entre os fatores e a associacao dos tratamentos nao diminuiu

o tamanho do infarto nos animais do grupo EX IM CT em relagédo aos do grupo SED IM

CTou EX IM.

SED SH SED IM SED IM CT EXIM CT

Figura 6: Fotomicrografias representativas de cortes transversais da parte méaiacéo
coradas com Picrosirius red. N = 6 por grupo. SED SH (sedentério sham), SERI¢ktdse
infartado), SED IM CT (sedentério infartado tratado células tronco), EXes¢tcitado sham),
EX IM (exercitado infartado), EX IM CT (exercitado infartado tratado com células tronco).
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Figura 7: Tamanho do infarto nos grupos experimentais. N = 6 por grupo. Dados expres
média + EPM. SED IM (sedentério infartado), SED IM CT (sedentario infartado tratado
células tronco), EX IM (exercitado infartado), EX IM CT (exercitado infartado tratado cor
células tronco).diferente do grupo SED IM:;diferente do grupo SED IM CT. Nivel de
significancia @ p < 0,05.
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4.5- Contelido de agua no pulméao
O teor de agua no pulméao é um indicativo de congestao pulmonar e indicativo
da insuficiéncia da bomba cardiaca. Nao houve efeito do infarto, da terapia celular e do

exercicio. Os dados do contetdo de agua pulmonar estao representados na figura 8.
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Figura 8 Percentual de agua no pulm#ib= 6 por grupoDados expressos em média + EPM.
SED SH (sedentario sham), SED IM (sedentario infartado), SED IM CT (sedenfartado
tratado células tronco), EX SH (exercitado sham), EX IM (exercitado idégrt&X IM CT
(exercitado infartado tratado com células tronco).

4.6- Conteudo de colageno

A andlise do colageno intersticial foi feita a partir da técnica de coloracdo com
Picrosirius Red e microscopia de polarizacdo. Nessa técnica, as fibras colagenas se
coram em tons de laranja a vermelho, conforme demonstrado pela figut8.90s
dados relativos a contagem de colageno no ventriculo esquerdo estdo apresentados na
tabela 3. O infarto, independente dos fatores exercicio e terapia celular, aumentou (p <
0,05) o conteudo de colageno na regido de cicatriz (ndo infartados = 0,089 + 0,014
%/mn? vs infartados = 0,564 + 0,014 %/mM)nna borda de transicdo (néo infartados =
0,081 + 0,007%/mrvs infartados = 0,292 + 0,007 %/mM)re na regido remota (n&o
infartados = 0,046 + 0,047 %/mms infartados = 0,075 + 0,004 %/mMnA terapia

celular reduziu o contetudo de colageno na regido de cicatriz (tratados = 0,345 + 0,014
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%/mn? vs ndo tratados = 0,564 + 0,014 %/Ayma borda de transicéo (tratados =
0,202 + 0,007 %/mfvs ndo tratados = 0,292 + 0,007 %/Ane na area remota
(tratados = 0,054 + 0,004 %/mMras ndo tratados = 0,075 + 0,004 %/AmAvaliado
isoladamente, o fator exercicio reduziu (p < 0,05) o contelido de colageno na area de
transicado (treinados = 0,172 + 0,006 %/frwsindo treinados = 0,211 + 0,006 %/Ara

na area remota (treinados = 0,045 + 0,003 %/iwsmao treinados = 0,072 + 0,003
%/mn¥). Houve interacdo entre os fatores na andlise da regido de cicatriz e na borda de
transicdo e a associacdo dos tratamentos ndo potencializou os resultados obtidos pelos

tratamentos isolados.

Figura 9: Fotomicrografia representativa da regido infartada do ventriculo esquerdo
evidenciando a cicatriz de colageno tipo I. Barra: 100um.
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Tabela 3: Contetido de colageno (%/hno ventriculo esquerdo em cada uma das trés

areas analisadas (cicatriz, bor@grdnsicdo e remota).

GRUPOS CICATRIZ TRANSICAO REMOTA
SED SH 0,105 + 0,008 0,097 + 0,007 0,065 + 0,006
SED IM 0,605 + 0,024 0,335+0,014 0,086 + 0,006

SED IM CT 0,322 + 0,024 0,201 + 0,012 0,064 + 0,005
EX SH 0,073 £ 0,007 0,065 + 0,005 0,028 + 0,004
EXIM 0,523 + 0,02%° 0,249 + 0,01% 0,065 + 0,00¢’

EXIMCT 0,367 + 0,02# 0,203 + 0,01 0,044 + 0,004

Dados expressos em média £+ EPM. N = 6 por grupo. SED SH (sedentario shaniM SED
(sedentario infartado), SED IM CT (sedentario infartado tratado células trdBXoSH

(exercitado sham), EX IM (exercitado infartado), EX IM CT (exercitado adartratado com
células tronco). diferente do grupo SED SHdiferente do grupo SED IM;diferente do grupo
EX SH; 8 diferente do grupo EX IM diferente do grupo SED IM CT. Nivel de significancia de

p<0,05.
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Figura 10 Fotomicrografias representativas da regido remota do ventriculo esquerdo coradas
com picrosirius red sob luz polarizada. O colageno cora-se em tons de laranja e vémelho.
fundo escuro compreende regides de musculo cardiaco e tecido intersticial ndo ocupadas pelo
colageno. Barra: 100um. (A) SH (sedentario sham), (B) SED IM (sedentariadiafar{C)

SED IM CT (sedentario infartado tratado células tronco), (D) EX SH (exercitady, gt EX

IM (exercitado infartado), (F) EX IM CT (exercitado infartado tratado com células tronco).

4.7- Contagenmde vasos
Os dados referentes a contagem de vasos estédo apresentados na tabela 4. Foram
obtidos a partir da coloragcdo das membranas basais dos vasos com a técnica do acido

periodico de Schiff (PAS). A analise realizada 12 semanas apés o infarto mostrou um
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namero maior (p < 0,05) de vasos por area na regido da cicatriz nos animais infartados
(ndo infartados = 0,043 + 0,006 %/rhns infartados = 0,120 + 0,006 %/mM)n Nas

outras regides avaliadas, ndo houve efeito de nenhum dos fatores sobre esse parametro.
N&o houve interacdo entre os fatores. A figura 11 é representativa do miocardio
infartado, evidenciando os pequenos vasos (arteriolas, vénulas e capilares). A analise de
expresséo proteica do VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) analisada na

regido remota ao infarto também nao apresentou diferencas entre os grupos (Figura 12

Figura 11: Fotomicrografia representativa da regido isquémica corada com PAS e @a@racor
com hematoxilina de Harris. O asterisco representa as fibras colagenas, setaadicatas
capilares; setas vermelhas indicam vénulas e setas amarelas apontam arteriola20 Barra:
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Tabela 4: Percentual de vasos por milimetro quadrado (%/nmventriculo esquerdo

em cada uma das trés areas analisadas (cicatriz, borda de transi¢éo e remota).

GRUPOS CICATRIZ TRANSICAO REMOTA
SED SH 0,038 + 0,002 0,044 + 0,008 0,047 + 0,010
SED IM 0,118 + 0,035 0,047 + 0,002 0,045 + 0,008

SED IM CT 0,119 + 0,017 0,047 £ 0,015 0,041 + 0,004
EX SH 0,049 £ 0,010 0,050 + 0,004 0,045 + 0,006
EXIM 0,122 + 0,019 0,039+ 0,012 0,034 + 0,027

EXIMCT 0,105 + 0,035 0,042 + 0,002 0,033 + 0,004

Dados expressos em média + EPM. N = 6 por grupo. SED SH (sedentario shamM SED |
(sedentario infartado), SED IM CT (sedentario infartado tratado células trdBXoSH
(exercitado sham), EX IM (exercitado infartado), EX IM CT (exercitado edartratado com
células tronco). diferente do grupo SED SHAM; diferente do grupo EX SHAM. Nivel de
significancia de p < 0,05.
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Figura 12: Expresséo proteica de VEGF na regido remota ao infarto no ventriculo esquerdo.
Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), unidades arbitrarias (u.a.). A hanfia al
normalizada pela expressdo de GADPH. SED SH (sedentario sham), SED IM (sedentario
infartado), SED IM CT (sedentério infartado tratado células tronco), EXes¢tcitado sham),

EX IM (exercitado infartado), EX IM CT (exercitado infartado tratado com células tronco).
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4.8- Caracteristicas morfoldgicas dos cardiomidécitos isolados da regido remota

Os resultados da morfologia dos cardiomiécitos do ventriculo esquerdo estédo
apresentados na tabela 5. Nao houve diferenca entre os grupos em relacdo a largura
celular. No parametro comprimento dos cardiomidcitos percebe-se o efeito do fator
infarto (ndo infartados = 164,68 + 2,¥2 infartados = 179, 34 £ 2,56), independente
dos fatores exercicio e terapia celular. A relacdo comprimento/largura foi maior nos
animais infartados, comprovando o efeito do fator infarto nessa variavel (néo infartados
= 10,14 £ 0,27vs infartados = 11,37 = 0,26), independente dos fatores exercicio e
terapia celular. Houve efeito também do fator infarto na variavel volume celular (ndo
infartados = 21,42 + 0,6%s infartados = 23,39 £ 0,67), independente dos fatores

exercicio e terapia celular. Nao houve interacéo entre os fatores.

Tabela 5: Caracteristicas morfolégicas dos cardiomiécitos isolados da regido remota do

ventriculo esquerdo dos animais dos grupos experimentais.

RELACAO
GRUPOS LARGURA COMPRIMENTO  COMP/LAR VOLUME
(Mm) (Hm) (cm) (pL)

SED SH 17,24 * 0,54 164,22 + 3,84 10,00 £ 0,39 21,45 + 0,87
SED IM 17,40 £ 0,48 180,78 + 3,43 10,94 % 0,35 23,84 + 0,77
SED IM CT 18,45 + 0,52 179,10 + 3,75 10,20 £ 0,38 25,13 + 0,85
EX SH 17,11 % 0,54 165,15 + 3,87 10,27 0,39 21,39 + 0,87
EX IM 17,11+ 0,55 177,91 + 3,81 11,81+ 0,38 22,94 + 1,09
EX IM CT 18,39 % 0,50 175,50 + 3,55 10,27 0,36 24,35 + 0,80

Dados expressos em média + EPM. N = 60 por grupo. SED SH (sedentério shani)) SED
(sedentario infartado), SED IM CT (sedentario infartado tratado células trda¥oSH

(exercitado sham), EX IM (exercitado infartado), EX IM CT (exercitado edartratado com
células tronco).” diferente do grupo SED SH diferente do grupo EX SH. Nivel de

significancia de p < 0,05.

4.9- Expressao proteica das vias de sinalizacdo de hipertrofia fisiologica e
patolégica

A expressao das proteinas AKT, pAKT, mTOR, pmTOR, NFAT e calcineurina
nao apresentou diferenca entre os grupos. Os resultados estdo demonstrados nas figuras
13 e 14.
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Figura 13: Expressao proteica no ventriculo esquerdo das proteinas da via de &ndbkzag
hipertrofia fisiolégica. N = 6 por grupo. AKT total (AKT), AKT $forilada (pAKT), mTOR
total (MTOR), mTOR fosforilada (pmTOR). SED SH (sedentario sham), ISE(3edentario
infartado), SED IM CT (sedentério infartado tratado células tronco), EXesétcitado sham),
EX IM (exercitado infartado), EX IM CT (exercitado infartado tratado com células tronco).
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Figura 14: Expressao proteica no ventriculo esquerdo das proteinas da via de &ndbzag
hipertrofia patoldgica. N = 6 por grupo. As bandas alvo foram normalizadas petaséxpde
GADPH. Calci (Calcineurina), u.a. (unidades arbitrarias), SED SH (sedesttarng), SED IM
(sedentario infartado), SED IM CT (sedentario infartado tratado células trdasoSH
(exercitado sham), EX IM (exercitado infartado), EX IM CT (exercitado sdartratado com
células tronco).
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4.10- Medida de expresséo génica

Osdados referentes a medida de expressdo génica no tecido miocérdico remoto
do ventriculo esquerdo estdo apresentados na figura 15. A hipertrofia patolégica €
associada a reexpressdo de genes fetais, como a actina a-esquelética e fator natriurético
atrial (FNA), além de alterac6es nas expressdes génicas da miosina de cadeia pesada
tipo beta (B-MCP) e alfa (a-MCP). Nossos dados mostraram que nem o infarto nem a
terapia celular causaram alteracfes significativas nesses parametros. O fator exercicio
avaliado isoladamente foi capaz de reduzir (p < 30X)pressdo génica da actina a-
esquelética (35%), de FNA (53%) e B-MCP (34%), além de aumentar a relagdo o/  —
MCP (80%).
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Figura 15: Expressdo génica na regiao remota do ventriculo esquerdo nos diferentes grupos
experimentais. N = 6 por grupo. Dados apresentados como média + EPM. SED SH (sedentario
sham), SED IM (sedentario infartado), SED IM CT (sedentario infartado treéhaas tronco),

EX SHAM (exercitado sham), EX IM (exercitado infartado), EX IM CT (exercitadartiafio

tratado com células tronco), FNA (fator natriurético atri@lMICP (miosina de cadeia pesada

alfa), B-MCP (micsina de cadeia pesada beta). a/B-MCP (relagdo a-MCP/B-MCP). " diferente

dos respectivos sedentaridésliferente dos grupos EX SH e EX IM CT. Nivel de significancia

de p<0,05.
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5- DISCUSSAO

Em suma, os resultados do presente trabalho mostraram que o IM promoveu
alteracOes deletérias ao coracdo, aumentando 0s seguintes parametros: massa cardiaca,
indice cardiossomético, didmetro do ventriculo esquerdo, espessura da parede do
ventriculo esquerdo, comprimento, relagdo comprimento/largura e volume dos
cardiomiocitos, fibrose intersticial na regido de cicatriz, na borda de transicdo e na area
remota do ventriculo esquerdo, além de prejudicar parametros funcionais como fracéo
de ejecdo e fracdo de encurtamento. O protocolo de exercicio aerébio de baixa
intensidade em esteira melhorou a capacidade fisica dos animais, induziu a bradicardia
de repouso, aumentou a fracdo de ejecdo e fracdo de encurtamento, reduziu o tamanho
do infarto e a fibrose intersticial no ventriculo esquerdo, além de reduzir a expressao de
genes marcadores de hipertrofia cardiaca patologica (actina a-esquelética, fator
natriurético atrial e @ina de cadeia pesada p) e aumentou a relagae o/f-MCP. A
terapia celular, por sua xereduziu o tamanho do infarto e a fibrose intersticial e
melhorou os parametros de fracdo de ejecdo e encurtamento nos animais sedentarios. A
associacao dos tratamentos, de forma inesperada, ndo apresentou sinergia e nao resultou
em alteracdes benéficas adicionais aos parametros avaliados.

Entender as razdes pelas quais os tratamentos treinamento fisico e transplante
celular, isoladamente, exercem alteracdes benéficas no miocéardio infartado, mas ndo ao
serem associados, torna-se objeto de estudo para trabalhos futuros. No presente estudo,
a hipétese de que o treinamento aerdbio de baixa intensidade por 12 semanas iniciado
24 horas apds o IM, associado ao transplante de CTM injetado pela veia caudal
imediatamente apds evento isquémico poderia atenuar os efeitos deletérios decorridos
pelo IM foi negada. Para confirmar que a associacéo dos tratamentos potencializou seus
efeitos no IM, o grupo exercitado que recebeu a infusédo de CTM (EX IM CT) deveria
ter resultados significativamente superiores aos observados nos grupos EX IM e SED
IM CT, concomitantemente. Apesar disso, ndo se pode negar as adaptacdes benéficas
dos tratamentos isolados que contribuiram para a melhora da fungéo cardiaca e da saude
cardiovascular geral dos animais tratados.

Nossos resultados demonstram que a técnica utilizada para indugéo do IM
produziu infartos de tamanhos pequenos. Segundo Pfeffer et al. (1979) o percentual de
acometimento do VE de 4 a 30% é considerado pequeno, 0 que esta em concordancia

com outros autores (Fletcher et al., 1981; Anversa et al., 1986). De forma similar, os
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animais do presente estudo ndo apresentaram aumento do conteddo de agua pulmonar.
O edema pulmonar ou acumulo de agua no pulm&o € uma caracteristica secundéria do
infarto e € um indicador de falha da bomba cardiaca em ejetar quantidades adequadas de
sangue. Dessa forma o sangue se acumula nos vasos pulmonares e ocorre
extravasamento de agua devido a pressdo pulmonar aumentada (Figueroa et al., 2006).
Foi demonstrado que pequenos infartos podem ndo causar insuficiéncia cardiaca
congestiva (Portes & Tucci, 2006) e que infartos com percentual de acometimento
maior que 40% do VE séo geralmente acompanhados por esta patologia. (Tucci, 2011).

O desempenho da funcéo ventricular, bem como a extensdo da hipertrofia no
miocardio remanescente nao infartado, tem relacdo direta com a extensdo da perda de
tecido miocardico (Pfeffer et al., 197Bletcher et al., 1981). Os dados do presente
estudo mostram que o infarto causou alteracdes deletérias na fracdo de ejecéo e fracédo
de encurtamento. Os presentes resultados estdo de acordo com outros trabalhos que
mostraram prejuizos na funcionalidade cardiaca, além da reducéo da fracdo de ejecdo e
encurtamento, outras consequéncias hemodinamicas deletérias sdo achados constantes
neste modelo, como hipotensado arterial média, reducdo da pressao sistoligay €P/dt
dP/dtn, bem como elevacéo da pressao diastélica final (Pfeffer et al., 1979; Fletcher et
al., 1981; Pfeffer et al., 1990; de Waard et al., 2007; Xu et al., 2008; Jorge et al., 2011).

Os parametros massa cardiaca, indice cardiossomatico, diametro da camara
ventricular, espessura da parede do ventriculo esquerdo e conteudo de colageno estavam
aumentados nos animais dos grupos infartados, 0 que cooakiitteristicas tipicas da
hipertrofia patoldégica que ocorre durante o remodelamento do 6rgao (Pfeffer et al.,
1990; French & Kramer, 2008; Zornoff et al., 2009; Xu et al., 2008; Mill et al., 2011;
Jugdutt et al., 2012). A dilatacao ventricular apds o infarto pode ser vista como uma
compensacao inicial para manter o volume de ejecao ap0s a perda de tecido contrétil, no
entanto, essa dilatacdo pode aumentar o estresse na parede ventricular, estimulando a
hipertrofia dos midcitos remanescentes, que ainda assim pode ser insuficiente para
manter a fracdo de ejecdo e de encurtamento (Pfeffer et al., 1990; Gajarsa & Kloner,
2009).

Em nivel celular, analises morfométricas do presente estudo mostraram que o
infarto n&o teve nenhum efeito sobre a largura dos cardiomiocitos. Esses dados estéo de
acordo com outros trabalhos desenvolvidos em ratos infartados (Zhang et al, 2000; Bozi
et al, 2013). Ja os parametros comprimento celular, relagdo comprimento/largura e

volume celular foram aumentados pelo infarto. Essa alteracdo acontece em decorréncia
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do rearranjo estrutural dos cardiomiocitos remanescentes e outras células cardiacas
como parte do processo de remodelamento, numa tentativa das porcdes viaveis do
coracao infartado compensar o estresse sobre a parede ventricular e assumir o trabalho
contratil dos cardiomiocitos perdidos por necrose e apoptose (Mill et al., 2011; Gajarsa
& Kloner, 2009). O aumento do comprimento celular se deve a maior sintese proteica e
formacdo de novos sarcémeros em série, refletindo no aumento do volume celular,
conforme observado nos grupos SED IM CT e EX IM CT. Os animais dos grupos SED
IM e EX IM ndo apresentaram aumento de volume celular, porém aumentaram a massa
cardiaca e indice cardiossomético, respectivamente. Especula-se que o aumento da
espessura da parede ventricular nesses animais, comprovado pelo exame
ecocardiografico, tenha sido pela fibrose miocéardica exacerbada em decorréncia do
infarto, confirmada pela analise de contetdo de colageno.

N&o foi possivel a deteccdo de alteracdes na expressao de calcineurina e NFAT,
proteinas da via de sinalizacao de hipertrofia patologica, apesar da hipertrofia excéntrica
observada nos cardiomiécitos da regido remota do ventriculo esquerdo nos animais
infartados. Pelo fato da analise proteica ter sido feita no tecido cardiaco fragmentado e
ndo no cardiomidcito isolado, os resultados podem ter sido influenciados pela expressao
das proteinas de outras células cardiacas. Além disso, a expressao dessas proteinas
mostrou-se aumentada apdés oito semanas de hipertrofia patologica induzida por
sobrecarga de pressao ou infarto do miocéardio (Wilkins et al., 2004), o que difere do
periodo de doze semanas do presente trabalho.

De forma similar, a expressdo dos genes caracteristicos do periodo fetal também
nao foi alterada de forma significativa no presente estudo. Sabe-se que a hipertrofia
patolégica pés-infarto € caracterizada por um padrdo de reexpressdo desses genes que
contribuem para uma diminui¢cdo da capacidade contratil e velocidade de encurtamento
dos sarcomeros (Bernardo et al., 2010; Hashimoto et al., 2011; Mill et al., 2011).
fator de transcricdo NFAT é conhecido por regular a transcricdo e expressao de genes
cardiacos, dentre eles os genes fetais (Dirkx et al.,, 2013). Como a atividade de
calcineurina e NFAT nao foi alterada no presente estudo, a nao translocagédo de NFAT
para o nucleo pode justificar a auséncia de alteracdes na reexpressao do programa fetal.

A andlise da quantidade de vasos no tecido cardiaco revelou que, 12 semanas
apos o infarto, a regido da cicatriz apresentava um percentual maior de vasos sanguineos
em comparac¢ao com os animais SHAM. Mitoses de células endoteliais e proliferacdo de

pequenos vasos sanguineos sdo aparentes 48 horas apdés o0 evento isquémico e se
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mantém em niveis elevados no tecido totalmente cicatrizado (Fishbein et al., 1978). O
conceito de que o coracdo adulto € essencialmente incapaz de se regenerar vem sendo
mudado para uma modesta capacidade de potencial regenerativo, gracas a descoberta do
compartimento de células-tronco endégeno cardiacas, células que possuem a capacidade
de formar cardiomidcitos, células do endotélio vascular e células musculares lisas
(Urbanek et al., 2005; Ellison et al., 2012; Anversa et al., 2013). No entanto, apesar d
alguns afirmarem que as células enddgenas sao suficientes para a regeneracao funcional
e reparo do miocardio (Ellison et al., 2013; Nadal-Ginard et al., 2014), no estudo de van
Berlo et al, (2014) foi mostrado que esse compartimento gera células endoteliais
amplamente, enquanto a formacao de cardiomiocitos se da numa taxa de apenas 0,03%,
considerado pelos autores um nivel funcionalmente insignificante. Dessa forma, o
aumento de vasos sanguineos na regido de cicatriz encontrado no presente estudo pode
indicar que houve uma revascularizacdo da regido necrosada como tentativa de atenuar
os danos em decorréncia do infarto.

Estratégias envolvendo a terapia celular para promover a regeneracao cardiaca
mostram resultados promissores no tratamento apds IM. Diversos tipos celulares e
metodologias de inoculagéo das células tém sido utilizados (Shah & Shalia, 2011; Russo
et al., 2014; Narita & Suzuki, 2014). A linhagem celular utilizada no presente estudo foi
de células-tronco mesenquimais isoladas da medula 6ssea de ratos e o transplante
através de injecdo intravenosa via veia caudal. As células isoladas e cultivadas nesse
estudo apresentaram aderéncia a placa de cultura e morfologia fibroblastoide, bem como
tiveram expressao positiva para os marcadores CD54 e CD90 e expressao negativa para
CD34 e CD45.

A nanomarcacao com Q-tracker na cultura de CTM se mostrou eficaz e foi
comprovada por microscopia de fluorescéncia imediatamente antes de serem injetadas
nos animais. No periodo de 18 horas pés-infarto, essas células injetadas na veia caudal
nao foram encontradas no local da leséo, apenas no pulméo dos animais infartados. A
inoculacdo de CTM via veia caudal é bastante empregada pela facilidade de ser
reproduzida em ensaios clinicos, pela ampla biodistribuicdo e pelo facil acesso
(Schrepfer et al.,, 2007; Fischer et al., 2009; Narita & Suzuki, 2014), porém ainda
existem duvidas em relag&o a sua eficiéncia. Esse nosso achado pode ser explicado pelo
estudo de Schrepfer et al., (2007) no qual afirmam que as CTM sao aprisionadas nos
capilares pulmonares devido ao seu grande diametro. Outros estudos, entretanto

mostraram que o acumulo das CTM no pulméao é um fenbmeno transitorio e que as
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células se movem para outros 6rgédos poucas horas apos a injecéo intravenosa (Gao et
al., 2001). O fato de nosso estudo ter encontrado as CTM no pulméo 18 horas apoés a
injecdo ndo necessariamente significa que elas ndo tenham migrado para o 6rgao alvo
em algum momento posterior do periodo experimental. Kraitchman et al. (2005)
observaram in vivo que a captacéo inicial das CTM marcadas com is6topo radioativo
administradas 72 horas apos o infarto foram primariamente restritas aos pulmdes, no
entanto, 24 horas apdés a injecao, ja eram vistas no miocardio infartado onde persistiam
por até sete dias.

Outra explicacdo para a retencdo dessas células no pulméo diz respeito a
capacidade de adesdo das CTM no endotélio vascular pulmonar. Parece haver uma
interacdo das CTM com receptores P-selectina e VCAM-1 das células endoteliais
(Ruster et al., 2006). Esse conceito € reforcado pelo estudo de Fischer et al., (2009) que
mostrou maiores quantidades de CTM em outros 6rgaos ap0s a administracdo de uma
segunda dose terapéutica, sugerindo uma saturacdo prévia dos receptores que
permitiram a maior liberacdo das CTM para além do tecido pulmonar.

A terapia celular, no presente estudo, provocou aumento na fracdo de ejecao e
fracdo de encurtamento, conforme observado nos animais do grupo SED IM CT em
comparacao aos do grupo SED IM, no entanto, ndo apresentou efeito adicional
associado ao exercicio. Diversos estudos correlacionam a melhora da funcdo cardiaca
com terapias que utilizam CTM (Shake et al., 2002; Nagaya et al., 2004; Mills et al.,
2007; Timmers et al., 2008; Wang et al., 2012; Narita & Suzuki, 2014). E provavel que
melhoras na propagac¢éo do impulso e da condutibilidade elétrica tenham ocorrido em
funcdo de uma melhor preservacdo dos cardiomiécitos da regido limitrofe ao infarto
conforme observado por Mills e colaboradores (2007). Foi demonstrado que as CTM
podem induzir melhoras no acoplamento excitagao-contracao por meio de mudangas no
transiente de C4e atividade da SERCA 2, promovendo melhor fungéo contratil, fragdo
de encurtamento e prevencao de arritmias (DeSantiago et al., 2012; Lavorato, 2014).

A terapia celular reduziu o tamanho do infarto e o conteddo de colageno nas
regides: cicatriz, borda de transicdo e remota. Esses achados estéo de acordo com outros
estudos experimentais que também mostraram efeitos benéficos das células-tronco
nessas variaveis (Shake et al., 2002; Timmers et al., 2008; Lee et al., 2009). Descreve-
se que essa terapia pode agir de forma a incrementar a angiogénese, efeito nao
observado no presente estudo, e amenizar o remodelamento da matriz extracelular, o

que poderia impedir a dilatacdo ventricular, diminuir a morte celular por apoptose e
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necrose e liberar fatores de crescimento e citocinas que induzem o processo de
cicatrizagcdo e a sobrevivéncia dos midocitos (Gnecchi et al., 2008; Shah & Shalia, 2011;
Ni et al, 2014). Um novo mecanismo de acdo das CTM que tem sido proposto é sua
influéncia sobre células progenitoras cardiacas. Sugere-se que as CTM ajam sobre esse
tipo celular, estimulando-o a se diferenciar em cardiomidcitos e restaurar a funcéo
cardiaca através da cardiomiogénese (Nagaya et al., 2004; Hatzistergos et al., 2010).

Os tratamentos associados reduziram o contetdo de colageno, confirmados pelos
menores resultados do grupo EX IM CT, quando comparados aos do grupo EX IM, no
entanto, para garantir a potencializacdo da associacdo dos tratamentos, este resultado
deveria ser menor também em relacdo ao grupo SED IM CT.

Existem evidéncias de que os fatores paracrinos liberados pelas CTM podem
agir sobre a matriz extracelular, favorecendo o remodelamento pés-infarto (Gnecchi et
al., 2008). Sugere-se que 0s mecanismos responsaveis por reducdo do conteudo de
coldgeno estejam relacionados a reducdo na expressao de metaloproteinase da matriz
(MMP) (Nagaya et al., 2004; Souza et al., 2010) e atenuacdo da expressao de colageno
do tipo | e lll pela inibicAo da proliferacdo de fibroblastos cardiacos, portanto,
exercendo efeitos anti-fibroticos (Xu et al., 2008; Ohnishi et al., 2007).

O estudo de Lee et al., (2009) mostrou que a infusdo intravenosa der@TM e
camundongos infartados resultou em aprisionamento dessas células como émbolo no
pulm&o. A terapia celular mostrou reducéo da resposta inflamatéria no miocardio e no
tamanho do infarto, além de melhora da fungéo cardiaca. Os autores mostraram que essa
melhora funcional se deve, pelo menos em parte, ao aumento da expressao de multiplos
genes pelas CTM retidas no pulmdo, com notavel importancia da proteina anti-
inflamatoria TSG-6. A proteina TSG-6 produz trés distintos efeitos anti-inflamatarios:
inibe a infiltracdo de neutréfilos para os locais da inflamacéo; liga-se a fragmentos de
hialurona bloqueando seu efeito pro-inflamatério e diminui a rede inflamatoria
primariamente pelo aumento da atividade de inibidores de proteases (Milner et al.,
2006; Wisniewski & Vilcek, 2004).

Sabe-se que uma resposta inflamatéria excessiva contribui para alteraces
patolégicas produzidas pelo IM, dessa forma, a expressdo de TSG-6 recebe especial
atencao pelo seu efeito anti-inflamatoério (Lee et al., 2009). Os resultados néo excluem a
possibilidade de que as CTM presas na vasculatura pulmonar secretem fatores
cardioprotetores adicionais. Estudos in vitro mostraram que a infusdo de CTM em

cultura secretaram grandes quantidades de fatores, com@, TiGH, 1L-10, PGE2
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(Gnecchi et al., 2008; Caplan, 2009; Ohtaki et al., 2008). Assim, os presentes achados
sugerem que, mesmo as CTM transplantadas pela veia caudal e observadas apenas no
pulm&o, podem ter tido uma acao imunomodulatoria criando um ambiente que permitiu

a reducéo do tamanho do infarto e menor contetdo de coladgeno nos animais sedentarios
que receberam as CTM (SED IM CTM) em comparagédo ao grupo néo tratado (SED
IM). E provavel que a diminuigéo da fibrose contribua para a restauragcdo do miocardio,
tornando-o mais funcional, como se conclui pela observacdo de melhores indices da
fracdo de ejecdo e da fracdo de encurtamento dos animais do grupo SED IM CTM em
comparacao aos do grupo SED IM.

Apdés o IM, uma reagdo inflamatdria local € responsavel por “limpar” o
miocéardio danificado. A intensidade e duracdo dessa inflamacdo estdo intimamente
correlacionadas ao remodelamento da area afetada e ao grau da disfuncdo cardiaca
(Frangogiannis et al., 2014; Van der Akker et al., 2013). Estudos demonstram que a
terapia com CTM vai além do propdésito de serem meras produtoras e substituidoras
celulares. Essas células sdo capazes de secretar varios fatores que inibem a resposta
imune mediada por linfécitos, que atuando sobre outras células, contribuem para
reducdo da inflamacéo estabelecida pelo IM (Di Nicola et al., 2002; Yi & Song, 2012;
Van der Akker et al., 2013). Além disso, o transplante realizado de forma precoce apo6s
evento isquémico atua fornecendo suporte trofico através da grande quantidade de
fatores bioativos secretados. A atividade trofica inibe a apoptose causada pela isquemia
e a cicatrizacdo estimulando a angiogénese e a mitose de células progenitoras
especificas do tecido (Caplan, 2009).

Postulase que cada tipo de célula-tronco possui caracteristicas peculiares e que
se utiliza de mecanismos caracteristicos de interacdo com o ambiente de lesdo. Dessa
forma, os mecanismos de reparacdo podem ser variaveis e a terapia combinada pode ser
conveniente no tratamento de grandes lesGes (Chicha et al., 2013). A combinacao de
duas terapias coadjuvantes: exercicio fisico e transplante celular no tratamento do IM
nao resultaram em alteracdes significativas superiores aos tratamentos isolados no
presente estudo.

A insuficiéncia cardiaca cronica em decorréncia do IM estd altamente
relacionada com intolerancia ao esforco fisico, sintoma esse que reflete diretamente
sobre a capacidade dos pacientes de realizar atividades da vida diaria, prejudicando de
forma significativaa qualidade de vida (Adsett & Mullins, 2010). No presente estudo, o

treinamento aerobio de baixa intensidade iniciado 24 horas apés o IM aumentou a
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capacidade de tolerancia ao exercicio nos animais infartados. Até o final da década de
80, o exercicio era considerado ndo seguro para pacientes com insuficiéncia cardiaca e a
recomendacado era de repouso. Hoje ele é apontado como componente essencial do
tratamento ndo farmacologico em pacientes com insuficiéncia cardiaca pos IM (Lloyd-
Williams et al., 2002; Van Tol et al., 2006; Adsett & Mullins, 2010; Moholdt et al.,
2012). Em nosso estudo ndo houve correlacdo entre treinamento fisico iniciado 24 horas
pos-infarto e mortalidade (dados ndo mostrados).

Outro parametro utilizado para avaliar o efeito do treinamento foi a frequéncia
cardiaca de repouso. A bradicardia de repouso é classicamente utilizada para comprovar
a adaptacdo ao treinamento fisico. A bradicardia resulta da melhora da capacidade
contratil, do volume de ejecdo e da modulacdo autondmica do coracdo (Shkeephard
Balady, 1999). Os dados obtidos no presente estudo estdo de acordo com outros
trabalhos que demonstram os beneficios do treinamento em esteira de baixa a moderada
intensidade em animais infartados (Xu et al., 2008; Jorge et al., 2011; Campos et al.
2012). A menor frequéncia cardiaca de repouso esta associada com a reducdo de
eventos cardiovasculares e aumento na expectativa de vida (Jouven et al.,, 2005),
portanto a reducdo da FCR nos grupos exercitados demonstra que a aptidao aerébia
obtida através do treinamento em esteira melhorou parametros fisiologicos essenciais
para a saude cardiovascular desses animais.

Andlises dos dados obtidos pela ecocardiografia dos animais treinados apos o
infarto indicaram uma melhora da funcdo cardiaca, pois as fracbes de ejecdo e de
encurtamento se mostraram com indices superiores em comparacdo aos animais nao
treinados. Esses resultados demonstram que, apesar do infarto, os animais treinados
tiveram uma contracdo mais adequada para bombear maiores quantidades de sangue a
cada ciclo de batimento. Os mecanismos pelos quais o exercicio melhora a funcao
cardiaca passam principalmente por melhoras na contratilidade dos cardiomidcitos,
resultante da melhora na funcéo do reticulo sarcoplasmatico na homeostasé do Ca
(Zang et al., 2000; Wisloff et al., 2002; Bito et al., 2010).

Nossos resultados mostraram que o0 exercicio reduziu a expansdo da area
infartada ao comparar o grupo EX IM em relacdo ao SED IM. Apesar de ndo serem
totalmente esclarecidos 0os mecanismos responsaveis pelo controle do tamanho do
infarto apds o exercicio fisico, existem descritos na literatura diversos possiveis efeitos
cardioprotetores do mesmo. Por exemplo: aumento da tolerancia a isquemia, que parece

ser mediado pela ativacédo da proteina quinase C (PKC), a qual € aumentada em resposta
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ao exercicio, garantindo um fenétipo de tolerancia a isquemia e protegendo o coracao
infartado (Yamashita et al., 2001); ativacao e diferenciacao de células-tronco enddégenas
cardiacas, gerando novas células no miocardio (Ellison et al., 2012; Waring et al.,
2012); melhora da densidade capilar através da expressdo aumentada do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) bem como de seus receptores Flt-IL e Flk-
resultando em melhora na perfusdo miocardica (Wu et al., 2009).

Os resultados de estudos com exercicio fisico iniciado horas apoés o infarto sado
controversos. No que se refere a cicatriz do infarto, alguns autores encontraram efeitos
deletérios (Hammerman et al., 1983; Pfeffer et al., 1990), outros, nenhum efeito
(Hockman et al., 1986; de Waard et al., 2007), enquanto outros descreveram reducao
da cicatriz (Yamashita et al., 2001; Wu et al., 2009; Jorge et al.. 2011). O presente
trabalho mostrou que o exercicio iniciado 24 horas ap0s o infarto agiu positivamente na
cicatriz do coracao infartado, tendo em vista que o porcentual de acometimento do
ventriculo esquerdo foi menor nos animais infartados exercitados do que nos infartados
treinados, reforcando as evidéncias de que o exercicio fisico pode atenuar a fibrose
cardiaca. Houve interacdo entre os fatores e o efeito da associacao ndo foi simplesmente
aditivo.

A reducdo da fibrose cardiaca em decorréncia do exercicio foi confirmada pela
analise de colageno na matriz extracelular do ventriculo esquerdo de regides remotas ao
infarto. Esses achados estdo de acordo com outros trabalhos que demonstraram menor
contetdo de colageno nas regides remotas ao infarto apés o exercicio (de Waard et al.,
2007; Xu et al., 2008). O exercicio pés-infarto atenua a acao dos inibidores teciduais de
metaloproteinase da matriz, as quais regulam a atividade de metaloproteinases de
matriz, dessa forma pode ter ocorrido uma atividade proteolitica aumentada com maior
degradacédo de coldgeno nos animais exercitados. Além disso, a reducéo da expressao de
receptores de angiotensina Il tipo 1 e do mMRNA da enzima conversora de angiotensina
em resposta ao exercicio podem contribuir também com a reducéo da fibrose (Xu et al.,
2008). Na analise da variavel colageno, nédo se pode falar em efeito da associacdo dos
tratamentos, pois o grupo EX IM CT ndo mostrou diferenga significativa concomitante
entre os grupos EX IM e SED IM CT.

A reprogramacao de genes fetais ndo é aumentada em resposta ao exercicio em
modelos de hipertrofia fisioldgica, ela mostra um perfil de expressdo desses genes
diferente da patoldgica (Bernardo et al., 2010; Mill et al., 2011). O treinamento crénico

ativa uma via de sinalizagdo celular diferente resultando em uma morfologia cardiaca

59



normal (Bernardo et al., 2010; Elisson et al., 2012). Porém em modelos experimentais,
o exercicio atenua a expressdo da p—-MCP, FNA e actina a-esquelética no coracao de

ratos normais (Hashimoto et al., 2011) e infartados (Orenstein et al.,1995; de Waard et
al., 2009) e aumenta a expressdo de o-MCP nos animais exercitados, mas ndo nos
infartados (Jin et al., 2000). Nossos resultados mostraram que o treinamento reduziu a
expressdo dos genes f—MCP, FNA e actina a-esquelética no VE dos animais infartados.
Sabe-se qua isoforma  da MCP tem atividade ATPasica cinco vezes menor do que a

isoforma o, o que provoca diminuicao da velocidade de contracdo e relaxamento e
utilizacdo deficiente de energia (Orenstein efl2d5). A redugdo da p-MCP, bem

como o aumento da ref o/f-MCP nos animais exercitados encontrados no nosso
estudo, reforcam a ideia de que o treinamento aerébio foi capaz de promover adaptacoes
moleculares que pode ser responsaveelo menos em parte, pela melhora da
capacidade contratil e consequemete melhor condicdo aerdbia e funcéo cardiaca
apos o IM. Os tratamentos associados foram melhores do que o exercicio sozinh na
analise do gene FNA (EX IM CT em comparacédo ao EX IM), no entanto, ndo se pode
falar de potencializacdo da associacao, pois nao diferiu do grupo SED IM CT.

De forma inesperada, o protocolo de treinamento adotado nesse estudo n&o
alterou as caracteristicas morfoldégicas dos cardiomiocitos nem o padrao de expressao
das proteinas da via de sinalizacdo de hipertrofia fisiologica, AKT e mTOR. Estudos
demonstram que o grau de hipertrofia fisioldgica esta relacionado com a intensidade,
volume e duracdo do esforco do programa de treinamento fisico, e, além disso, se
relaciona diretamente ao nivel de aptidao fisica ound@dBlomqvist & Saltin, 1983;
Milliken et al., 1988). Em animais experimentais, o treinamento fisico com natacéo
induz a hipertrofia excéntrica, enquanto que o treinamento em esteira ndo provoca
hipertrofia cardiaca, ou quando ocorre ela se da em pequena magnitude (Oliveira &
Krieger, 2002).

Hashimoto et al.,, (2011) investigaram a hipertrofia cardiaca induzida por
diferentes volumes de treinamento fisico. O protocolo utilizado por estes autores
correspondia a 1 sessdo diaria de natagdo para um grupo de ratos e umEguBhdo
sessOes diarias ao final do periodo experimental. Foi demonstrado que os treinamentos
promoveram bradicardia de repouso, hipertrofia cardiaca, aumento da tolerancia ao
exercicio e do consumo de oxigénio, sendo essas adaptacdes exacerbadas no grupo 2. O
aumento da atividade da proteina quinase-B (Akt) ocorreu de forma dependente ao

volume de treinamento fisico. gupo 1 ndo alterou a expressdo génica de a-MCP, -
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MCP, relagdo o/f-MCP, FNA e actina a-esquelética, no entanto, houve melhora desse
perfil genético no grupo 2. Tal estudo indica que a magnitude das adaptacles
moleculares que levarao a hipertrofia cardiaca é dependente do volume de treinamento
fisico aplicado.

O conceito de que o treinamento fisico fornece meios eficazes para melhorar a
aptidéo cardiovascular e o estado de saude de pacientes com insuficiéncia cardiaca ja é
um consenso na literatura, no entanto, a intensidade e 0 momento ideal de exercicio que
produzira o maximo de adaptacOes benéficas sdo controversos. Estudos tém apontado
gue o treinamento intervalado de alta intensidade pode ser vantajoso se comparado ao
treinamento continuo moderado em pacientes com insuficiéncia cardiaca e doencas
coronarianas (Rognmo et al., 2004; Warburton et al., 2005; Wisloff et al., 2007; Nilsson
et al., 2008; Smart et al., 2013; Moholdt et al., 2012) e os maiores beneficios no
remodelamento cardiaco ocorrem com intervencao do treinamento na fase aguda apos o
IM (Haykowsky et al., 2011; Zhang et al., 2015). Portanto, mais estudos envolvendo
diferentes variaveis de treinamento sdo necessarios para fornecer evidéncias que
efetivamente suportem a aplicacdo de estratégias terapéuticas baseadas no exercicio
fisico.

Cosmo e colaboradores (2012) observaram a sinergia na associacao de exercicio
e transplante celular. Os resultados mostraram incremento na funcdo cardiaca pelo
aumento da fracdo de ejecdo e atenuacdo do remodelamento cardiaco pela reducdo do
contetdo de colageno. Esses achados foram explicados pela a¢do paracrina das células-
tronco, sugerindo liberacdo de fatores que contribuiram para a angiogénese, além de
melhoras no mecanismo de vasodilatacdo como resultado do treinamento fisico. No
entanto, € importante notar que o tipo celular empregado, via de inoculacéo, tipo de
exercicio e inicio do treinamento poés-infarto foram diferentes dos empregados no
presente estudo.

Em trabalho prévio do nosso laboratério (dados ainda néo publicados) avaliou-se
a associacao da terapia celular com o treinamento fisico nas propriedades mecanicas de
cardiomidcitos isolados do VE de ratos infartados. Foram utilizados os mesmos
protocolos de treinamento, de inoculacdo e tipo celular. Os dados demonstram
diminuicdo no tempo para o pico de contragdo e aumento na amplitude do transiente de
C&* em resposta aos tratamentos em conjunto, quando comparados aos cardiomiécitos
dos animais infartados tratados apenas com CTM. Verificou-se também, aumento da

expressao de FLB1s que pode ter sido causado pela ativagédo de cascatas que modulam
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a fosforilagdo/desfosforilagdo dessa proteina. De forma similar aos resultados do
presente trabalho, o autor demonstrou que os tratamentos podem, isoladamente,
produzir adaptacdes celulares e funcionais no coracdo acometido pelo IM, contribuindo
para a melhora da saude cardiovascular, e que a associacdo dos tratamentos resulta em
pequenos efeitos sinérgicos entre eles (Lavorato, 2014).

Utilizando a mesma metodologia para avaliar fungdo e morfologia do ventriculo
direito (VD) e andlise das propriedades mecanicas dos cardiomidcitos isolados do VD,
outro estudo do nosso grupo de pesquisa (dados ainda ndo publicados) demonstrou um
Gnico parametro alterado pela associacdo dos tratamentos. Os resultados indicaram
reducdo da amplitude de contragao celular, um achado que pode ser explicado por uma
melhora da sensibilidade dos miofilamentos aé*,Ceontribuindo em pequeno grau
para melhora da forca contratii do VD. Da mesma forma que no presente estudo,
concluiu-se que a associacdo das terapias treinamento fisico e transplante celular ndo
exerce efeitos significativos sobre os parametros: tamanho do infarto, funcdo de VD,
contratilidade e transiente de®am midcitos do VD. No entanto, de forma isolada, as
terapias causaram adaptacdes benéficas que resultaram numa melhor fungéo ventricular
direita (Belfort, 2014).

Portanto, € plausivel considerar que outras metodologias sejam testadas com
diferentes cargas de volume e intensidade de exercicio, diferentes momentos de inicio
do protocolo de treinamento fisico, bem como diferentes concentracdes celulares
injetadas e tempo de janela terapéutica para o transplante celular. As respostas para
essas questdes podem aumentar a evidéncia cientifica dos beneficios das terapias,
isoladas ou integradas, contribuindo dessa forma para o avanco consideravel da
aplicacao clinica, possibilitando aos pacientes que sofrem com insuficiéncia cardiaca

apos infarto uma melhor qualidade de vida.
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6- CONCLUSAO

Os dados do presente trabalho permitem concluir que a associagéo treinamento
fisico aerdbio iniciado 24 horas apds o infarto do miocardio e terapia com células-
tronco mesenquimais ndo foi capaz de alterar os parametros cardiacos, celulares e
moleculares avaliados. Os tratamentos, avaliados de forma isolada, causaram
adaptacoes benéficas que resultaram em melhora da fungéo cardiaca geral. No entanto,
ao serem combinados, ndo mostraram sinergia que pudesse potencializar seus
beneficios.
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