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RESUMO

RAMOS, Regiane Maria Soares, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio
de 2013. Efeitos do treinamento aerdbico de baixa intensidade iniciado 24
h ap6s infarto do miocéardio sobre a estrutura e fungdo cardiaca de ratos.
Orientador: Antbnio José Natali. Co-orientadores: Daise Nunes Queiroz da
Cunha e Thales Nicolau Primola Gomes.

O presente estudo teve como objetivo verificar os efeitos do treinamento
aerdbico de baixa intensidade iniciado 24 horas ap0s a cirurgia isquémica
sobre a estrutura e funcdo do miocardio e cardiomiocitos de ratos submetidos
ao infarto do miocéardio (IM) experimental. Ratos Wistar com 30 dias de idade
foram divididos em 4 grupos: Sham Sedentdrio (SHSD, n=15), Sham
Exercitado (SHEX, n=15), Infartado Sedentario (IMSD, n=15) e Infartado
Exercitado (IMSD, n=15). Vinte e quatro horas apos inducao do IM e da cirurgia
simulada (Sham), os animais dos grupos IMEX e SHEX foram colocados na
esteira rolante com 5° de inclinacdo, por um periodo de 20 minutos por dia,
onde correram a velocidade de 12m/min durante 5 dias consecutivos. No 6° e
no 35° dias, estes animais foram submetidos a avaliacdo da tolerancia ao
esforco fisico. A tolerancia ao esforco fisico foi estimada pela capacidade
méaxima de esfor¢o fisico em teste progressivo de corrida em esteira e
quantificada pelo tempo total até a fadiga (TTF, min) neste teste. A velocidade
maxima de corrida (VMC) obtida no teste do 6° dia foi utilizada para calcular a
intensidade de corrida adotada no programa de treinamento (%VMC, m/min).
Este programa consistiu de corrida em esteira (5 dias/semana, 60min/dia,
inclinacdo de 5°) a 65-75% da VMC. Trinta e cinco dias apés a indugéo do M,
os cardiomiocitos da regido remanescente ao IM do ventriculo esquerdo (VE)
de metade dos animais de cada grupo foram isolados por dispersao
enzimatica, apds eutandsia. Os cardiomiécitos foram estimulados a 1Hz, em
temperatura controlada (~37°C), para mensuracdo da funcdo contratil. O
restante dos animais foi usado para obtencdo dos registros hemodinamicos.
Apds este procedimento, estes animais sofreram eutanasia e os coragfes
foram removidos, fixados e corados com Hematoxilina-eosina e Picrosirius red
para analise histoldgica. Os resultados mostraram que o programa de exercicio
fisico aplicado ndo comprometeu a sobrevivéncia dos animais infartados. Os

animais exercitados apresentaram maior capacidade de corrida em relagéo aos
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sedentarios (p<0,05). O peso do coracdo, peso relativo do coracdo, peso
relativo do VE, volume cardiaco, area celular do cardiomidcito e o teor de 4gua
no pulméo foram maiores nos animais infartos em comparagcdo com o Sham
(P<0,05), mas sem diferenca entre os grupos IMSD e IMEX. Além disso, o
programa de corrida ndo atenuou o tamanho do infarto e a deposicdo de
coldgeno no miocardio remanescente ao IM. O eletrocardiograma (ECG)
demonstrou que os animais IM apresentaram elevacdo dos segmentos ST,
prolongamento dos intervalos QT, QTc e da onda T, aumento na amplitude das
ondas Q e T, e reducéo da amplitude da onda S, em relacdo aos animais Sham
(p<0,05), imediatamente apds a ligadura da ACADE. Entretanto, ao final do
programa de corrida, ndo foram encontradas diferengas nestes parametros
avaliados. Os ratos IM apresentaram aumento na frequéncia cardiaca (FC) de
repouso, reducdes na pressao sistélica do VE (PSVE) e da taxa maxima de
elevacao de pressao (dP/dtnsx), além da elevacdo da presséo diastolica final do
VE (PDFVE) e da taxa maxima de declinio de pressdo (dP/dtmin) (p<0,05).
Contudo, o programa de treinamento fisico aplicado reduziu a dP/dt,i, e a FC
de repouso além de aumentar a PSVE dos animais IM (p<0,05). A amplitude de
contracdo e o tempo de relaxamento ndo foram alterados pelo IM. No entanto,
0S animais IM apresentaram aumento no tempo para o pico de contracdo
celular, em comparacédo aos animais Sham (p<0,05), mas sem diferenca entre
os grupos IMSD e IMEX. Concluiu-se que o treinamento aerdbico de baixa
intensidade iniciado 24 horas apés o IM experimental e realizado durante 5
semanas ndo agravou o remodelamento cardiaco e atenuou os efeitos

deletérios do IM sobre os parametros hemodinamicos.
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ABSTRACT

RAMOS, Regiane Maria Soares, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May
2013. Effects of low-intensity aerobic exercise training initiated 24 h after
myocardial infarction on heart structure and function of rats. Advisor: José
Antonio Natali. Co-advisors: Daise Nunes Queiroz da Cunha and Thales
Nicolau Primola Gomes.

This study aimed at investigating the effects of low-intensity aerobic training
initiated 24 hours after myocardial infarction (Ml) on the structure and function
of the myocardium and cardiomyocytes. Four-weeks old Wistar rats were
divided into 4 groups: Sham Sedentary (SHSD, n=15), Sham exercised (SHEX,
n=15), infarcted Sedentary (IMSD, n=15) and infarcted exercised (IMSD, n=15).
Twenty-four hours after Ml and sham operation animals from the training groups
were placed on a treadmill with a 5° angle of inclination, during 20 minutes per
day, at a speed of 12m/min for 5 consecutive days. On the 6th and 35th days
animals were evaluated for tolerance to physical exertion. Exercise tolerance
was estimated by the maximum physical exertion in a progressive treadmill
running test and quantified by the total time until fatigue (TTF, min) achieved in
the mentioned test. The maximum running speed (MRS) achieved in the 6" day
test was used to calculate the intensity adopted in the training program (VMC%,
m/min). This program consisted of treadmill running (5 days/week, 60min/day,
and inclination of 5°) at a speed of 65-75% of MRS. Thirty-five days after the
induction of MI, half of animals of each group were used for cardiomyocytes
isolation. After euthanasia, cardiomyocytes were isolated from the non-infarcted
area of the left ventricle (LV) by enzymatic dispersion. The cardiomyocytes
were stimulated at 1Hz, under controlled temperature (~37°C) for
measurements of contractile function. The remaining animals in each group
were used to obtain in the hemodynamic recordings. After that, these animals
were euthanized and the hearts were removed, fixed and stained with
hematoxylin-eosin and picrosirius red for histological analysis. The exercise
program did not affect the survival of infarcted animals. Animals in the training
program had greater running capacity compared to sedentary (p<0.05). Heart
weight, indexed heart weight, LV indexed weight, heart volume, cardiomyocyte
area and water content in the lungs were greater in the Ml groups (P <0.05)
than in Sham groups. In addition, the running program did not attenuate the
infarct size and collagen deposition in the remaining myocardium. Animals with
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MI had ST segment elevation, QT prolongation, increase of QTc and T wave
amplitude, and reduced Q, S and T waves amplitude compared to Sham
(p<0.05). However, at 35 days later no differences in these ECG parameters
were observed. MI rats showed an increase in heart rate (HR) at rest,
decreased LV systolic pressure (LVSP) and the maximum rate of pressure rise
(dP/dtmax) and increased LV end-diastolic pressure (PDFLV) and minimum rate
of pressure rise (dP/dtmin) (p <0.05). However, the training program was able to
decreased resting HR, increase LVSP and decreased dP/dtmi, in the MI group
(p<0.05). The amplitude of contraction and relaxation time were not affected by
MI. However, Ml animals showed increased time to peak of cell contraction
compared to sham animals (p<0.05), but no difference between groups IMSD
and IMEX was observed. It is concluded that low-intensity aerobic training
initiated 24 hours after Ml for a period of 5 weeks did not impair cardiac
remodeling and attenuated the deleterious effects of MI on hemodynamic

parameters.
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1. Introducéao

As doencas cardiovasculares sédo a principal causa de morte no mundo.
Em 2008, estimou-se que 17,3 milhdes de pessoas morreram de doengas
cardiacas, representando 30% de todas as mortes globais. Mais de 80% das
mortes cardiovasculares ocorrem em paises de baixa e média renda e quase
igualmente em homens e mulheres. Em 2030, estima-se que 25 milhdes de
pessoas morrerdo de doencas cardiovasculares, principalmente de doencas
iIsquémicas e cerebrovasculares (OMS, 2011).

Em 2010, as doencas isquémicas do coracdo foram responsaveis por
mais de 99 mil Obitos no Brasil (DATASUS, 2011). Entre as doencas
isquémicas do coracéo, destaca-se o infarto agudo do miocérdio (IM).

Apesar dos inUmeros avancos terapéuticos, o IM é responsavel por
aproximadamente 60 mil Obitos por ano no Brasil, sendo considerada a
principal causa de morte no pais (Piegas et al., 2009). De acordo com a IV
Diretriz da Sociedade Brasileira de Cardiologia sobre tratamento do IM (2009),
comorbidades como fumo, obesidade, diabetes mellitus, hipertensdo, niveis
elevados de colesterol, histéria familiar de doencas cardiovasculares e
sedentarismo aumentam o risco de ocorréncia desta patologia.

O IM é definido basicamente como morte de cardiomiécitos causada por
isquemia prolongada (Davies, 2000). De forma geral, a isquemia pode surgir a
partir de uma interrupcdo no fluxo sanguineo coronariano e frequentemente
ocorre em individuos que ja possuem doenca cardiaca coronaria
aterosclerdtica subjacente. A placa aterosclerotica pode causar coagulo
sanguineo local (trombo) e ocluir a artéria. A presenca da aterosclerose e o
processo tromboético subsequente sdo os determinantes mais comuns do IM
(Factor e Kirk, 1990; Thygesen et al., 2012).

O modelo do infarto do miocérdio no rato é uma das estratégias mais
utilizadas para o melhor entendimento da complexidade de alteracbes
fisiopatoldgicas decorrentes da oclusdo coronariana. Entre outros fatores, esse
modelo é usado em decorréncia da similaridade com as alteracdes
fisiopatolégicas que ocorrem apds o infarto em humanos (Fishbein et al.,
1978b; Klocke et al., 2007; Zornoff et al., 2009).



O remodelamento cardiaco inicia-se logo apos a oclusédo da artéria
coronéaria. A isquemia resulta em perda de cardiomiécitos por apoptose e
necrose e desencadeia rapidamente um processo reparativo. Em 24 horas, a
necrose muscular torna-se evidente, acompanhada inicialmente por infiltracdo
de neutrdfilos e, posteriormente, por linfécitos e mondcitos. A partir deste
periodo, o processo de necrose predomina e se estende até aproximadamente
7 dias. O final do periodo inflamatdrio se caracteriza pela rapida elevagcédo do
namero de fibroblastos no tecido, bem como por um aumento acentuado na
producao de fibras colagenas (Fishbein et al., 1978b).

A fibrose caracteriza o inicio do processo de cicatrizacao e estabilizacdo
do infarto. Ap6s 3 a 4 dias da oclusdo coronariana, inicia-se o acumulo de
células semelhantes aos fibroblastos, mas com actina em sua composi¢ao, 0s
miofibroblastos. Os miofibroblastos séo fibroblastos modificados pelo fator beta
de transformacdo do crescimento (TGF-B) secretado pelos mondcitos e
responsaveis pela sintese de colageno | e lll na regido infartada o que aumenta
progressivamente a rigidez da parede. (Fishbein et al., 1978; Whittaker et al.,
1991; Jugdutt et al., 2003). No rato, o processo de cicatrizacdo se completa 3 a
4 semanas apos a ocluséo coronariana (Fishbein et al., 1978b; Whittaker et al.,
1991; Jugdutt et al., 2003; Holmes et al., 2005).

Na fase aguda do IM, o colageno intersticial é intensamente degradado,
0 que contribui para o deslizamento dos midcitos, afinamento da parede
atingida e dilatacdo da cavidade. Devido a expansdo do IM, o ventriculo
assume configuracdo esférica. Na fase tardia, a dilatacdo cavitaria é
consequéncia do processo de hipertrofia excéntrica que envolve ambos os
ventriculos e parece se manifestar como adaptacdo as novas situacfes de
carga (Sutton et al., 2000; Zornoff et al., 1997; Zornoff et al., 2009).

Na medida em que o IM progride, o processo de remodelagéo cardiaca
conduz a importantes alteraces como, perda de tecido contratil, expansao do
infarto, maior deposicdo de coldgeno, aumento da massa cardiaca, hipertrofia e
dilatacdo ventricular, que contribuem para uma menor forca de contracdo e
distarbios hemodinamicos (Pfeffer et al., 1985, Pfeffer et al., 1990; Cohn et al.,
2000; Zornoff et al., 1997; Xu et al., 2008).

In vivo, foi reportado que o IM experimental em modelo animal ocasiona

reducdo em diversas variaveis funcionais como: débito cardiaco (DC), fracédo
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de ejecao (FE), presséo sistélica do ventriculo esquerdo (PSVE), taxa maxima
de elevacdo de pressdo (dP/dtn.) € taxa méxima de queda de pressao
(dP/dtnn). Paralelamente ocorre elevacdo da pressao diastélica final do
ventriculo esquerdo (PDFVE) (Pfeffer et al.,, 1991; Fletcher et al., 1981; de
Waard et al., 2007; Xu et al., 2008). E importante ressaltar que o processo de
remodelacdo € extremamente complexo, implicando em alteracdes genéticas,
celulares e moleculares (Pfeffer et al.,1985; Pfeffer et al.,1990; Zornoff et al.,
1997; Cohn et al., 2000).

Em nivel celular, a perda da funcdo cardiaca apés o IM pode estar
associada com o comprometimento da capacidade contratil intrinseca do
miocéardio (Holt et al., 1998; Zhang et al., 1999; Loennechen et al., 2002; Wisloff
et al., 2002; de Waard et al., 2007, Bito et al., 2010).

Estudos com cardiomidcitos isolados de animais com IM demostraram
que a amplitude de contragcdo pode estar reduzida (Holt et al.,1998;
Loennechen et al., 2002; de Waard et al.,, 2007; Bito et al., 2010). Essas
alteracdes podem ocorrer em resposta a modifica¢cdes no transiente intracelular
global de célcio (transiente de [Ca*?]) e na sensibilidade dos miofilamentos ao
Ca'? (Holt et al.,1998; Wisloff et al., 2002; Loennechen et al., 2002; de Waard et
al., 2007; Ait Mou et al., 2008; Bito et al., 2010).

Além disso, o tempo de contracdo celular pode apresentar-se
aumentado (Wisloff et al., 2002, Bito et al., 2010). Essa alteracdo pode estar
relacionada com a reducdo na expressao de proteinas regulatérias do influxo
de Ca* para o citosol, tais como os receptores de rianodina tipo 2 (RyRy)
presentes na membrana do reticulo sarcoplasmatico (RS) (Guo et al., 2003;
Sallinen et al., 2007) e o trocador de sédio/célcio (NCX) do sarcolema (Gupta et
al.; 2000; Wisloff et al., 2002; Sallinen et al., 2007). Da mesma forma, o tempo
de relaxamento celular pode estar aumentado apés o IM (Holt et al., 1998;
Loennechen et al., 2002; Wisloff et al., 2002). Esse resultado pode estar
relacionado com alteracdes na expressdo de proteinas responsaveis pela
remocéo do Ca*? do citosol, tais como reducéo na expressdo da Ca*? ATPase
do RS (SERCAZ2) (Gupta et al., 2000; Wisloff et al., 2002; Guo et al., 2003;
Ahlers et al., 2005; Sallinen et al., 2007; Mackiewicz et al., 2008) e do NCX
(Gupta et al.; 2000; Wisloff et al., 2002; Sallinen et al., 2007).



Contudo, estudos prévios demonstraram que ha possibilidade de ocorrer
comprometimento da funcéo sistélica da camara ventricular mesmo quando o
estado inotrépico de fibras miocéardicas encontra-se normal (Stuveret al., 1994;
Chandrashekhar et al., 1999; Anand, 2002; Peron et al., 2006).

O exercicio fisico, por sua vez, tém se destacado como terapia nao
farmacoldgica para a prevencdo de doenca coronariana e para a reabilitacdo
dos pacientes ja& acometidos. Na pratica clinica, a reabilitacdo de pacientes na
fase aguda do IM com exercicios regulares visa reduzir os efeitos prejudiciais
do repouso prolongado e diminuir a permanéncia hospitalar (Piegas et al.,
2009; Santos-Hiss et al., 2011). Em longo prazo, os beneficios incluem
diminuicdo das re-internaces, melhorias no desempenho cardiaco, tolerancia
aos esforcos, na saude e na qualidade de vida e reduz a morbidade e
mortalidade dos pacientes em todas as fases da doenca (Paffenbarger et al.,
1993; Blair et al., 1995, Belardinelli et al., 1999, Jolliffe et al., 2001; Silva et al.,
2002).

Assim como em humanos, os principais beneficios do exercicio fisico
aerobico regular ap6s o IM (>4 semanas) em modelo experimental incluem:
melhoria na funcdo ventricular esquerda (Ait Mou et al., 2008), reducéo da
congestao pulmonar (Portes e Tucci, 2006; Portes et al., 2009) e aumento na
tolerancia aos esforcos fisicos (Rondon et al., 2006; Zanchi et al., 2008). Além
disso, o treinamento fisico aerébico apds o IM (>4 semanas) promove diversas
adaptacdes celulares e moleculares favoraveis no musculo cardiaco, tais como,
melhoria na contratilidade dos cardiomiécitos (Zhang et al., 2000a; Wisloff et
al., 2002; Song et al., 2004; Ait Mou et al., 2008) aumento na expressao da
SERCA2 (Wisloff et al., 2002; Jorge et al., 2011) e do NCX (Zhang et al.,
2000a; Wisloff et al., 2002; Song et al., 2004), normalizacdo do transiente de
Ca™ (zhang et al., 1998; Zhang et al., 2000b; Ait Mou et al., 2008) e
restauracdo da sensibilidade dos miofilamentos ao Ca*? (Wisloff et al., 2002; Ait
Mou et al., 2008).

Entretanto, os efeitos do treinamento fisico aerébico de baixa a
moderada intensidade iniciado 24 horas ap0s o IM sobre a estrutura e funcao
do miocardio e cardiomidcitos de ratos ndo sdo completamente conhecidos.

Estudos com modelo de IM experimental em ratos demonstraram que o

treinamento fisico aerdbico de baixa intensidade iniciado nos primeiros estagios
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da cicatrizacdo pos IM (entre 24 horas e 7 dias apos o IM) executado 60
min/dia por um periodo de 8 ou mais semanas é capaz de aumentar a
capacidade aerdbica, reduzir a mortalidade (Jorge et al., 2011) e o tamanho do
infarto (Xu et al., 2008; Jorge et al., 2011), além de atenuar a deposicédo de
colageno no miocardio sobrevivente (Waard et al. 2007; Xu et al., 2008; Jorge
et al., 2011) e recuperar a fungdo cardiaca, por meio do aumento da fracédo de
ejecao (FE), porcentagem de encurtamento, PSVE e atenuacdo da PDFVE (Xu
et al., 2008; 2008a; Jorge et al., 2011).

Embora a atenuacdo dos efeitos deletérios do processo de
remodelamento em resposta ao exercicio fisico seja muito importante para a
melhora da funcao contrétil, muitos autores sugerem que parte dessa melhora
deve-se ao aumento da capacidade contrétil intrinseca dos cardiomiécitos (Ait
Mou et al., 2008; Wisloff et al., 2002; Song et al., 2004; de Waard et al., 2007,
Bito et al., 2010). H4 evidéncias de que o treinamento fisico aerdbio de baixa a
moderada intensidade em esteira rolante, realizado em ratos IM apés o periodo
de cicatrizacdo (>4 semanas), € efetivo em corrigir alteracdes patoldgicas e
induzir melhorias na funcdo cardiaca e na contratilidade de cardiomidcitos
(Leosco et al., 2008; Ait Mou et al., 2008).

Contudo, existem poucos estudos dedicados a andlise dos efeitos do
treinamento fisico iniciado nos primeiros estagios da cicatrizacdo pés IM sobre
a capacidade contrétil intrinseca dos cardiomiécitos de animais infartados (de
Waard et al., 2007; Bito et al.,, 2010). Recentemente, Bito et al. (2010)
mostraram que camundongos submetidos a treinamento fisico com corrida
voluntéria iniciado 24 horas ap6s a inducdo do IM, por 8 semanas, nao
obtiveram alterac6es na amplitude de contracdo de cardiomidcitos e no tempo
para o pico de contracdo e relaxamento celular. Todavia, os efeitos do
treinamento fisico aerdbico em esteira rolante iniciado 24 horas ap6s IM sobre
as propriedades mecanicas do cardiomiocitos de ratos ndo séo conhecidos.

Considerando que o treinamento fisico com exercicio aerdbico de baixa
intensidade promove melhorias na fungdo cardiaca (Xu et al., 2008; 2008a;
Jorge et al., 2011) e na contratiidade de cardiomiocitos em modelo
experimental de IM em ratos (Leosco et al., 2008; Ait Mou et al., 2008), e que a
cicatrizagdo apos o IM neste modelo experimental estd completa em 4
semanas (Fishbein, 1978b; Whittaker et al., 1991; Jugdutt et al., 2003; Holmes
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et al., 2005), hipotetiza-se que o exercicio fisico aerdbico de baixa intensidade
em esteira rolante realizado durante o periodo de cicatrizagdo apds o IM, ou
seja, iniciado nos primeiros estagios da remodelacdo pés IM (24 horas apos
IM) e até que a cicatrizacdo esteja completa (5 semanas), possa atenuar as
possiveis alteracfes na estrutura e funcdo do miocardio e dos cardiomidcitos
de ratos com IM.

Desse modo, o presente estudo foi desenvolvido para verificar os efeitos
do treinamento com exercicio aerdbico de baixa intensidade iniciado 24 horas
apO0s a cirurgia isquémica sobre a estrutura e funcdo do miocéardio e

cardiomiocitos de ratos submetidos ao IM experimental.



2. Objetivo Geral

Investigar os efeitos do treinamento aerdbico de baixa intensidade
iniciado 24 horas ap0s a cirurgia isquémica sobre a estrutura e funcdo do

miocardio e cardiomidcitos de ratos submetidos ao IM experimental.
2.1. Objetivos especificos

Verificar se treinamento aerébico de baixa intensidade iniciado 24 horas

apos o IM experimental especificamente:

a) Compromete a sobrevivéncia;

b) Atenua a intoleréncia ao exercicio;

c) Atenua a congestao pulmonar;

d) Atenua o tamanho do infarto;

e) Reduz a deposicao de colageno no miocardio remanescente;

f) Atenua a hipertrofia cardiaca;

g) Atenua alteracées hemodinamicas provocadas pelo IM;

h) Previne possiveis alteracbes nas propriedades mecanicas dos

cardiomiocitos isolados;



3. Revisao de Literatura

O IM ocorre quando uma artéria coronéria € obstruida, causando a
morte das células isquémicas e a perda da funcao contratil. Este evento conduz
a um processo adaptativo de remodelacao cardiaca que resulta em declinio da
capacidade funcional do coragdo e consequente aparecimento de sinais e
sintomas de insuficiéncia cardiaca e/ou morte subita (Pfeffer et al., 1990; Cohn
2000; Zornoff et al., 2009).

Nesta revisdo serdo abordados os seguintes temas:

¢ O modelo de infarto experimental induzido por oclusdo coronariana;

¢ Aremodelagdo cardiaca apés o infarto;

e Efeitos do IM sobre a contratilidade do miocéardio e cardiomiocitos; e

e Beneficios do exercicio fisico regular realizado apés o IM ao miocérdio e

cardiomiocitos.

3.1. O modelo de infarto experimental induzido por oclusdo coronariana

O modelo do infarto do miocérdio no rato é uma das estratégias mais
utiizadas para o melhor entendimento da complexidade de alteracGes
fisiopatoldgicas decorrentes da oclusdo coronariana. Entre outros fatores, esse
modelo é usado em decorréncia da similaridade com as alteracdes
fisiopatolégicas que ocorrem apds o infarto em humanos (Fishbein et al.,
1978b; Klocke et al., 2007).

O modelo de infarto agudo do miocardio experimental pela oclusdo da
coronéria esquerda no rato foi descrito inicialmente por Heimburger, em 1946
(Heimburger, 1946). Com o passar dos anos, a técnica foi modificada
progressivamente por Johns e Olson (1954). Na década de 60, Selye et al.
(1960), propuseram uma técnica de oclusédo coronariana em ratos, confiavel e
rapida e relataram os primeiros achados decorrentes do IM.

A ligadura da artéria coronéria descendente anterior esquerda tem sido o
meétodo mais utilizado na indugéo do IM (Selye et al., 1960). Esse procedimento
induz uma regiao cicatricial bem determinada histologicamente, o que torna
possivel sua quantificagdo e comparagdo com o desempenho ventricular (area
cicatricial/area do VE). Além disso, os valores referentes ao tamanho do infarto

através do método ecocardiografico sdo similares aos histologicos (Nozawa et
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al., 2006). As linhagens mais frequentemente utilizadas sdo Sprague-Dawley e
Wistar (Litwin, 1995; Klocke et al., 2007).

Um dos aspectos mais relevantes desse modelo relaciona-se com o
tamanho do infarto. A oclusdo da artéria coronaria no rato resulta em IM com
tamanho (extensdo da lesdo em relacdo a area do ventriculo esquerdo)
variado. Além de ser determinante para a grande variabilidade na mortalidade
apos a cirurgia, o tamanho do infarto é considerado determinante critico da
repercussao funcional no coracdo. Assim, o IM tem sido caracterizado de
acordo com seu tamanho: pequenos (inferiores a 20% do VE), moderados (20-
39%) e grandes (acima de 40%) (Pfeffer et al.,1979, Pfeffer et al., 1991). Desse
modo, propde-se que ratos com infartos menores que 30% nao implicam em
anormalidades hemodinamicas. Animais com infartos moderados podem
apresentar valores hemodinamicos basais normais, mas reduzida capacidade
de gerar pressédo. Por fim, ratos com infartos grandes apresentam insuficiéncia
cardiaca (IC), com elevadas pressfes de enchimento e reducdo do DC (Pfeffer
et al.,1979). Portanto, esse modelo propicia o estudo de diferentes graus de
disfuncéo ventricular.

Vale destacar, existem diversas variaveis clinicas ndo invasivas e
anatomofisiol6gicas que podem ser utilizadas para o diagnéstico de IC nesse
modelo, dentre as quais destacam-se: congestdo pulmonar e hepatica,
presenca de hipertrofia do ventriculo direito (Zornoff et al., 2009; Tucci et al.,
2011), perda de peso corporal (Faria et al., 2011) e intolerancia ao exercicio
(Bayat et al., 2002; Trueblood et al., 2005).

O modelo de IM experimental no rato € largamente utilizado
principalmente por ser de baixo custo, proporcionar um numero significativo de
amostras e a cirurgia é extremamente rapida, com duracgéo variando de 2 a 5
minutos. Outro aspecto € que devido as caracteristicas do metabolismo, as
etapas envolvidas na evolucdo do infarto como, por exemplo, necrose,
cicatrizacdo e alteracbes anatomofisioldégicas ocorrem rapidamente, o que
diminui o tempo de observacdo dos estudos (Fishbein et al., 1978; Klocke et
al., 2007).

Por fim, as alteracdes fisiopatologicas decorrentes do IM séao
semelhantes as alteracfes que ocorrem nos humanos (Fishbein et al., 1978;

Klocke et al., 2007). Por essa razdo, o modelo experimental de IM tem sido
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ferramenta essencial para compreender o processo fisiopatologico que se
estabelece apds oclusdo coronariana e para analisar a remodelacao que ocorre

no musculo cardiaco.
3.2. Aremodelacao cardiaca apés o infarto

Os midcitos representam cerca de 30% do numero total de células
miocéardicas. Além do papel fundamental dos cardiomidcitos na geometria e
funcdo do coragdo, a matriz extracelular (MEC) representa a estrutura
organizadora e de sustentacdo da estrutura miocardica que controla a
contracdo. Esta estrutura é formada por macromoléculas, em sua grande parte,
os fibroblastos, as quais incluem proteinas fibrosas, de dois tipos funcionais,
colageno e elastina, e moléculas multiadesivas tais como proteoglicana e
fibronectina (Cleutjens, 1995). Entre cardiomiécitos, nervos e vasos
sanguineos, o intersticio que sustenta todas essas estruturas, € composto
principalmente pelo tecido conectivo. Nesse tecido existe a predominancia de
colageno e de fibronectina, além de laminina e elastina em pequenas
proporcdes. As fibras de colageno encontradas sdo predominantemente dos
tipos | e Ill. Um apropriado balanco de sintese e degradacdo de colageno é
requerido para manutencdo da estrutura do miocardio (Weber et al., 1999). A
sintese e a degradacdo de colageno sao reguladas por varios fatores, tais
como, as metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs) e inibidores
teciduais de metaloproteinases da matriz (TIMP) (Jugdutt, 2003; Holmes et al.,
2005; Xu et al., 2008).

A remodelacdo poés-infarto € um fendmeno que se inicia logo apo6s a
oclusdo coronariana e desencadeia rapidamente um processo reparativo.
Midcitos cardiacos, fibroblastos e MEC desempenham papéis criticos durante o
processo de remodelacédo. A sequéncia de eventos de reparo pode ser dividida
em trés fases: inflamatéria, proliferativa e de maturacédo (Jugdutt et al., 2009).
De uma forma geral, o processo cicatricial envolve uma complexa sequéncia de
eventos celulares e bioquimicos com o objetivo de restaurar a integridade
tecidual e fungéo cardiaca apoés o IM.

Apoés a oclusdo de uma artéria coronaria ou de um dos seus maiores
ramos, o desbalanco entre a oferta e a demanda por oxigénio e nutrientes no
miocardio, bem como o acumulo de metabdlitos toxicos, provoca a morte dos
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cardiomidcitos. Em poucos minutos ap0s a ocluséo, inicia-se o processo de
morte celular que aumenta progressivamente até 6 horas apdés o infarto
(Holmes et al., 2005).

As MMPs sédo proteinases que atuam na degradacdo da MEC. Essas
enzimas sao reguladas pelas TIMPs, os quais inibem sua atividade, permitindo
0 acumulo de colageno no miocéardio. Estudos anteriores mostraram que a
ativacdo da MMP pode ser identificada 1 hora apds a oclusdo coronariana e
cerca de 50% do colageno encontra-se degradado 3 dias apds o IM (Holmes et
al., 2005). Essa atividade proteolitica cessa uma semana apos o infarto (Sun et
al., 2002).

Simultaneamente a atividade proteolitica, outras alteracbes importantes
sdo identificadas. Em 24 horas a necrose muscular torna-se evidente,
acompanhada inicialmente por infiltracdo de células inflamatérias como
neutréfilos e, posteriormente, por linfocitos e mondcitos. O inicio dessa fase
inflamatoria é caracterizado pelo enrijecimento da regido isquémica, provocado
pelo edema na parede do miocardio, enquanto seu final se caracteriza pela
rapida elevacdo do numero de fibroblastos no tecido, bem como por um
aumento acentuado na producéo de fibras de colageno (Fishbein et al., 1978b).

A fibrose caracteriza o inicio do processo de cicatrizacdo e estabilizacdo
do infarto. Apés 3 a 4 dias da oclusdo coronariana, inicia-se o acumulo de
células semelhantes aos fibroblastos, mas com actina em sua composi¢ao, 0s
miofibroblastos. Os miofibroblastos s&o fibroblastos modificados pelo TGF-f
secretado pelos mondcitos, e sdo responsaveis pela sintese de colageno | e Ill
na regido infartada o que aumenta progressivamente a rigidez da parede. Os
colagenos | e lll sdo os tipos predominantes, sendo que o colageno Il forma
uma rede para a deposicdo subsequente das fibras longas e altamente
organizadas de colageno | (Fishbein et al., 1978; Whittaker et al., 1991; Jugdutt
et al., 2003). O processo de cicatrizacao estaria completo 3 a 4 semanas apés
a oclusao coronariana (Fishbein et al., 1978b; Whittaker et al., 1991; Holmes et
al., 2005; Zornoff et al., 2009).

Tém-se descrito dois mecanismos de aumento da sintese de colageno,
que correspondem a fibrose reparativa e a reativa. A reparativa seria o
mecanismo classico que se segue a necrose celular e & consequente reacdo

inflamatoria e a fibrose reativa ocorre nas areas que nao foram afetadas de
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diretamente pela isquemia tecidual caracterizado pelo acumulo de colageno
nessa regido (Jugdutt et al., 2003). Existe ampla documentacéo de que, apos o
IM, deposicdo de colageno (fibrose) pode ser observada em areas néo
infartadas trés dias apds o IM. Nessa condicdo, a fibrose esta associada a
deterioracéo da funcéo ventricular (Weber et al., 1999; Xu et al., 2008; 2008a).

Na fase aguda do IM, o colageno intersticial € intensamente degradado,
0 que contribui para o afinamento da area atingida e dilatagcdo da cavidade.
Essa dilatacdo ventricular aguda, caracterizada por afinamento e distensao da
parede infartada, € denominada expansao do infarto (Hammerman et al., 1983;
Whittaker et al., 1991). Apds 72 horas apés o evento agudo, a remodelacao
envolve o coracdo como um todo. A inflamacéo, reabsorcéo de tecido necroético
e formacao da cicatriz seguem estimulando a expansao da zona infartada. Em
seguida, ocorre hipertrofia dos cardiomidcitos por sobrecarga volumétrica da
area nao infartada perda de miécitos, fibrose reativa, com distorcdo da
geometria ventricular (forma eliptica). Na fase tardia (ap6s semanas ou meses),
€ evidente a hipertrofia da musculatura remanescente, dilatacdo ventricular e a
modificacdo na geometria assumindo uma forma esférica (Sutton et al., 2000
Zornoff et al., 1997; 2009).

Inicialmente, a hipertrofia se desenvolve de forma a retornar o estresse
parietal ao normal. Entretanto, a sobrecarga de volume crénica aumenta a
tensdo diastélica (pré — carga) e determina que sarcomeros adicionais sejam
dispostos em série, levando a miécitos mais longos e a dilatacdo ventricular,
caracterizando a hipertrofia do tipo excéntrica. A dilatacdo cardiaca ajuda a
manter o volume ejetado (mecanismo de Frank-Starling), embora aumente a
tensao sistélica (pds — carga) (Sutton et al., 2000; Zornoff et al., 1997; 2009).

O resultado final dessa sequéncia de eventos € uma degradacéo gradual
do desempenho cardiaco influenciado pelo aumento progressivo da ativacéo
neuro-humoral (Pfeffer et al., 1990; Cohn et al., 2000; Sutton et al., 2000;
Zornoff et al., 1997; 2009).

A ativacdo neuro-humoral representa basicamente o aumento da
atividade do sistema nervoso simpatico (SNS) e sistema renina angiotensina
aldosterona (SRAA). De modo geral, no inicio da lesdo miocardica, a ativagao
aguda do sistema nervoso simpatico ocorre como resposta adaptativa e tem

como finalidade a restauragdo ou manutengdo dos niveis pressoéricos e do
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débito cardiaco. Cronicamente, entretanto, a reducédo da funcéo sistélica pode
gerar aumento na atividade simpética (Middlekauff et al., 1998).

A atividade da enzima conversora de angiotensina (ECA) aumenta em
todas as regifes do coracao infartado, particularmente no tecido da cicatricial,
levando a concentracdes locais elevadas de Angiotensina Il (Ang Il) (Busatto et
al., 1997; de Resende et al., 2006). A Ang Il, agindo através de receptores de
Angiotensina Il do tipo 1 (AT1), provoca a producdo de aldosterona. A
producdo local de Ang Il e a aldosterona sdo os principais mediadores de
hipertrofia de midcitos e fibrose cardiaca. Estudos prévios mostraram que a
inibicdo da ECA em ratos infartados reduz a mortalidade, atenua a fibrose
reativa, a hipertrofia de midcitos e a progresséo para a insuficiéncia cardiaca
(Pfeffer et al., 1985; Busatto et al., 1997; de Resende et al., 2006; Mill et al.,
1994).

Essas mudancas no tamanho, massa e geometria ventricular
caracterizam, clinicamente, o processo de remodelacdo cardiaca apdés o
infarto. E importante ressaltar que o processo de remodelacéo é extremamente
complexo, implicando em alteracfes genéticas, celulares e moleculares (Pfeffer
et al.,1985; 1990; Zornoff et al., 1997; Cohn et al., 2000).

Pelo exposto, a remodelagdo ventricular envolve uma série de
alteracdes. Inicialmente, esse processo pode ser adaptativo, mas, em longo
prazo, uma das consequéncias da remodelacdo é o aparecimento progressivo
da disfuncéo ventricular. Como consequéncias hemodinamicas decorrentes da
remodelacdo cardiaca, ocorre reducdo em diversas variaveis funcionais como:
FE, DC, PSVE, dP/dt,s € dP/dt,i,. Paralelamente, ocorre aumento da PDFVE
(Pfeffer et al., 1979; Litwin et al., 1994, Epifanio et al., 2005; Peron et al., 2006).
Portanto, o IM causa disfuncédo tanto sistélica como diastodlica.

3.3. Efeitos do IM sobre a contratilidade do miocardio e cardiomioécitos

A perda de tecido miocardico ap6s o IM causa uma sobrecarga intensa e
conduz a um processo adaptativo de remodelacdo cardiaca colaborando para
uma menor for¢a de contracao e distdrbios hemodindmicos (Pfeffer et al., 1985,
Pfeffer et al., 1990; Cohn et al., 2000; Zornoff et al., 1997; Xu et al., 2008).

Estudos in vivo em modelo animal demonstraram que apés o IM é
comum ocorrer reducado da FE, no DC e na PSVE, além de aumento da PDFVE
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(Loennechen et al., 2002; Wisloff et al., 2002; de Waard et al., 2007; Xu et
al.,2008).

Além disso, autores reportaram que o0 decréscimo no desempenho
cardiaco apos o IM pode estar relacionado a alteracdes na capacidade contratil
intrinseca do miocardio (Holt et al., 1998; Zhang et al., 2000a; Loennechen et
al., 2002; Wisloff et al., 2002; de Waard et al., 2007, Bito et al., 2010). Estudos
demonstraram que, quando presente, a perda da funcao contratil dos midcitos
cardiacos esté relacionada a alteracdes em moléculas envolvidas no processo
de acoplamento excitacdo-contracdo (Loennechen et al., 2002; Wisloff et al.,
2002; de Waard et al., 2007).

O mecanismo pelo qual um estimulo externo (potencial de acao
cardiaco) é convertido em ativacdo do aparato contratil no interior da célula
muscular cardiaca, com a consequente geracdo de forca, € denominado
processo de acoplamento excitagdo-contracdo (AEC). A contracdo cardiaca
depende da elevacdo e diminuicdo ciclica da concentracao citoplasmética do
fon Ca*". A cascata de eventos necessaria para a elevacdo da concentracéo
citoplasmatica deste ion inicia-se com o potencial de acdo. Este ativa a
abertura de canais de célcio (Ca*?) tipo L. A entrada de Ca*? nas células ativa
os RyR2 presentes na membrana do RS, o que resulta em liberacdo do Ca*?
armazenado nesse compartimento celular. A combinacéo da entrada de Ca*?e
a liberacdo de Ca* pelo RS provocam o aumento da concentracao intracelular
de célcio, permitindo a ligacéo do Ca*?a troponina C, o que ativa o processo de
contragdo celular. Desta forma, a contratilidade cardiaca depende das
proteinas e canais envolvidos no processo de liberacéo de Ca*?. A modulacéo
de suas funcbes altera o produto final, ou seja, a producdo de forca pelo

*2], deve ser

cardiomidcito. Por outro lado, para que o relaxamento ocorra a [Ca
reduzida, o que provocard a dissociacdo do Ca*? da troponina C. O
relaxamento do musculo cardiaco depende de proteinas responsaveis pela
diminuicdo da concentracdo citoplasmatica deste fon. O transporte de Ca*?
para fora do citosol, é realizado pela SERCA2, NCX, Ca*® ATPase presente no
sarcolema e transporte de Ca*? mitocondrial (Bers, 2002).

Alguns estudos sugerem que a perda da funcdo contratil de coracdes
infartados esta relacionada com alteragdes na contratilidade dos cardiomiécitos

(Holt et al. 1998; Zhang et al., 2000a; Loennechen et al., 2002; Wisloff et al.,
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2002; de Waard et al., 2007, Bito et al., 2010) mas ainda existem controveérsias
(Stuveret al., 1994; Chandrashekhar et al., 1999; Anand, 2002; Peron et al.,
2006). Por exemplo, os efeitos do IM sobre a amplitude de contracéo celular
sao contraditérios. Em alguns estudos, a amplitude de contracdo mostrou-se
inalterada (Cheung et al.,1994; Anand et al.,1997) e em outros reduzida (Li et
al.,1995; Holt et al.,1998; Bito et al.,2010).

Ha sugestdes também que no coracado infartado o tempo de contragédo
celular pode ser aumentado (Loennechen et al., 2002; Holt et al., 1998) ou
permanecer inalterado (Wisloff et al., 2002, Bito et al., 2010). Da mesma forma,
o tempo de relaxamento celular tem se mostrado aumentado (Holt et al., 1998;
Loennechen et al., 2002; Wisloff et al., 2002) ou inalterado (Anand et al.,1997 e
Bito et al., 2010).

A diminuicdo na amplitude de contracdo de cardiomidcitos de animais
infartados pode ser explicada pela reducéo no transiente de Ca* (Holt et al.,
1998) e na sensibilidade dos miofilamentos ao Ca*? (Wisloff et al., 2002;
Loennechen et al., 2002; Ait Mou et al., 2008). Além disso, cardiomidcitos de
animais infartados apresentam um aumento no tempo para remocéo do Ca*?
do citosol (Holt et al., 1998; Ait Mou et al., 2008; Ahlers et al., 2005; Mackiewicz
et al., 2008), o que reflete em aumento do tempo de relaxamento celular.

Em relacdo & sensibilidade dos miofilamentos ao Ca™ em animais
infartados, alguns estudos reportaram reducdo (Wisloff et al., 2002; de Waard
et al., 2007), enquanto outros pesquisadores nao observaram alteracdo
(Yamaguchi et al., 1997; Ait Mou et al., 2008).

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

Por sua vez, a homeostase de algumas dessas vias de remocéo do Ca*?
sao alteradas pelo IM. Devido a uma menor atividade da SERCA2, a captacéo
de Ca*? pelo RS é reduzida nos miécitos de animais infartados (Mackiewicz et

al., 2008). Além disso, a expressédo dessas proteinas foi menor nesses animais,
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em comparacao aos controles (Gupta et al., 2000; Wisloff et al., 2002; Guo et
al., 2003; Ahlers et al., 2005; Sallinen et al., 2007).

A densidade da proteina NCX foi menor nos cora¢des acometidos pelo
IM que nos controles (Gupta et al.; 2000; Wisloff et al., 2002; Sallinen et al.,
2007), o que pode comprometer a remogéo do Ca*? do citosol. Em contraste, a
atividade da Ca*? ATPase no sarcolema parece n&o ser alterada pelo IM (Dixon
et al., 1992).

Vale ainda destacar que alguns autores consideram a possibilidade de
haver comprometimento da funcdo sistlica da camara ventricular mesmo
quando o estado inotropico de fibras miocéardicas encontra-se normal (Stuveret
al., 1994; Chandrashekhar et al., 1999; Anand, 2002; Peron et al., 2006). Desse
modo, o préprio processo de remodelacdo, pelas mudancas geométricas
ocorridas, poderia comprometer a funcdo global do coracdo (Anand, 2002;
Peron et al., 2006). Além disso, o IM de pequenas dimensfes provoca pouca
repercussao para o miocardio e, portanto, em geral, ndo afeta o inotropismo
(Pfeffer et al.,1991; Peron et al., 2006).

As diferencas nos resultados encontrados podem ser explicadas por
variagdes nas condi¢cdes experimentais encontradas nos diferentes estudos
(Zhang et al., 1999; Peron et al.,, 2006). Dessa forma, o modelo animal
utilizado, o tamanho do infarto, a selecdo dos midcitos de acordo com a regido
do miocardio, e tempo decorrido desde a oclusdo da coronéria, sdo alguns
fatores capazes de modular as repercussfes funcionais para o miocardio
remanescente a um IM e estes foram distintos entre os diversos trabalhos

avaliados.

3.4. Beneficios do exercicio fisico regular realizado ap6s o IM ao

miocardio e cardiomiocitos

O exercicio fisico se destaca como terapia ndo farmacolégica para a
prevencdo de doenca coronariana e para a reabilitacdo dos pacientes ja
acometidos (Giannuzzi et al., 1997; Kim et al., 2011). Além disso, praticantes
de atividade fisica regular apresentam menor incidéncia de IM quando
comparados com pessoas sedentarias (Ignarro et al., 2007).

O exercico fisico regular melhora a funcao cardiaca, promove a saude e
a qualidade de vida, e reduz a morbidade e mortalidade em pacientes com
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doenca coronariana e insuficiéncia cardiaca em todas as fases da doenca
(Paffenbarger et al. 1993, Blair et al. 1995, Belardinelli et al. 1999, Jolliffe et al.
2001, Silva et al., 2002).

Os efeitos benéficos do exercicio fisico aerdbico regular pés IM vém
sendo demonstrados tanto em humanos (Cohn et al., 1993; Giannuzzi et al.,
1997; Silva et al., 2002; Kim et al., 2011) quanto em modelos animais (de
Waard et al., 2007; Xu et al., 2008; Jorge et al., 2011).

Assim como em humanos, 0s principais beneficios do exercicio fisico
aerobico regular apés o IM em modelo experimental incluem: reducdo da
hiperatividade nervosa simpética (Cohn et al., 1993; Rondon et al., 2006; Jorge
et al., 2011), melhoria na fung&o ventricular esquerda (Giannuzzi et al., 1997;
Kim et al., 2011; Xu et al., 2008;), reducdo da congestao pulmonar (Portes e
Tucci, 2006; Portes et al., 2009), aumento da tolerancia aos esforcos fisicos
(Silva et al., 2002; Rondon et al., 2006; Zanchi et al., 2008) e mudancas
estruturais e metabdlicas na musculatura esquelética (Rondon et al., 2006;
Jorge et al., 2011; Cohn et al., 1993; Pina et al., 2004).

Além disso, o treinamento fisico aerébico ap6s o IM promove diversas
adaptacdes celulares e moleculares favoraveis no masculo cardiaco, tais como,
melhoria na contratilidade dos cardiomidcitos (Zhang et al, 2000a; Wisloff et al.,
2002; Song et al., 2004; Ait Mou et al., 2008) na expressao da SERCA2 (Wisloff
et al., 2002; Jorge et al., 2011) além da recuperacédo da homeostase do Ca*
(Zzhang et al., 1998; 2000; Ait Mou et al., 2008) e da sensibilidade dos
miofilamentos ao Ca*? (Wisloff et al., 2002; de Waard et al., 2007; Ait Mou et
al., 2008).

Os beneficios do treinamento fisico aerdbico ap6s o IM estdo bem
documentados. Entretanto, nas ultimas décadas a influéncia do exercicio fisico
aerdbico iniciado precocemente apds o IM sobre o remodelamento e a fungéo
ventricular tem sido questionada.

Nesse sentido, estudos sobre os efeitos do treinamento fisico aerdbico
iniciado precocemente apos o IM sobre a remodelacéo e fungdo ventricular pos
IM, tanto em humanos (Jugdutt et al., 1988; Jette et al., 1991; Giannuzzi et
al.,1997; Haykowsky et al. 2011) quanto em modelo animal (Kloner e Kloner,
1983; Hammerman et al., 1983; Hochman et al., 1986; Gaudron et al.,1994; de
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Waard et al., 2007; Xu et al., 2008; Jorge et al.,, 2011) tém se mostrado
contraditorios.

Em um estudo pioneiro, Jugdutt et al. (1988), demonstraram que
pacientes com IM extenso de parede anterior submetidos a um treinamento
fisico de baixa intensidade (durante 12 semanas), iniciado 3-4 meses apo0s o
IM, levou a dano miocardial adicional. A avaliagéo pelo ecocardiograma (ECO)
bidimensional demonstrou adelgacamento da parede, expansdo da area do
infarto, assinergia e reducéo adicional da FE no grupo treinado com disfuncao
ventricular.

Por outro lado, Jette et al. (1991), estudaram pacientes com IM anterior
extenso e menos de 3 meses de evolugdo. Os pacientes participaram de um
programa de reabilitacdo com exercicios aerébico (70 a 80% da frequéncia
cardiaca (FC) de pico) e duracdo de 4 semanas. Os resultados mostraram que
nao houve mudanca significativa nas medidas hemodinamicas e o treinamento
fisico aerdbico ndo causou deterioracdo adicional da funcdo ventricular
esquerda.

Giannuzzi et al. (1997), evidenciaram que apos um IM pequeno, O
treinamento fisico aerdbico de moderada intensidade iniciado 3-4 semanas
apos o IM (80% da FC pico, 30min/dia) durante 6 meses atenuou 0 processo
de remodelacdo cardiaca desfavoravel o que melhorou a funcédo global e
regional ao longo do tempo.

Em uma recente meta-analise envolvendo 1029 estudos, dos 12 estudos
selecionados, em pacientes clinicamente estaveis pos-IM, o treinamento fisico
aerobico de baixa a moderada intensidade teve efeito benéfico sobre a funcéo
e remodelacdo cardiaca e os maiores beneficios foram observados quando o
programa de exercicios foi iniciado por volta de 1 semana apés o IM e
estendeu-se mais que 3 meses (Haykowsky et al. 2011).

Portanto, se o exercicio fisico deve ser iniciado imediatamente, dias,
semanas ou meses apos o IM, especialmente aplds grandes infartos merece
estudos aprofundados.

Semelhante a estudos clinicos humanos, o treinamento fisico aerébico
iniciado nos primeiros estagios da cicatrizacdo pos IM em modelo animal sé&o
controversos. Estudos anteriores mostraram que o treinamento fisico com

natacdo iniciado precocemente ap6s o IM em ratos, afeta de forma
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desfavoravel o remodelamento cardiaco. Por exemplo, Kloner e Kloner, (1983)
e Hammerman et al., (1983) demonstraram que o treinamento fisico em
natacao iniciado 24 horas apos o IM em ratos com grandes infartos (45 min/dia)
durante 7 dias, ndo alterou o tamanho do infarto, mas foi relatado maior
afinamento e dilatacdo da regido cicatricial, ou seja, expansdo da area
infartada.

Gaudron et al. (1994) demonstraram que o treinamento fisico em
natacdo de alta intensidade (90 min/dia, 6 dias/semana) iniciado 4 dias apos o
IM em ratos Wistar com grandes infartos (>35% do VE), durante 8 semanas,
nao alterou o tamanho do infarto, mas mostou-se agravar o processo de
remodelacdo cardiaca, pois causou aumento na hipertrofia, massa relativa do
VE, dilatacdo global severa do VE, expansdo do infarto e alteracbes na
geometria ventricular, repercutindo desfavoravelmente na sobrevivéncia destes
animais.

Em contraste, o treinamento fisico em esteira rolante iniciado no dia da
oclusdo coronaria (60 min a 10 m/min), durante 7 dias (16 m/min, 90 min/dia)
em ratas Sprague-Dawley com pequenos infartos (24% do VE), ndo resultou
em efeito deletério sobre a remodelagéo cardiaca (Hochman et al., 1986). Além
disso, de Waard et al. (2007) relataram que o treinamento fisico com corrida
voluntaria em camundongos (x4 milhas/dia) por 8 semanas, nao alterou o
tamanho do infarto e ndo afetou o remodelamento ventricular.

Por outro lado, estudos recentes demonstraram que o treinamento fisico
aerébico em esteira rolante iniciado precocemente (entre 24 horas e 7 dias)
apos o IM, foi capaz de alterar o tamanho do infarto. Por exemplo, Wu et al.,
2009, relataram que o treinamento fisico aerdbico em esteira rolante de alta
intensidade (12m/min, 10° inclinagdo, 60min/dia), iniciado 24 horas apés o IM
em camundongos, com duracao de 3 dias, foi suficiente para reduzir o tamanho
do infarto. Da mesma forma, Jorge et al. (2011) reportaram que o treinamento
fisico de baixa intensidade em esteira rolante (60 min, 5 dias/semana, 50—-70%
VOyomax) iniciado 7 dias apds o IM em ratos Wistar, durante 12 semanas,
reduziu o tamanho do infarto. Dentre 0s possiveis mecanismos responsaveis
pela reducdo do tamanho do IM em resposta ao treinamento fisico estdo a

melhoria no fluxo coronério e a elevacdo dos niveis proteicos e do mRNA do
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VEGF (fator de crescimento do endotélio vascular) (Wu et al., 2009; Jorge et
al., 2011).

Em relagdo a sobrevivéncia apés o IM, Gaudron et al., (1994)
demonstraram que a taxa de mortalidade aumentou entre os ratos Wistar com
grandes infartos submetidos a treinamento de natacdo de alta intensidade (90
min/dia, 6 dias/semana, durante 8 semanas), 4 dias apds a cirurgia isquémica.

Em camundongos com grandes infartos, de Waard et al. (2007)
mostraram que o treinamento fisico em corrida voluntaria (x4 milhas/dia)
iniciado 24 horas apos o IM, por 8 semanas, ndo comprometeu a sobrevivéncia
apos o IM.

Porém, estudo recente em ratos com IM que iniciaram o treinamento
fisico aerobico de baixa intensidade (60 min, 50-70% VOzmax), 7 dias apds o
IM durante 12 semanas, reduziu a taxa de mortalidade (Jorge et al., 2011).
Estes autores propem que o efeito benéfico do treinamento fisico esta
associado ao controle neural do sistema cardiovascular, em que a reducao no
efluxo simpético e consequente restauracdo do balanco simpatico-vagal
contribuem diretamente para a reducdo da morbidade e mortalidade nos
animais IM exercitados.

Além disso, trabalhos demonstram que o exercicio fisico aerdbico de
baixa intensidade iniciado nos primeiros estagios da cicatrizacdo pos IM, pode
reduzir a deposicdo de colageno (fibrose reativa) no miocardio sobrevivente.
Essa reducéo da fibrose reativa diminui a rigidez no miocéardio e esta associada
a melhora da funcéo cardiaca de corac¢fes infartados (Waard et al. 2007; Xu et
al., 2008; 2008a; Jorge et al., 2011). Propde-se que a diminui¢cdo da deposicéo
de colageno em animais IM promovida pelo treinamento fisico aerdbico esta
relacionada a dois fatores: melhor balango entre sintese e degradagédo da MEC
e inibicdo de componentes do sistema renina-angiotensina (Xu et al., 2008;
2008a).

As MMPs sé&o proteinases que atuam na degradag¢do da MEC. Essas
enzimas sao reguladas pelos TIMPs, inibidores teciduais de MMPs, os quais
inibem sua atividade, permitindo o acumulo de colageno no miocéardio. Xu et al.
(2008), relataram que o treinamento fisico aerdbico de baixa intensidade em
esteira rolante (16m/min, 50min/dia, 5 dias/semana, 5° de inclinac¢éo) iniciado 7

dias apés o IM durante 8 semanas, reduziu a fibrose tecidual no miocardio.
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Esses autores evidenciaram que o0s ratos IM treinados apresentaram
diminuicdo na concentracdo de TIMP-1 permitindo maior atividade das MMPs.
Além disso, demonstram que a reducdo do estresse cardiaco também pode
estar relacionada com a atenuacdo do sistema renina-angiotensina em
resposta ao exercicio fisico. Este mesmo grupo demonstrou que animais
exercitados 7 dias apo6s o IM (16m/min, 50min/dia, 5 dias/semana, 5° de
inclinacdo) durante 8 semanas, apresentaram diminuigcdo da concentracao de
receptores de angiotensina Il do tipo 1 e de RNAm da enzima conversora de
angiotensina (Xu et al. 2008a).

Estudos in vivo em modelo animal de IM tém demonstrado que o
treinamento fisico aerdbico de baixa intensidade iniciado nos primeiros estagios
da cicatrizacédo pos IM (7 dias) promove recuperacdo da funcéo cardiaca, por
meio da elevacdo da PSVE, FE e na porcentagem de encurtamento bem como
atenuacédo da PDFVE (Xu et al., 2008; 2008a; Jorge et al., 2011).

Além de estar associado a melhora da funcdo cardiaca, o treinamento
fisico aerdbico de baixa intensidade apds o IM (iniciado 3-4 semanas apos o
IM) esta relacionado a melhoria na capacidade de realizacdo de esforco fisico
(Rondon et al., 2006; Zanchi et al., 2008) e consequente atenuacdo da
congestao pulmonar (Portes e Tucci, 2006 e Portes et al., 2009).

Embora a atenuacdo dos efeitos deletérios do processo de
remodelamento em resposta ao exercicio fisico seja muito importante para a
melhora da funcdo contrétil, muitos autores sugerem que parte dessa melhora
deve-se ao aumento da capacidade contratil intrinseca dos cardiomidcitos
(Leosco et al., 2008; Mou et al., 2008; Wisloff et al. 2002; Song et al., 2004; de
Waard et al., 2007; Bito et al., 2010).

Ha evidéncias de que o treinamento fisico aerébio de baixa a moderada
intensidade em esteira rolante, realizado em ratos IM apés o periodo de
cicatrizacdo (>4 semanas), € efetivo em corrigir alteracdes patoldgicas e induzir
melhorias na funcdo cardiaca e na contratilidade de cardiomiécitos (Leosco et
al., 2008; Mou et al., 2008).

Contudo, existem poucos estudos e 0s que existem sdo contraditérios
quanto aos efeitos do treinamento fisico iniciado nos primeiros estagios da
cicatrizagdo p6s-IM sobre a capacidade contratil intrinseca dos cardiomidcitos

de animais infartados (de Waard et al., 2007; Bito et al., 2010). Recentemente,
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Bito et al. (2010), mostraram que camundongos submetidos a treinamento
fisico com corrida voluntaria iniciado 24 horas apés a indugédo do IM, por 8
semanas, ndo obtiveram alteracdes no transiente de calcio, no tempo para o
pico de contracdo e relaxamento celular, mas tiveram a amplitude de contracao
de cardiomidcitos similar aos dos seus controles normais apesar de néo ser
significativo.

Em funcdo destas observagdes, nao foi encontrado na literatura estudos
que avaliaram a influéncia do treinamento fisico de baixa intensidade em
esteira rolante iniciado 24 horas apo6s IM, com a duracéo de 35 dias, na funcéo
contratil do miocardio e dos cardiomidcitos de ratos com IM experimental.

Portanto, considerando que o treinamento fisico com exercicio aerdbico
de baixa intensidade promove melhorias na funcédo cardiaca (Xu et al., 2008;
Jorge et al., 2011) e na contratiidade de cardiomiocitos em modelo
experimental de IM (Leosco et al.,, 2008; Ait Mou et al., 2008), e que a
cicatrizacdo apos o IM neste modelo experimental estd completa 28 dias apds
o IM (Fishbein, 1978b; Whittaker et al., 1991; Holmes et al., 2005) especula-se
que o exercicio fisico aerdbico de baixa intensidade iniciado nos primeiros
estagios da cicatrizagcdo (24 horas apos IM) e durante 35 dias possa atenuar as
alteracbes que o IM provoca na estrutura e funcdo do miocardio e

cardiomiocitos de ratos Wistar IM.
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4. Materiais e Métodos

4.1.Animais e desenho experimental

Os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com o0s
Principios Eticos na Experimentacdo Animal, elaborados pela Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL). Este estudo foi
aprovado pela Comissdo de Etica para Uso de Animais (CEUA) da
(Universidade Federal de Vigosa sob o protocolo n® 22/2012) (Anexo 1).

Foram utilizados 60 ratos machos (Rattus novergicus) da linhagem
Wistar, com 30 dias de idade e peso corporal 135 + 19,76 g. Nessa faixa de
peso, 0 rato é considerado adulto jovem, situa-se numa fase evolutiva
caracterizada por crescimento lento e apresenta mortalidade cirargica menor
gue animais mais velhos (Zornoff et al., 2009). Os animais foram obtidos no
Biotério Central do Centro de Ciéncias Biolégicas e da Saude da Universidade

Federal de Vigosa.

Apés aclimatacdo de sete dias (Figura 1), os animais foram
aleatoriamente distribuidos nos seguintes grupos experimentais:

e Sham Sedentario (SHSD, n=15): animais submetidos a cirurgia
simulada (esternotomia mediana, pericardiotomia, sem ligadura
da artéria coronaria descendente anterior esquerda — ACADE) e
nao submetidos ao programa de corrida em esteira;

e Sham Exercitado (SHEX, n=15): animais submetidos a cirurgia
simulada e submetidos ao programa de corrida em esteira por 5
semanas;

e Infartado Sedentério (IMSD, n=15): animais submetidos a ligadura
da ACADE (IM) e ndo submetidos ao programa de corrida em
esteira;

e Infartado Exercitado (IMSD, n=15): animais submetidos a ligadura
da ACADE (IM) e ao programa de corrida em esteira por 5

semanas.

Os animais foram alojados caixas de polietileno, em grupos de cinco
animais por caixa, receberam racdo comercial para roedores, agua ad libitum e

mantidos em ambiente com temperatura média de 22°C e regime de
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luminosidade de doze horas de escuriddo e doze horas de claridade. O peso
corporal foi obtido no inicio e ao final das 5 semanas de experimento utilizando-
se balanca eletronica digital (AS5500C, Marte Balancas e Equipamentos, SP,

Brasil).
DESENHO EXPERIMENTAL
106 ratos

Wistar

135+ 19,76 g
M
,L EXPERIMENTAL

Aclimatagdo E CIRURGIA finalda . ., EUTANASIA
dos animais SIMULADA Apés 24H 12 semana DOS

(7 dias) (SHAM) pos °  semana ANIMAIS

| I I
¢ | ¢

IMEX/SHEX vMC PT: 65 —75% Coleta de dados

distribuicdo Coleta de dados
aleatéria 12m/min  Todosos doVMC
Grupos \L 20 min/dia  grupos (IMEX/SHEX) i
experimentais: (5 dias)
Exercitados ECG final
(IMEX/SHEX) Funcdo Cardiaca
Sedentarios Histologia
(IMSD/SHSD) Morfologia
Isolamento dos
cardiomidcitos

Figura 1. Desenho esquematico experimental. IM= Infarto do miocéardio; VMC=
velocidade maxima de corrida em esteira; PT= Programa de treinamento;
IMEX: infartado exercitado; IMSD: infartado sedentario; SHEX: Sham
exercitado; SHSD: Sham sedentario;

4.2.Inducdo do Infarto do Miocardio
4.2.1. Anestesia

No pré-operatério imediato, foi administrada antibioticoterapia
(enrofloxacina 10 mg/kg, IP) em dose Unica. Os animais foram anestesiados
em camara de inducdo com isoflurano 3% e oxigénio 100% em fluxo constante
de 1L/minuto. Posteriormente, 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, por meio de um sistema para
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pequenos animais composto de fibra o6tica (BioLite, BioTex, Houston, TX) e um
cateter intravenoso de 16 a 18 gauges e 2,54 cm de comprimento adaptado
como sonda. Na sequéncia, os animais foram submetidos a ventilagdo por
pressdo positiva intermitente (Inspira Advanced Safety Single Animal
Pressure/Volume Controlled Ventilators, Harvard Apparatus, Massachusetts) e
a frequiéncia respiratéria estabelecida entre 50 e 60 movimentos/minuto, com
pressao inspiratoria entre 16 e 18 cmH,O e relacdo inspiracao/expiracdo de
1:1. A anestesia foi mantida com isofluorano diluido em oxigénio 100%, com

concentracdo ajustada para manter o plano anestésico adequado.
4.2.2. Toracotomia e infarto do miocéardio

Os animais foram mantidos em decubito dorsal com os quatro membros
imobilizados sobre uma caixa de polietileno, seguido de ampla tricotomia da
regido toracica e antissepsia com povidine topico.

O acesso a cavidade toracica deu-se mediante esternotomia mediana de
aproximadamente 2 cm de extensdo, mantendo-se intactos o manubrio e o
xifoide. Em seguida, afastou-se gentilmente os pulmdées com o auxilio de um
cotonete umedecido para facilitar a visualizacdo, e o pericardio foi entdo
seccionado expondo o coragdo. A identificacdo do local para realizacdo da
ligadura da ACADE 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 foi profundo
o suficiente para assegurar que a ACADE fosse bloqueada, sendo que o
empalidecimento da regido inferior do coracdo serviu como referéncia para
confirmar a ligadura. O eletrocardiograma (ECG), na derivacdo DIl (PowerLab
device, ML865, ADInstruments, Sdo Paulo) foi realizado para documentar as
alteracdes eletrofisiologicas decorrentes da ligadura da ACADE em dois
momentos, basal e imediatamente apds o IM.

A cavidade toracica foi fechada por duas camadas de suturas nailon 4-0
muscular e pele. Antes de completar a Ultima sutura do térax uma pressao
positiva ao final da expiracao 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
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transferéncia de calor oriundo de bolsas de agua aquecidas e colocadas dentro

da caixa usada para contengao.
4.2.3. Cuidados p6s-operatérios

Cotonetes foram utilizados para secar eventuais sangramentos, e para
analise da perda volémica por hemorragia no procedimento cirdrgico, subtraiu-
se 0 peso do cotonete encharcado com sangue do peso do cotonete seco. Um
cotonete encharcado com sangue pesou 0,227 mg. Um mililitro de sangue
equivale a aproximadamente 1,06 gramas

(http://en.wikipedia.org/wiki/Blood _alcohol content). Portanto, 0,227 mg foi

equivalente a 0,240 mL de sangue. A reposi¢cao volémica foi instituida com
solucdo de cloreto de sédio 0,9% (Isofarma, CE, Brasil) e o volume reposto foi
igual ao volume de sangue perdido, administrado intraperitonealmente ao final
da cirurgia.

Os animais foram continuamente monitorados com ECG no
transoperatério. O infarto do miocéardio foi considerado bem sucedido apds
identificacdo da elevacdo do segmento ST (Figura 8).

O tubo orotragueal foi removido apés a estabilizacdo da respiracéo
espontanea e antes do animal ganhar consciéncia. A recuperagéo da anestesia
transcorreu com 0s animais em uma caixa de madeira customizada com
temperatura controlada por termostato, entre 37,5°C e 39°C. Depois, foram
colocados em caixas individuais onde receberam racéo e agua ad libitum.

Analgesia com tramadol (Fort Dodge, Campinas) na dose de 4 mg/kg foi
administrada por via intraperitoneal imediatamente ap0s a cirurgia e em
intervalos de seis horas, durante as 20 horas subsequentes. Atropina
(Sintofarma, SP, Brasil) na dose de 1 mg/kg foi administrada por via
subcutanea quando os animais apresentaram evidencia de secre¢éo pulmonar
na recuperacao.

A simulagdo da cirurgia realizada no grupo SHAM (SH) consistiu do
mesmo procedimento cirdrgico, porém sem a ligadura da ACADE.

As cirurgias cardiacas, bem como as avaliacdes eletrocardiograficas e
da funcéo cardiaca, foram realizadas no Hospital Veterinario da Universidade
Federal de Vigosa.
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4.3.Adaptacéao a esteira

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 e 0° de inclinacéo, cinco dias consecutivos,

durante o periodo de aclimatacéo (item 4.1).
4.4. Exercicio fisico apds o IM

Vinte e quatro horas apds inducédo do IM e da cirurgia simulada, os animais
dos grupos IMEX e SHEX foram colocados na esteira rolante com 5° de
inclinacdo, por um periodo de 20 minutos, onde correram a velocidade de
12m/min durante 5 dias consecutivos. No 6° dia, os animais foram submetidos

a avaliagcéo da tolerancia ao esforco fisico (TTF inicial).
4.5. Avaliacdo da capacidade ao esforco fisico

A intolerancia ao esfor¢o fisico foi estimada por meio da capacidade
méxima de esforco fisico, avaliado em teste de exercicio progressivo com
protocolo escalonado, 5 dias ap6s o IM e a cirurgia simulada em todos os
grupos experimentais (TTF inicial).

A capacidade maxima de esforco foi quantificada pelo tempo total do
teste até a fadiga em minutos (TTF, min). O teste foi realizado em uma esteira
rolante elétrica (Insight Instrumentos — Ribeirdo Preto, SP, Brasil). Os animais
iniciaram a corrida a velocidade de 10 m/min, 5° de inclinacdo, e a velocidade
da esteira foi aumentando em 1 m/min a cada 3 minutos até a fadiga (adaptado
de Lacerda, 2006). A fadiga foi determinada quando o animal se recusava a
continuar mesmo ap0s estimulacdo manual, ou quando o animal se mostrava
incapaz de manter o ritmo na esteira (Trueblood et al., 2004). A velocidade
maxima de corrida (VMC) obtida neste teste foi utilizada para calcular a
intensidade de corrida adotada no programa de treinamento (%VMC, m/min). A
capacidade maxima de esforco fisico foi estimada ao final da primeira semana

(TTF inicial) e da quinta semana de experimento (TTF final).
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4.6.Programa de treinamento

O programa de treinamento foi realizado em uma esteira rolante elétrica
(Insight Instrumentos — Ribeirdo Preto, SP, Brasil), a 5° de inclinacdo, 5 dias
por semana (segunda a sexta-feira), 60 minutos por dia, durante 5 semanas. A
duracdo da sessdo de treinamento e a velocidade de corrida foram
aumentadas progressivamente para alcancar 65-75% da velocidade maxima de
corrida (VMC), ao final da 22 semana de treinamento. Esta intensidade foi
mantida até o final do programa de treinamento de 5 semanas (tabela 1)
(adaptado de Hochman e Healy, 1986).

Os animais dos grupos néo treinados em esteira rolante (SHSD, IMSD)
foram igualmente manuseados e colocados na esteira rolante 3 dias/semana,
10 min/dia, 5° de inclinagéo, a velocidade de 5 m/min.

Quarenta e oito horas apods o ultimo teste de tolerancia ao esforco (TTF
final), os animais foram submetidos a avaliacdo eletrocardiografica e da funcao
cardiaca (item 4.6 e 4.7).

O programa de treinamento foi realizado no Laboratorio de Biologia do
Exercicio — BIOEX localizado no departamento de Educacdo Fisica da

Universidade Federal de Vicosa.

Tabela 1. Programa de treinamento em esteira rolante

Semanas Duracéao Intensidade Velocidade,
(min) (VMC) Inclinacéo
Primeira (TTF inicial) 20 50% 12 m/min, 5°
Segunda 20-60 65 - 75% 15+2 m/min, 5°
Terceira 60 65 - 75% 15+2 m/min, 5°
Quarta 60 65 - 75% 15+2 m/min, 5°
Quinta (TTF final) 60 65 - 75% 15+2 m/min, 5°

(min)= duracdo em minutos; (VMC)= velocidade méaxima de corrida; (TTF) =
tempo total do teste até a fadiga.
4.7. Avaliacéo eletrocardiografica (ECG)

Quarenta e oito horas ap6s o dultimo TTF, vinte animais foram
superficialmente anestesiados com isofluorano, para realizagdo do ECG.

Eletrocardiogramas foram registrados na derivagéo DIl, em decubito dorsal, por
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dois minutos. Posteriormente, o0s tracados eletrocardiograficos foram
analisados quanto aos seguintes parametros: amplitude da onda P (mV),
intervalo PR (ms), duracdo do complexo QRS (ms), intervalo QT (ms), intervalo
QT corrigido (QTc) (ms) para FC usando a formula de Bazett (QTc- Bazett),
presenca da onda Q e alteracbes do segmento ST. As medidas foram
realizadas a partir de um segmento de 5 segundos consecutivos livre de
artefatos. A média obtida deste periodo foi utilizada para comparagédo antes e

apos o programa de treinamento (IM vs. IMEX).
4.8. Avaliacao da funcao cardiaca

Imediatamente apds aquisicdo do ECG, o plano anestésico foi
aprofundado e uma segunda toracotomia foi realizada para avaliacdo da funcao
ventricular esquerda. Um cateter de 22 gauges preenchido com solugéo
fisiologica 0,9% heparinizada (50 Ul. mL™) foi inserido no epicardio apical do
ventriculo esquerdo (VE) e conectado ao transdutor de pressao arterial e este a
um sistema de registro computadorizado (Powerlab modelo MLTO0380,
ADInstruments).

Aguardaram-se 2 minutos para estabilizacdo dos parametros
hemodinamicos. Os sinais de pressdo ventricular esquerda foram registrados
com frequéncia amostral de 1,000 samples/s e analisados. As variaveis FC,
PSVE, PDFVE, dP/dty.x € dP/dtni, foram analisadas e comparadas entre os
grupos apoOs considerar a média de cinco ciclos cardiacos subsequentes e
livres de artefatos. Os registros foram digitalizados para posterior analise
usando o software LabChart v.7. (ADInstruments INC, Austrdlia) conforme

demonstrado na Figura 2.
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Figura 2. Registro tipico de uma curva de pressdo do VE, mostrando os pontos
de analise. EDP = pressao diastdlica final do VE (mmHg); Max dP/dt = taxa
méaxima de elevacdo da pressdo (mmHg/s); Max pressure = pressao sistélica
do VE (mmHg); Min dP/dt = taxa minima de declinio da pressdo do VE
(mmHg/s); Min pressure = presséo diastélica do VE (mmHg); PVE = pressao do
VE (mmHg); seg = segundos.

4.9. Avaliacdo da hipertrofia e da insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC)

Apés efetuar as medidas de pressao procedeu-se a eutanasia por
sobredose anestésica de isofluorano. Os coracdes foram retirados e lavados
com solucado fisiolégica, pesados e dissecados. Os ventriculos direito e
esquerdo foram separados e pesados em balanca de precisédo (Gehaka —
Brasil, modelo AG 200). O peso do coragdo, o peso relativo do coragéo
(Libonati et al., 2003) e o peso relativo do ventriculo esquerdo (Portes e Tucci,
2006) foram utilizados como indices de hipertrofia cardiaca.

Para determinar se os ratos com IM desenvolveram insuficiéncia
cardiaca congestiva (ICC), foi avaliado o teor de agua no pulmédo. O contetudo
hidrico dos 6rgaos foi obtido a partir dos seus pesos Umidos e secos. O peso
umido foi obtido em balanca de alta preciséo, logo apés a remoc¢éo do érgao da
cavidade toracica e dissecacao dos tecidos anexos. Esses pulmdes foram
identificados, levados para uma estufa (MA035, Marconi Equipamentos, SP,

Brasil) para desidratacdo a 65°C por 7 horas e novamente pesados (conforme
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Yeginsu, 2010). Obtidos os pesos secos do pulméo, o teor de agua (%H,0) de
cada orgdo foi definido pela equacédo (conforme descrito por Portes e Tucci
2006):

% H,0= (P umido — P seco)/ P amido x 100

O tamanho do coracdo foi calculado por mensuracbes do eixo
longitudinal e transversal com paquimetro. Para calcular o volume cardiaco, o
orgédo foi submerso em proveta graduada e preenchido com volume de solucao
fisiolégica, precisamente determinado. O volume de agua deslocado foi

equivalente ao volume do 6rgao.
4.10. Avaliacao histoldgica

Os coracdes removidos foram avaliados quanto ao tamanho do infarto,
conteudo de colageno e area do cardiomiécito no ventriculo esquerdo.

Cada coracdo foi cortado em 3 seccles transversas: apice, anel
mediano (aproximadamente 3mm) e base. O anel mediano foi fixado em
formalina de Carson 10% (por 48 horas), incluidos em parafina e submetidos
ao tratamento histoloégico convencional.

Posteriormente, as secg¢des foram cortadas em 5 ym de espessura, com
intervalo de 100 pm, utilizando um micrétomo rotativo (Reichert-Jung 2045
Multicut, Alemanha). Foram montadas duas laminas histolégicas contendo de 2
a 3 cortes.

Os cortes histolégicos corados por hematoxilina — eosina (HE) foram
utilizados para afericdo das areas de seccdo transversa dos midcitos do
ventriculo esquerdo, empregando-se microscopio (Olympus BX 53; Tokio,
Japan) acoplado a camera digital (Olympus DP 73; Tokio, Japan) por meio do
aplicativo Cellsens 1.7 Image Software (Olympus; Tokio, Japan). Dez imagens
do ventriculo esquerdo foram capturadas de cada animal, com objetiva de 10x.
As imagens foram analisadas com auxilio do programa Image - Pro Plus 4.5
(Media Cybernetics; Silver Spring, USA). Apos a calibracdo, utilizou-se a
ferramenta “create polygon feature” para determinar a area dos cardiomidcitos.
Foram mensuradas 50 a 60 células e os cardiomiécitos selecionados estavam

seccionados transversalmente, apresentavam forma redonda, nucleo visivel no
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centro da célula. As areas médias obtidas para cada grupo foram utilizadas
como indicador do tamanho celular.

As laminas coradas por picrosirius red (Junqueira et al. 1979) foram
utilizadas para aferir a quantidade de colageno intersticial nas regides do septo
interventricular (Sl), ventriculo direito (VD) e ventriculo esquerdo (VE). As
laminas foram observadas em microscopio com luz polarizada (Olympus BX
53; Tokio, Japan). Trés imagens do VE, VD e Sl foram capturadas, com
objetiva de 10x, através de camera digital (Olympus DP 73; Tokio, Japan)
utilizando-se o aplicativo Cellsens 1.7 Image Software (Olympus; Tokio, Japan).
As imagens foram analisadas com auxilio do programa Image-Pro Plus 4.5
(Media Cybernetics; Silver Spring, USA). Apdés a calibracdo, utilizou-se a
ferramenta “intensity range selection” para determinar as cores de interesse
para as medicdes. As fibras espessas que sob luz polarizada manifestavam
coloracao laranja-vermelha foram consideradas colageno tipo | (Junqueira et al,
1978) e maduras (Whittaker P., 1995). A média da &rea ocupada pelo colageno
foi dividida pela média da area total da imagem e os resultados calculados em
percentagem das fibras por area total.

Adicionalmente, as laminas coradas por picrosirius red foram utilizadas
para andlise do tamanho do infarto. Para isto, foi utilizado um scanner (HP
deskjet F380, EUA) para captura das imagens dos cortes, com aumento de
600dpi e com dimensdes de 2 cm de altura e 2 cm de largura. As imagens
foram analisadas com auxilio do programa Image-Pro Plus 4.5 (Media
Cybernetics; Silver Spring, USA). Apés a calibracdo, utilizou-se a ferramenta

“create trace feature” para determinar os seguintes perimetros: CEN

perimetro da cicatriz endocardica; PEN = perimetro endocérdico total, CEP
perimetro da cicatriz epicardica; PEP = perimetro epicardico total. O célculo da
porcentagem de infarto foi realizado utilizando a seguinte férmula (Mulder et al.,
2002):
(CEN + CEP / PEN + PEP) x 100

O tamanho do infarto foi calculado como média total de todos os cortes
dentro de cada grupo (IMSD e IMEX).

Os cortes histolégicos bem como a coloracdo das laminas foram
realizados em colaboracdo com o Laboratério de Biologia Estrutural da

Universidade Federal de Vigosa.
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4.11. Avaliacao da funcéo contratil dos cardiomiocitos

Vinte animais foram utilizados para a avaliacdo da funcao contrétil de
cardiomiécitos isolados, conforme metodologia descrita abaixo.

4.11.1. Isolamento dos cardiomio6citos

Apoés eutanasia por decapitacdo em guilhotina (EB 271, Insight, S&o
Paulo, Brasil) para remocdao cirdrgica do coracdo as cartilagens costocondrais
foram abertas em ambos os lados e o esterno rebatido cranialmente. Apés
exposicdo da cavidade toracica, as veias cava cranial e caudal, as artérias
aorta e pulmonar, a traquéia, o esodfago e parte dos pulmdes foram
seccionados sucessivamente até a remocao em bloco do coracdo. Logo apés a
remoc¢do, o coracdo foi colocado em um béquer contendo uma solucdo
nutridora (solugéo A, item 4.11.2). Apés estes procedimentos o coracao pesado
em balanca de precisdo (modelo AG 200, Gehaka, Brasil), foi transferido para
uma placa de vidro, e a artéria aorta ascendente foi seccionada com uma
tesoura de microcirurgia na altura do tronco braquicefalico, fixada com um fio
de sutura em uma agulha de aco inoxidavel adaptada como cénula, e acoplada
a uma seringa de 1 ml que foi fixada a um sistema de Langendorff customizado
a 37°C, com controle manual da perfusdo por gravidade usando-se uma
torneira de trés vias. A seguir o coracdo foi perfundido com uma solucdo de
isolamento, contendo 750 uM de CacCl, (solugdo A) em fluxo constante, até que
0S vasos coronarios estivessem limpos de sangue. Em seguida, trocou-se a
perfusdo para uma solucao livre de célcio, contendo 0,1 mM de EGTA (solucéo
B item 4.10.2), durante 6 min, para destruicdo das bandas escalariformes entre
os cardiomiécitos. Em seguida, o coracdo foi perfundido com uma solucdo
contendo 1 mg.mL-1 de colagenase tipo 2 (Worthington, EUA) e 100 uM de
CaCl2 (solucdo C item 4.10.2), durante 25 min, para a destruicdo das fibras
coldgenas extracelulares. Todas as solu¢bes utilizadas no procedimento de
isolamento foram oxigenadas (O, 100% — White Martins, Brasil) e mantidas a
37°C. Ao final da perfusdo os ventriculos foram separados dos atrios e
pesados. O ventriculo direito foi removido e o ventriculo esquerdo foi aberto na
regido do septo interventricular. Os musculos papilares e a regido da cicatriz do

infarto (tecido fibrético) foram removidos manualmente da superficie do
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ventriculo esquerdo. Foi utilizada apenas a regido do miocardio remanescente
ao infarto. Logo apds, as amostras foram colocadas em frascos contendo 5 ml
da solucao enzimética (colagenase), suplementada com 1% de albumina sérica
bovina (solugdo D item 4.10.2). Os frascos foram agitados moderadamente
durante 5 min, em “banho-maria” a 37°C, sendo o tecido cardiaco oxigenado
(O, 100% — White Martins, Brasil). A seguir, o contetdo dos frascos foi filtrado
e centrifugado (3000 rpm) por 30s. O sobrenadante foi removido e as células
foram suspendidas na solucdo 750 uM de CaCl; (solucdo A item 4.11.2). Em
seguida, as células foram armazenadas em placas de petri a 5°C, até serem
utilizadas. Durante os experimentos com cardiomiocitos isolados somente as
células tolerantes ao Ca**, quiescentes e apresentando formato e estrias
transversais bem definidas foram utilizadas. Os registros foram sempre feitos

entre uma e seis horas apos o isolamento.
4.11.2. Solugdes de isolamento

As solucdes utilizadas para o isolamento dos cardiomidcitos
ventriculares foram feitas usando-se uma solucao basica com agua milli-Q e a
seguinte composicao (em mM): NaCl (130) — 7,6 g/l; MgCl, (1,43) — 0,28 g/l;
KCI (5,4) — 0,4 g/l; (HEPES) (5) — 0,062 gl/l; glicose (10) — 1,8 g/l; taurina (20) —
2,38 g/l; creatina (10) — 1,3 g/l; pH = 7,3; temperatura ambiente.

Solucdo A: Para a solucdo de isolamento contendo Ca?*, foram

adicionados 375 pL de CaCl, (1 M) em 500 mL da solucéo basica.

Solucdo B: Para a solucdo de isolamento livre de Ca®**, foram
adicionados 250 uL de EGTA (100 mM) em 250 ml da solucéo bésica.

Solucédo C: Para a solucédo enzimatica de isolamento, foram adicionados

20 mg de colagenase e 15 pL de CaCl2 (100 mM) em 20 ml da solugéo basica.

Solucdo D: Para a solugdo com 1% de albumina bovina, foram
adicionados 500 mg de albumina sérica bovina em 5 ml de solug¢do basica.
ApoOs o isolamento, 1 ml de solucdo com albumina foi adicionado para cada 10

ml da solucdo enzimatica C.
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4.11.3. Solucédo tampao HEPES

Durante a andlise da mecéanica de contracdo, os midcitos cardiacos
foram banhados com a solucdo de perfusdo tampdo HEPES contendo (em
mM): solucédo estoque: NaCl (113) — 65,99 g/L; HEPES (5) — 11,9 g/L; NaH,PO,
(1) — 1,42 g/L; MgSO, (1) — 2,46 g/L; KCI (5) — 3,72 g/L; solucédo sopa: Na
acetato (20) — 16,4 g/100 ml; glicose (10) — 18,1 g/100ml; insulina (5 u/L) — 0,5
g/100 ml. Para fazer um litro desta solucdo, foram adicionados 100 ml da
solucéo estoque, 10 ml da solucéo sopa e 1 ml de CaCl; (1) em agua mili-Q.
Esta solucdo foi equilibrada para um pH=7,4 e mantida em temperatura

ambiente.
4.11.4. Mensuragao da contragédo celular

A contracdo celular foi mensurada por meio de um sistema de deteccéo
de bordas (Contractility system, lonoptix, EUA), baseado na medida de
alteracbes no comprimento dos cardiomiécitos, conforme descrito
anteriormente (Primola-Gomes et al., 2009). Em resumo, os cardiomidcitos
foram acomodados numa camara experimental montada em um microscopio
invertido (Nikon Eclipse — TS100, Japao) e banhados por solucdo de perfusdo
tampdo HEPES, em temperatura de 37°C. Os cardiomiécitos foram
visualizados em um monitor com aumento de 400x por meio de uma de uma
camera CCD (Myocam, lonoptix, EUA) acoplada ao microscépio. As células
foram visualizadas por um sistema de captura de imagens (lonwizard, lonoptix,
EUA - frequéncia de 240 Hz) onde as bordas transversais (direita e esquerda)
das células foram identificadas pelo sistema quando os cardiomidcitos foram
estimulados externamente na frequéncia de 1 Hz (10 Volts, duracdo de 5 ms)
por um par de eletrodos de aco, acoplado nos dois lados internos da camara
experimental, usando-se um estimulador elétrico (Myopacer, Field Stimulator,
lonoptix, EUA). As bordas dos cardiomiécitos, em movimento de encurtamento
e relaxamento em resposta aos estimulos foram capturadas pelo sistema de
deteccdo de bordas (Contractility system, lonoptix, EUA), e armazenados para
andlise posterior. Dez a 15 contracdes consecutivas foram utilizadas para

analisar as propriedades mecanicas de uma determinada célula.
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Os resultados gerados foram analisados por meio de um programa
customizado e desenvolvido na plataforma MatLab®. As varidveis analisadas
pelo programa foram: amplitude de contragdo (variagdo percentual do
comprimento celular em relacdo ao repouso, % encurtamento); tempo até o
pico de contracdo (tempo compreendido desde a estimulacdo elétrica até a
amplitude méxima de contragdo, ms); tempo até 50% do relaxamento (tempo
compreendido desde a amplitude maxima de contragdo até 50% do
relaxamento, ms); Os principais parametros avaliados sao ilustrados na figura
3.

Ponto Inicial Ponto Final

100 ~ Repouso

98 4

96 ~

94

92 4

Comprimento do midcito (pm)

90 ~

Figura 3. Esquema ilustrativo das propriedades mecénicas analisadas.

A mensuracdo da funcédo contratil dos cardiomiocitos foi realizada no
Laboratério de Biologia do Exercicio (BIOEX), no departamento de Educacao
Fisica da Universidade Federal de Vigosa.

4.12. Andlise estatistica

A distribuicdo dos dados foi avaliada pelo teste de normalidade de
Shapiro-Wilk. Quando os dados apresentaram distribuicdo normal foram
comparados pela analise de variancia de duas entradas (ANOVA two way),
pois havia o0 interesse na interacdo entre grupos (IM vs. SH) e entre as
condicbes (SD e EX). ComparagOes entre oS grupos experimentais usando
ANOVA Two-Way seguidas do teste post hoc de Tukey foram feitas

considerando-se as seguintes variaveis: peso corporal final, peso cardiaco,
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pesos relativo do coracdo e dos ventriculos (direito e esquerdo,
individualmente), area celular do midcito, volume cardiaco, dimensdes do
miocardio (transversal e longitudinal), teor hidrico pulmonar, conteudo de
colageno e avaliacdo da funcéo cardiaca.

Para avaliar as diferencas entre a capacidade de corrida dos animais
exercitados e ndo exercitados e para tamanho do infarto foi utilizado o teste t
para amostras independentes. Para os parametros eletrocardiograficos, foi
utilizado o teste t pareado (antes da cirurgia (basal) vs. apés o IM) e para
amostras independentes (IM vs. IMEX).

Os dados referentes aos parametros da funcdo contratii dos
cardiomidcitos ndo apresentaram distribuicdo normal. Diante disso, foi utilizada
a analise de variancia ndo paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida do teste de
Dunn para comparacfes multiplas entre 0s grupos.

Os dados foram apresentados na forma de média (M) + desvio padrao
(DP). O nivel de significancia adotado foi de p < 0,05. Foram utilizados os
programas SigmaPlot, v.11.0 e GraphPad Prism 5.
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5. Resultados
5.1. Mortalidade/Sobrevivéncia

Observou-se que dos sessenta animais submetidos a cirurgia de
inducao do infarto dezessete (28,33%) nao sobreviveram ao procedimento. Dos
quarenta e dois ratos submetidos a cirurgia simulada, onze (26%) n&o
sobreviveram. Nao houve mortalidade ap0s a recuperacao anestésica, durante
o periodo crénico pos-IM ou durante o programa de corrida aplicado. A baixa
taxa de mortalidade no presente estudo dificultou a analise da sobrevivéncia

estatisticamente.

5.2. Indicadores de Insuficiéncia Cardiaca

5.2.1. Avaliacao da tolerancia ao esforgo fisico

A figura 4 apresenta o TTF inicial e final de todos o0s grupos
experimentais. O TTF inicial dos animais com IM foram menores que nos
animais Sham. Ao final de 5 semanas, o TTF dos animais IM exercitados
aumentou quando comparado ao grupo IM nédo exercitado (IMEX: 32 + 5 min vs
IMSD: 17 £ 5 min; p<0,05).

3 INICIAL
Bl FINAL
50-
8
8
40-
= 30- * T #
E 4 %
LL
o]
10-
0

SHSD SHEX IMSD IMEX

Figura 4. Tempo total de exercicio até a fadiga (TTF, min) obtido no teste de
esforco fisico. INICIAL: TTF no inicio do programa de corrida. FINAL: TTF ao
final do programa de corrida. Dados expressos em Média + DP (p<0,05). (#)
p<0,05 vs. Sham. (*) p<0,05 vs. SHEX. (8) p<0,05 vs. IMSD.
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O aumento no TTF nos animais IM submetidos ao programa de corrida
indica melhora na tolerancia ao exercicio fisico. Como esperado, entre 0s
animais sham, os exercitados exibiram maior TTF que o0 seu controle (SHEX:
34 + 10 min vs. SHSD: 20 £ 8 min; p<0,05). Cabe ressaltar que a tolerancia ao
esforco nos animais IMEX alcancou os valores observados nos animais do
grupo com cirurgia simulada e exercitados (SHEX: 34 £ 10 vs. IMEX: 32 £ 5
min).

N&o ocorreram Obitos durante o teste ou imediatamente apos o teste,
assim, embora seja um teste de caracteristica maxima, pode ser usado no

modelo experimental de IM.
5.2.2. Avaliacéo da congestao pulmonar

O teor de &gua no pulmédo dos animais submetidos ao infarto foi
significativamente maior (p<0,05) em comparacdo com 0s ratos submetidos a
cirurgia simulada (IM: 80+1,6% vs. SH: 78,0 = 0,8%). N&o houve diferenca
estatistica ao se comparar os animais infartados exercitados e sedentarios
(IMSD: 80,1 + 1,6% vs. IMEX: 79,8 + 1,5%).

Estes resultados indicam que os animais Sham configuram a minima
variabilidade do teor de &gua do pulmdo dentro dos parametros de
normalidade: 78,0 + 0,8% (Tucci et al., 2011). Os animais IM presentaram
maior congestdo pulmonar em relagcdo aos animais Sham e o programa de
treinamento fisico aplicado néo foi capaz de atenuar o acumulo deste liquido no

pulmao.
5.3. Indicadores de remodelamento cardiaco

Foram realizadas analises morfolégicas e histomorfométricas com o
intuito de avaliar o remodelamento cardiaco neste modelo animal. Foram
avaliadas: peso do coracdo, peso do coracao corrigido pelo peso corporal,
peso ventricular esquerdo corrigido pelo peso corporal, area do cardiomidcito,
tamanho do infarto e fracdo de colageno cardiaco na area livre de infarto do

ventriculo esquerdo, ventriculo direito e septo interventricular.
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5.3.1. Peso corporal, do coracdo e dos ventriculos e caracteristicas

morfolégicas do miocardio.

O peso corporal inicial (PCI) e final (PCF), peso do coracao (PC), peso
relativo do coracédo (PC/PCF), peso relativo do ventriculo esquerdo (VE/PCF),
peso relativo do ventriculo direito (VD/PCF), tamanho do coracdo no eixo
longitudinal (TL) e transversal (TT), volume cardiaco (VC) e teor de agua no
pulméo (%H,0) estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Peso corporal, do coracdo e dos ventriculos, caracteristicas
morfologicas do miocardio e teor de agua nos pulmdes.

SHSD (n=5) SHEX (n=5) IMSD (n=5)  IMEX (n=5)

PCI (g) 146 + 15,8 142 +13,0 136 +16,8 130+5,8
PCF (g) 312+156  322+26 328 + 16 321 + 36,6
PC (g) 1,4+0,2 1,4+0,1 1,9 + 0,3* 2,0 + 0,4*
PC/IPCF (mglg)  4,3+0,4 4,4 +0,7 5,7 + 1,0* 6,1+1,1*
VE/PCF (mglg)  3,2+05 3,1+0,4 4,0 + 0,5 4,6 + 1,1+
VD/PCF (mg/g)  0,9+0,3 1,0£0,2 1,1+0,1 1,0£0,3
VC (ml) 1,0+£0,1 1,0 £ 0,0 1,2 + 0,4* 1,2 + 0,0
TL (mm) 16,0 £0,5 15,2 £0,9 17,2+0,6*  17,3+0,7*
TT (mm) 13,7 £0,6 13,1+0,8 14,2 +0,9 145+1,8
%H,0 78,0 £0,8 78,0 £0,8 80,1 +1,6* 79,8 +1,5*

Controle sedentéario (SHSD), Controle exercitado (SHEX), Infartado sedentério
(IMSD), Infartado exercitado (IMEX), peso corporal inicial (PCI), peso corporal
final (PCF), peso do coracéo (PC), peso relativo do coracédo (PC/PCF), peso
relativo do ventriculo esquerdo (VE/PCF), peso relativo do ventriculo direito
(VD/PCF), tamanho do coragéo no eixo longitudinal (TL) e transversal (TT),
Teor de &gua no pulmédo (%H,0), Volume cardiaco (VC). n, niamero de
animais. * p< 0,05 vs. Sham. # p< 0,05 vs. SHEX. ANOVA, seguido do teste de
Tukey (p < 0,05).

Ao final das 5 semanas, o peso corporal ndo foi significativamente
diferente entre os grupos demonstrando que nem o IM e nem o programa de
corrida afetaram este parametro (Tabela 2).

O peso do coragéao e o peso relativo do coracdo foram maiores (p<0,01)
nos ratos do grupo IM quando comparados ao grupo Sham (IM vs. SH). Ao se
comparar os animais IM o programa de corrida aplicado ndo alterou estes

parametros (IMEX vs. IMSD).
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O peso relativo do VE néo foi diferente entre os animais submetidos ao
IM (IMEX vs. IMSD). Os animais do grupo IM apresentaram maior peso relativo
do VE quando comparados ao grupo Sham (IM vs. SH). Entre os exercitados,
os animais do grupo IMEX exibiram peso relativo do VE significativamente
maior que os animais do grupo SHEX (Tabela 2).

O peso do VD néo foi diferente entre os grupos. A igualdade de pesos
do VD sugere que a repercussdo hemodinamica do IM, nesse periodo, ndo
chegou a acarretar hipertensdo pulmonar capaz de induzir hipertrofia
expressiva da massa miocardica do VD.

Em relagcdo ao tamanho do coracdo, observa-se que o comprimento
longitudinal do coracdo dos animais do grupo IM foi maior (p<0,01) em
comparacao ao dos animais submetidos a cirurgia simulada (IM vs. SH). Ao
analisar o comprimento transversal, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos (Tabela 2).

A analise do volume cardiaco evidencia que o programa de corrida ndo
alterou este parametro nos animais com IM (IMEX vs. IMSD). Contudo, entre
0s animais sedentarios, aqueles com IMSD exibiram maior volume cardiaco

que os animais do grupo SHSD (IM vs. SH) (Tabela 2).

5.3.2. Area do cardiomiécito

Para a medida da area celular transversa foram selecionados apenas 0s
cardiomiocitos com forma redonda e ndcleo visivel no centro da célula,
conforme apresentado pela figura 5.

No presente estudo, verificou-se que, ao se comparar 0s grupos IM vs.
SH, as areas seccionais dos miécitos dos ventriculos esquerdos dos animais IM
(IMSD: 412,2 + 127,0 um?; IMEX: 416,1+ 141,3 pm?) foram maiores (p<0,05)
que nos ratos dos grupos SH (SHSD: 347,2 + 78,08 pm?; SHEX: 344,6 + 106,3
um?). Ao se comparar os animais exercitados (IMEX vs. SHEX), as areas
seccionais dos miécitos dos VE dos animais IMEX foram maiores (p<0,05) do
gue nos animais SHEX. O mesmo ocorreu ao se comparar oS animais nao
exercitados (IMSD vs. SHSD), onde o grupo IMSD apresentou miécitos com
maiores areas (p<0,05). Ao se comparar os animais IM o programa de corrida

aplicado nao alterou este parametro (IMSD vs. IMEX).
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Figura 5. Fotomicrografia representativa do corte transversal do VE, corados
com hematoxilina — eosina (HE). (A) animal sham. (B) animal IM. Os
cardiomidcitos selecionados para a medida da area transversa estéo indicados
pelas setas. Barra = 100 pm.

5.3.3. Tamanho do infarto (%)

Verificou-se, no presente estudo, que o tamanho do infarto foi de 37 +
9% nos animais IMSD e 36 + 15% nos animais IMEX. A ligadura da ACADE
induziu infartos de tamanho moderado e apresentaram similaridade na
porcentagem da area de infarto.
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A Figura 6 apresenta imagens de cortes transversais dos coracdes dos
grupos estudados. Essas imagens ilustram o adelgacamento da parede livre do
VE resultante da ligadura da ACADE cinco semanas apés o IM.

SHSD SHEX IMSD IMEX
P ﬁ-— s ‘i : : 1
(4 Wiz 1 § \
29 LY »}) £ % _,}))
1 4

Figura 6. Fotomicrografias representativas da regido medial dos cora¢des em
corte transversal corados com picrosirius red. A regido infartada apresenta-se
corada em vermelho. Barra = 200 mm. (1) parede livre do VE. (2) Septo
interventricular (SI). (3) Ventriculo direito (VD). SHSD, controle sedentério.
SHEX controle exercitado. IMSD, infartado sedentario. IMEX, infartado
exercitado. Notar o adelgacamento da parede livre do VE isquémica.

5.3.4. Conteudo de Colageno

O grupo IM apresentou maior quantidade de colageno tipo | na regido
remanescente do VE em comparacdo com o grupo SHAM. Entretanto, em
relacdo as regides livres do infarto VD e Sl, o conteudo de colageno tipo | ndo
foi diferente entre os grupos (Tabela 3). O programa de corrida aplicado néao
alterou a quantidade de colageno depositada no VE, VD e S| dos animais
infartados (IMEX vs. IMSD).

Tabela 3. Quantidade de colageno tipo | no miocardio.

Areas SHSD (n=5) SHEX (n=5) IMSD (n=5)  IMEX (n=5)
VE (%) 0,48 £ 0,4 038+02 112+41*  10,8+6,6%
VD (%) 0,38 +0,1 0,54 + 0,2 0,5+0,2 0,5+0,3
Sl (%) 0,33+0,2 0,29 +0,1 0,4+ 0,0 0,4 +0,0

Controle sedentéario (SHSD), Controle exercitado (SHEX), Infartado sedentario
(IMSD), Infartado exercitado (IMEX), ventriculo esquerdo (VE), Ventriculo
direito (VD), Septo interventricular (SI), n = nUmero de animais. * p< 0,05 vs.
Sham. * p< 0,05 vs. SHEX. % p< 0,05 vs. SHSD. ANOVA, seguido do teste de
Tukey (p < 0,05).
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A figura 7 apresenta o VE de todos 0s grupos experimentais corados
com picrosirius red e demonstra o colageno tipo | em tons de vermelho
alaranjado.

SHSD SHEX

\

IMSD IMEX

Figura 7. Fotomicrografias representativas do ventriculo esquerdo corados
com picrosirius red. A regido infartada apresenta-se corada em vermelho. O
fundo escuro compreende regides de musculo cardiaco e areas intersticiais
ndo ocupadas pelo colageno. Setas brancas indicam colageno tipo I. SHSD,
controle sedentéario. SHEX controle exercitado. IMSD, infartado sedentério.
IMEX, infartado exercitado.

5.4. Eletrocardiograma

O infarto do miocardio foi considerado bem sucedido apds identificacédo
da elevacao dos segmentos ST no eletrocardiograma de superficie (Figura 8) e

visualizagéo do empalidecimento da regido do miocéardio acometida.
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Figura 8. Esquema representativo do eletrocardiograma. (A) animal SHAM e
(B) animal IM imediatamente apds a ligadura da ACADE, na derivacao DII.

Adicionalmente verificou-se prolongamento dos intervalos QT, QTc e da
onda T, aumento na amplitude das ondas Q e T, e reducdo da amplitude da

onda S, evidenciando as alterag6es desencadeadas pelo IM (tabela 4).

Tabela 4. ParAmetros eletrocardiograficos dos animais antes e ap0s a cirurgia
de inducéo do IM.

Antes da cirurgia

Parametros Imediatamente apos IM
(Basal)
Intervalo RR (ms) 143,9+ 13,4 147,7 + 11,8
Intervalo PR (ms) 50,4 +£5,1 48,9 +49
Onda P (ms) 18,3+4,7 17,1+£5,6
Complexo QRS (ms) 140+£2,7 145+4,0
Intervalo QT (ms) 59,1+12,2 67,6 £ 14,2*
Intervalo QTC (gazery (MS) 156,4 + 33,2 175,8 + 35,8*
Onda T (ms) 319+128 36,2 + 14,1*
Amplitude P (mV) 0,1+0,0 0,1+0,0
Amplitude Q (mV) -0,02 £ 0,0 -0,03 £ 0,0*
Amplitude R (mV) 0,9+0,2 0,9+0,2
Amplitude S (mV) -0,3+0,1 -0,2 £ 0,2*
Segmento ST (mV) 0,07 +£0,0 0,10 £ 0,1*
Amplitude T (mV) 0,1+ 0,0 0,2+0,1*

Os dados séao expressos em média + DP de 43 animais. * diferente de Basal, p
< 0,05.
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Entretanto, ao final do programa de corrida, ndo foram encontradas
diferencas nos mesmos parametros avaliados (tabela 5).

Tabela 5. Parametros eletrocardiograficos dos animais com IM antes e apds o
programa de corrida.

Parametros IMSD (n=5) IMEX (n=5)
Intervalo RR (ms) 161,0+ 17,7 148,0 + 15,2
Intervalo PR (ms) 52,0+£2,6 53,7+6,5

Onda P (ms) 19,0+ 1,7 194+25

Complexo QRS (ms) 18,3+ 3,5 149+ 3,8

Intervalo QT (ms) 57,8 +6,9 44,2 + 8,9
Intervalo QTC (gazetr)(MS) 115,0 + 37,8 114,6 £ 67,4

Onda T (ms) 21,0+ 18,2 19,6 + 22,0
Amplitude P (mV) 0,1+0,0 0,1+0,0
Amplitude Q (mV) -0,01+ 0,0 -0,05+0,0
Amplitude R (mV) 0,6+0,1 0,5+0,2
Amplitude S (mV) -0,3+0,2 -0,2+0,1

Segmento ST (mV) 0,02 +0,0 -0,001+£ 0,0
Amplitude T (mV) 0,07+£0,0 0,05+0,0

Os dados séo expressos em média + DP. IMSD, Infartado Sedentario; IMEX,
Infartado Exercitado.

5.5. Funcédo cardiaca

A tabela 6 apresenta os parametros hemodinamicos analisados ao final
do protocolo experimental (5 semanas).

Os animais do grupo IMEX exibiram reducéo significativa (p<0,05) nos
valores da frequéncia cardiaca (FC) em relacdo aos animais dos grupos IMSD,
mas nao foi diferente do grupo SHEX. A FC dos animais IMSD e SHSD néao
foram diferentes entre si. Entre os animais Sham, os exercitados apresentam
menores valores de FC (p<0,05). Isso indica que o treinamento fisico foi
benéfico, pois a FC dos animais IM exercitados apresentou valores similares ao
grupo Sham exercitado. Além disso, o treinamento fisico também reduziu a FC

nos animais Sham exercitados.
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Tabela 6. Parametros hemodinamicos dos animais.

ParAmetros SHSD SHEX IMSD IMEX
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)

FC (bpm) 375+ 6 348 + 6° 372+6 343 + 6°
PSVE (mmHg) 92+ 12 106 + 5 67 + 9*° 86 + 11*%
PDFVE(mmHg) 14 +1 9+2 23 + 13+ 16 + 2%

dP/dtmax 2780 +173 3508 +594 1812 +1075* 2530 + 827*

(mmHg/s)

dP/dmin 2178 £57  -2461+267 -1450+819° -2601 + 628°
(mmHg/s)

Controle sedentério (SHSD), Controle exercitado (SHEX), Infartado sedentério
(IMSD), Infartado exercitado (IMEX), PSVE= presséo sistolica do ventriculo
esquerdo, FC= frequéncia cardiaca; PDFVE= pressdo diastolica final do
ventriculo esquerdo; dP/dtnh.x = taxa maxima de elevacdo da pressao; dP/dtmin
= taxa minima de declinio de presséao. bgm: batimentos por minuto. n =
numero de animais. * p< 0,05 vs. Sham. ° p< 0,05 vs. IMSD; * p< 0,05 vs.
SHEX. ¢ p< 0,05 vs. SHSD. ANOVA, seguido pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A PSVE foi menor para os grupos com IM (IMEX e IMSD) (p<0,05) do
gue para os animais sham (SHEX e SHSD). O programa de corrida aumentou
a PSVE dos animais IM exercitados (p<0,05) em relacdo aos animais IM
sedentarios. Entretanto, dentre os animais exercitados (IMEX vs SHEX), o
grupo infartado apresentou menor PSVE que o grupo sham (p<0,05). O mesmo
ocorreu ao se comparar os animais nao exercitados (SHSD vs. IMSD).

Em relacdo a dP/dtnhs, a0 se comparar os grupos IM vs SH, os animais
IM (IMSD e IMEX) apresentaram médias menores (p<0,05) que os ratos dos
grupos SH (SHSD e SHEX). Ndo houve diferenca estatistica na comparacédo
entre os grupos IM (IMEX vs. IMSD) e entre os grupos SH (SHEX vs. SHSD)
para este parametro.

Os animais com IM (IMEX e IMSD) mostraram maiores valores de
PDFVE em comparagdo aos animais SH (SHSD e SHEX). Porém, n&o houve
diferenca estatistica entre os grupos IM (IMEX vs. IMSD) para este parametro.

Com relacédo a dP/dtn,i, ndo houve diferenca estatistica na comparacao
entre os grupos (IM vs SH). Entretanto, os animais IMSD apresentaram
maiores valores (p<0,05) em relacdo aos animais SHSD. Os animais IMEX
apresentaram menores valores (p<0,05) que os animais IMSD. Porém, néo

houve diferenca estatistica entre os animais exercitados (IMEX vs. SHEX). Da
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mesma forma, ndo houve diferenca estatistica na comparacéo entre 0s grupos
SH (SHEX e SHSD).

5.6. Avaliacao das propriedades mecanicas dos cardiomidcitos

5.6.1. Amplitude de contracéo celular e tempo para o pico de contracédo e

relaxamento celular

A figura 9 representa tracados tipicos de contracdo dos cardiomidcitos
de animais Sham e IM.
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Figura 9. Tracados representativos da contracdo de cardiomiocitos. (A) animal
SHAM e (B) animal IM. (% c.c.r: porcentagem do comprimento celular em
repouso).
A Figura 10 apresenta a amplitude de contracéo, o tempo para o pico de
contracdo e o tempo para 50% de relaxamento de midcitos isolados do

ventriculo esquerdo.

Verificou-se que a amplitude de contracdo dos cardiomiécitos nao foi
significativamente diferente entre os grupos (p>0,05) (Figura 10 A). Tanto o IM

guanto o programa de corrida ndo afetaram a amplitude de contracéo celular.
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Figura 10. Propriedades mecéanicas dos cardiomiécitos. (A) Amplitude:
porcentagem do comprimento celular em repouso. (B) Tpico: T@EMpO para o pico
de contracdo. (C) Tsow: Tempo para 50% de relaxamento (ms). SHSD, Sham
sedentario (n= 66 células); SHEX, Sham exercitado (n= 57 células); IMSD,
Infartado Sedentario (n= 56 células); IMEX, Infartado Exercitado (n= 64
células), Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Dunn,
p<0,05.

Todavia, os animais com IM (IMSD e IMEX) apresentaram aumento
significativo no tempo para o pico de contracdo, se comparados aos animais
Sham (SHSD e SHEX) (Figura 10 B). Entre os animais com IM, todavia, o
programa de corrida ndo alterou o tempo para o pico de contracdo (IMEX vs.
IMSD). Da mesma forma, entre os animais Sham, o programa de corrida nao

alterou o tempo para o pico de contragdo (SHSD vs. SHEX).

O tempo para 50% de relaxamento nao foi diferente entre os grupos
(p>0,05). Tanto o IM quanto o programa de corrida ndo afetaram o tempo para

50% de relaxamento (Figura 10 C).
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6. Discussao

O presente estudo teve como objetivo verificar os efeitos do treinamento
aerobico de baixa intensidade iniciado 24 horas apds a cirurgia isquémica,
sobre a estrutura e funcdo do miocardio e cardiomiocitos de ratos submetidos
ao IM experimental. Os resultados evidenciaram dano funcional nos ratos
submetidos a cirurgia de ocluséo coronéria. Os ratos com IM apresentaram
menor capacidade ao esforco fisico demonstrado pelo TTF. Além disso, foi
observado aumento no teor de agua nos pulmdes, aumento na massa e
volume cardiaco, hipertrofia dos cardiomiécitos e maior deposicédo de tecido
fibroso cardiaco. In vivo, a avaliagcdo funcional hemodinamica demonstrou
reducdo da PSVE e na dP/dtn.x € elevacdo da PDFVE e na dP/dtys. In vitro, a
avaliacdo dos cardiomiocitos isolados mostrou aumento no tempo para o pico
da contracao celular, apesar de n&o alterar a amplitude de contracéo e o tempo
de relaxamento dos midcitos cardiacos.

No entanto, os resultados mais importantes deste estudo foram os
beneficios do protocolo de treinamento fisico aerdbico utilizado. O exercicio
fisico em esteira rolante de baixa intensidade iniciado 24 horas apés o IM ndo
comprometeu a sobrevivéncia. Além disso, o treinamento fisico aumentou a
capacidade ao esforco fisico, ndo agravou o processo de remodelamento
cardiaco, reduziu a FC de repouso, aumentou a PSVE e atenuou a dP/dty, dos

animais IM exercitados.
6.1. Mortalidade/sobrevivéncia

No presente estudo, a média de mortalidade verificada apds a cirurgia
de inducéo do IM situou-se em 28,3%. Esta taxa situa-se bem abaixo do que
frequentemente encontra-se na literatura, entre 40% e 60% nas primeiras 24
horas apds a oclusao coronaria (Zornoff et al., 2009). Entre as causas de morte
nesse periodo destacam-se fatores relacionados ao procedimento cirdrgico,
como pneumotorax e depressao respiratéria (Pfeffer et al., 1979; Litwin, 1995)
e a alta prevaléncia de arritmias malignas (Opitz et al., 1995). Em relacdo ao
periodo cronico pos-IM, a mortalidade encontrada nesse modelo &
extremamente variavel, sendo que o principal determinante desse evento € o

tamanho do infarto (Pfeffer et al., 1985).
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A relativa baixa mortalidade encontrada no atual estudo pode ser
atribuida aos cuidados para prevenir o pneumotorax, a idade (30 dias), ao peso
corporal (135 * 19,76 g), ao bom estado de saude dos animais e finalmente, a
intensificacdo dos cuidados pos-operatorios.

Neste estudo, ndo houve O6bitos no grupo de animais que foram
submetidos ao exercicio fisico 24 horas apds o IM e durante o programa de
corrida aplicado por 5 semanas. Diferente destes achados, Gaudron et al.
(1994) relataram que a taxa de mortalidade aumentou entre os ratos com
grandes infartos e submetidos ao treinamento de natacéo vigoroso (90 min/dia,
6 dias/semana, durante 8 semanas) iniciado 4 dias apds a cirurgia isquémica.
Os dados do presente estudo estédo de acordo com os do estudo de Waard et
al. (2007) e confirmam que o exercicio fisico iniciado 24 horas ap6s o IM néo
compromete a sobrevivéncia apés o IM.

Por outro lado, Jorge et al. (2011) reportaram que o treinamento fisico de
baixa intensidade (60 min, 50-70% VOmax, 12 semanas) em esteira rolante
iniciado 7 dias apos o IM, aumentou a sobrevivéncia dos animais IM. Estes
autores mostraram que o efeito benéfico do treinamento fisico esta associado
ao controle neural do sistema cardiovascular, em que a redugdo no efluxo
simpético e consequente restauracdo do balanco simpético-vagal contribuem
diretamente para a reducdo da morbidade e mortalidade nos animais IM
exercitados.

Além disso, tem sido proposto que 0 aumento na mortalidade no estudo
de Gaudron et al. (1994) poderia ser atribuida pelos efeitos do treinamento com
natacdo. Esta modalidade é conhecida por ter respostas diferentes daquelas da
esteira rolante, complicado por fatores como o reflexo de mergulho, estresse
mental e episddios de hipdxia associados ao mergulho (Lundeberg et al., 1998;
Ait Mou et al., 2008).

Em humanos, a reabilitacdo de pacientes na fase aguda do IM com
mobilizacdo precoce visa reduzir os efeitos prejudiciais do repouso prolongado
e diminuir a permanéncia hospitalar. Em longo prazo, os beneficios incluem
diminuicdo das re-internacdes, melhorias no desempenho cardiaco, tolerancia
aos esforcos e da qualidade de vida, além de reducdo da morbidade e

mortalidade dos pacientes em todas as fases da doenca (Paffenbarger et al.,
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1993, Blair et al., 1995, Belardinelli et al., 1999, Jolliffe et al. 2001; Silva et al.,
2002).

6.2. Tolerancia ao esforco fisico e insuficiéncia cardiaca

Na tentativa de verificar o estabelecimento da insuficiéncia cardiaca nos
animais com IM, avaliou-se previamente a intolerancia ao esforgo fisico por
meio do teste de capacidade maxima ao esfor¢co. Assim como em outros
estudos (Bayat et al., 2002; Trueblood et al., 2005), os animais dos grupos IM
apresentaram sinais de fadiga antes dos grupos Sham, evidenciada pela
diminuicdo no TTF.

Em pacientes com IM, a intolerancia ao exercicio € uma manifestacédo
clinica comum e se correlaciona com o grau de disfuncdo cardiaca e a
severidade da doenca (Jikuhara et al., 1997; Negrdo & Middlekauff, 2008).

Da mesma forma, em modelo experimental de IM, a reducdo na
capacidade funcional ao exercicio fisico também esta relacionada com a
severidade da disfuncdo ventricular poés-infarto. Essa disfuncdo, dependendo
da area do VE lesado (tamanho do infarto), pode induzir reducdo no débito
cardiaco (DC) e promover uma diminuicdo no fluxo de sangue para o0s
musculos esqueléticos envolvidos no exercicio, antecedendo o aparecimento
da fadiga (Musch et al., 1992; Rolim et al., 2006).

Por outro lado, o teste de capacidade maxima realizado ao final do
protocolo experimental, mostrou que o programa de corrida em esteira
empregado promoveu beneficios aos animais exercitados. Como esperado,
entre os animais Sham, os exercitados exibiram aumento de 70% no TTF em
relacdo aos seus controles. Nos animais com IM exercitados este aumento foi
de 88% em relacdo aos animais com IM sedentarios. O aumento no TTF nos
animais com e sem IM submetidos ao programa de corrida indica melhora na
tolerdncia ao exercicio fisico, assim como a efetividade do programa de
treinamento aplicado. Sugere-se que o aumento no TTF nos grupos treinados
no presente estudo pode estar associado a normalizacdo no DC e/ou nos
fluxos sanguineos regionais.

O protocolo de esforco fisico utilizado neste estudo apresenta correlacéo
significativa com a medida direta do consumo de oxigénio (VO;) em ratos,
conforme evidenciado por Primola-Gomes et al. (2009). Dessa forma, a
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melhora na capacidade maxima de exercicio observada no presente estudo
sugere uma evolucdo na capacidade aerdbica desses animais.

Nossos resultados estdo de acordo com outros estudos em que 0O
exercicio fisico aerobico de baixa a moderada intensidade aumenta a
capacidade aerdbica e a tolerancia ao esforco em humanos pos-IM (Belardinelli
et al., 1999; Silva et al., 2002) e em modelo experimental de IM (Rondon et al.,
2006; Zanchi et al., 2008; Jorge et al., 2011).

Vale destacar que o aumento da tolerancia a realizacdo do exercicio
fisico ndo depende exclusivamente da melhora da funcédo cardiaca, mas da
associacdo de um melhor desempenho cardiaco com adaptac6es benéficas em
alvos ndo cardiacos. Essas adaptacGes incluem melhoria na resposta
vasodilatadora no endotélio vascular, na normalizacdo do débito cardiaco e na
resposta ventilatéria, assim como modificacdes na musculatura esquelética
(Pina et al., 2004, Jorge et al., 2011).

A reducdo da capacidade para realizar exercicios em pacientes IM
também estd diretamente relacionada com as alteragbes pulmonares
decorrentes da congestdo pulmonar: fadiga associada ao edema, e dispneia,
que conduz a prejuizo nas trocas gasosas (Remo et al., 2005; Figueroa et al.,
2006).

De fato, a formacdo de edema pulmonar € outro fator que acompanha a
progressao da disfuncdo ventricular. Este sintoma clinico, presente tanto em
humanos (Remo et al., 2005; Figueroa et al., 2006), quanto em modelos
experimentais de IM (Portes e Tucci., 2006; Portes et al., 2009; Tucci, 2011)
reflete o acimulo de liquido nos pulmdes como consequéncia da incapacidade
do VE em bombear quantidades adequadas de sangue para o resto do corpo.
Em geral, quando o VE falha, ocorre obstrugéo do retorno venoso, provocando
acumulo de sangue nos vasos pulmonares. O aumento da pressdo venosa
pulmonar favorece o extravasamento de agua do sangue, que se acumula
principalmente dentro dos alvéolos (Figueroa et al., 2006). No presente estudo,
observou-se que os animais com IM apresentaram maior teor de agua nos
pulmdes e o treinamento fisico iniciado precocemente ao IM, durante 5
semanas, ndo foi capaz de atenuar o acumulo deste liquido nos pulmdes.
Deste modo, considera-se que o0s animais utilizados em nosso estudo

apresentaram sinais de insuficiéncia cardiaca secundaria ao IM e que o
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periodo e/ou a intensidade de treinamento fisico foi incapaz de influenciar
positivamente este parametro.

Até o presente momento, ndo € de conhecimento do autor estudos que
relatam a interacdo entre ratos com IM, exercicio fisico logo apos o IM, e teor
de agua nos pulmdes. Todavia, Portes e Tucci (2006) e Portes et al. (2009)
avaliaram o treinamento fisico em natacao iniciado 3 e 4 semanas apoés o IM
em ratos, por 8 semanas, respectivamente. Porém, em ambos, o treinamento
mostrou-se benéfico na atenuacéo do teor de agua pulmonar apenas nos ratos
com grandes infartos.

Apbs o IM, a perda progressiva de cardiomidcitos e, conseqientemente,
a sua substituicdo por tecido fibroso torna esta regido eletricamente inativa
(Miranda et al., 2007; Xu et al., 2008). A causa mais comum de mortalidade em
pacientes apos IM € a morte subita cardiaca devido a eventos arritmicos
(Kalapura et al., 2003).

As caracteristicas eletrocardiograficas do IM sdo bem definidas em
humanos. Na pratica clinica hospitalar, o exame eletrocardiogréafico (ECG) de
superficie (ECG padréo de 12 derivacdes) € o centro do processo decisoério
inicial em pacientes com suspeita de infarto. Além dos sintomas sugestivos (dor
toracica) alteragbes como supradesnivelamento do segmento ST e
aparecimento de uma nova onda Q sé&o indicativos para o diagnostico de IM
(Piegas et al., 2009). O ECG é também comumente utilizado na monitoracao
do teste ergométrico de esforco para identificar arritmias desenvolvidas ao
esforco fisico e prognosticar doenca arterial coronéria.

No atual estudo, as alteracdes eletrocardiograficas no grupo infartado
foram evidentes apoés a cirurgia de oclusdo da ACADE. Nossos dados estédo de
acordo com outros estudos em que apontam o eletrocardiograma (ECG) como
um meétodo ndo invasivo capaz de identificar a presenca do IM apés a oclusao
da artéria coronaria (Miranda et al., 2007; Tucci, 2011; Pimentel et al., 2012).

Entretanto, ao final do protocolo experimental, ndo foram encontradas
diferencas entre os animais IM sedentarios e exercitados nos mesmos
parametros avaliados. Isso pode ser explicado, em parte, pela diferenca no
namero de animais utilizado no inicio (n=43) e ao final (n=5) do periodo
experimental. O ECG sem alteragbes nao exclui, contudo, a presenca do IM,

gue foi confirmado pela histologia desses mesmos animais. Portanto, embora o
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eletrocardiograma identifique a presenca da zona inativa dependente do IM, o
ECG ndo € o melhor método para quantifica-la (Miranda et al., 2007, Tucci,
2011).

Para um programa de reabilitacdo com exercicios fisicos apés o IM, o
ECG € uma das variaveis utilizadas para estratificacdo de risco. Por exemplo,
pacientes que sofreram infarto e ap6s um periodo de recuperacao apresentam
ECG sugestivo de uma nova isquemia, sao contraindicados a iniciarem um
programa de reabilitacdo cardiaca com exercicios fisicos (Piegas et al., 2004;
2009; Leite et al., 2008; Hiss et al., 2012).

Por outro lado, estudo clinico mostrou que em pacientes estaveis pés-
IM, o programa de reabilitagdo com treinamento fisico aerdbico (8 semanas
apos o IM, por 12 semanas) reduziu de maneira significativa a dispersédo do
intervalo QT e JT, e da frequencia cardiaca, corrigindo estes indices. De
acordo com Kalapura et al. (2003), estes resultados evidenciaram que
reabilitacdo com treinamento fisico apdés o IM pode reduzir 0s riscos

subsequentes de arritmias ventriculares e morte cardiaca subita.
6.3. Remodelamento cardiaco

Em relacdo ao remodelamento cardiaco e ao tamanho da leséo
isquémica, sabe-se que na medida em que o IM progride, importantes
alteracbes como, perda de tecido contratil, expansdo do infarto, maior
deposicdo de colageno, aumento da massa cardiaca, hipertrofia e dilatacao
ventricular, contribuem para o estabelecimento da disfuncao ventricular (Pfeffer
et al., 1985, Pfeffer et al., 1990; Cohn et al., 2000; Zornoff et al., 1997; Xu et al.,
2008).

Na literatura, o IM tem sua severidade caracterizada de acordo com seu
tamanho: inferiores a 20% do VE - pequenos; de 20-39% - moderados;
maiores que 40% - grandes (Pfeffer et al., 1979, Pfeffer et al., 1991; Portes e
Tucci, 2006). Apesar de a remodelacdo incidir em diferentes tamanhos de
lesdo isquémica, sua predominancia € observada em infartos de maior
tamanho. Da mesma maneira, parece haver, como pré-requisito, tamanho
minimo de lesdo (16%-20%) para que ocorra a remodelacdo (Pfeffer et
al.,1979, Pfeffer et al., 1991; Zornoff et al., 2009). No presente estudo,
observou-se que o tamanho do infarto nos animais submetidos a ligadura da
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coronaria foi em torno de 36% do VE, o que consolida a ideia de existir a
disfungéo ventricular.

No presente estudo, observou-se que o0 programa de treinamento
aerobico de baixa intensidade em esteira rolante iniciado 24 horas apés o IM,
por 5 semanas, ndo afetou o tamanho do infarto nos animais. Da mesma
forma, em camundongos, o treinamento fisico de corrida voluntaria iniciado 24
horas apdés o IM, durante 8 semanas (x4 milhas/dia) também né&o alterou o
tamanho do infarto (de Waard et al., 2007).

Os efeitos do treinamento fisico aerdbico iniciado nos primeiros estagios
da cicatrizacdo pos IM sobre o tamanho do infarto e a remodelacdo cardiaca
ainda sao controversos. Estudos prévios (Kloner e Kloner, 1983; Hammerman
et al., 1983) demonstraram que o treinamento fisico em natacado iniciado 24
horas ap6s o IM em ratos Wistar (45 min/dia) durante 7 dias, ndo alterou o
tamanho do infarto, porém, nestes estudos, foi relatado maior adelgacamento e
distensdo da regido cicatricial, ou seja, expansdo da area infartada. Em
contraste, o treinamento fisico em esteira rolante de intensidade moderada (90
min/dia), iniciado no dia da oclusdo coronaria, durante 7 dias, em ratas
Sprague-Dawley com pequenos infartos (24% do VE), ndo foi observado
nenhum efeito deletério sobre o tamanho, expansédo do infarto ou na geometria
ventricular (Hochman et al., 1986). Por fim, Gaudron et al. (1994), mostraram
que o treinamento fisico em natacdo de alta intensidade (90 min/dia, 6
dias/semana) iniciado 4 dias apés o IM em ratos Wistar com grandes infartos
(>35% do VE), durante 8 semanas, ndo atenuou o tamanho do infarto, mas
mostou-se agravar o processo de remodelacdo cardiaca, pois causou dilatacdo
global severa do VE, adelgacamento da cicatriz e alteracdes na geometria
ventricular, repercutindo desfavoravelmente na sobrevivéncia destes animais.

Todavia, estudos recentes demonstraram resultados diferentes. Por
exemplo, Rodrigues et al. (2011) relataram que o treinamento fisico em
natacao de curta duracdo (10 min/dia, durante 7 dias) iniciado 7 dias apés o IM
em ratos Wistar, ndo atenuou o processo de remodelamento verificado na fase
aguda da lesao isquémica. Por outro lado, Wu et al. (2009) relataram que o
treinamento fisico de alta intensidade em esteira rolante, iniciado 24 horas ap0s
o IM em camundongos (12 m/min, 10° inclinacdo, 60 min/dia) e realizado

durante 3 dias foi suficiente para reduzir o tamanho do infarto (18+3%) em
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relacdo ao grupo IM sedentario (29+7%). Adicionalmente, Jorge et al. (2011)
reportaram que o treinamento fisico de baixa intensidade em esteira rolante (60
min, 50-70% VOmax) iniciado 7 dias apds o IM em ratos Wistar com infartos
moderados (34+5%), durante 90 dias, reduziu o tamanho do infarto (19+6%).
Estes estudos sugerem que a melhoria no fluxo coronario bem como a
elevacdo dos niveis proteicos e do mRNA de VEGF (fator de crescimento do
endotélio vascular) promovidos pelo treinamento fisico aerdbico sao os
possiveis mecanismos responsaveis pela redu¢do no tamanho do IM.

Portanto, parece que as caracteristicas inerentes ao modelo animal, o
tamanho do infarto, a modalidade, intensidade, tempo e duragdo do
treinamento fisico sdo fatores capazes de modular os efeitos do treinamento
fisico sobre o tamanho e a expansao do infarto.

As mudancas estruturais no VE ndo estdo restritas a area infartada, mas
também as areas remanescentes ao IM. Midcitos cardiacos, fibroblastos, e
matriz extracelular desempenham papéis criticos durante o processo de
remodelacdo cardiaca. De forma geral, esse processo tem como objetivo
substituir os cardiomidcitos mortos por uma cicatriz constituida basicamente de
coldgeno (Xu et al.,, 2008). Apds o IM ocorre ativacdo das MMPs, enzimas
responsaveis pela degradacdo do colageno. Essas enzimas séo reguladas
pelas TIMPs, os quais inibem sua atividade, permitindo o acumulo de colageno
no miocardio.

No presente estudo, a medida do contetudo de colageno intersticial do
VE mostrou aumento de colageno tipo | nas areas remotas ao infarto. Esse
quadro reflete a progresséo da disfuncao ventricular, uma vez que 0 processo
de remodelacdo cardiaca caracteriza-se principalmente pelo acumulo
excessivo de colageno tipo | na regido ndo infartada. Essa fibrose reativa é
responsavel pela rigidez tecidual e por interrupcédo das propriedades elétricas e
mecanicas do corac¢ao, o que conduz a falha cardiaca (Xu et al., 2008).

Por outro lado, o programa de corrida aplicado no presente estudo,
iniciado 24 horas apos IM, nao foi capaz de reduzir a quantidade de colageno
tipo | intersticial no VE dos animais com IM. Em contraste ao que foi observado
aqui, de Waard et al. (2007) reportaram que o treinamento fisico com corrida

voluntéria, iniciado 24 horas ap0s a inducdo do IM e realizado por 8 semanas,
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foi efetivo em reduzir a fracdo de colageno nas areas remotas ao IM em
camundongos.

A diminuicdo da deposicdo de colageno em animais IM promovida pelo
exercicio fisico parece estar relacionada com o melhor balango entre sintese e
degradacdo da MEC e com a inibicho de componentes do sistema renina-
angiotensina (Xu et al., 2008; 2008a). Xu et al. (2008) relataram que o
treinamento fisico em esteira (16 m/min, 5° inc., 50 min/dia) iniciado 1 semana
apos o IM e realizado por 8 semanas reduziu a fibrose tecidual no miocéardio de
ratos. Esses autores evidenciaram que o0s ratos com [IM treinados
apresentaram diminui¢do na concentragéo de TIMP-1, o que resultou em maior
atividade das MMPs e aumento da degradacéo do colageno.

O sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) também é um fator
importante ap6s o IM. A atividade da ECA aumenta no tecido cicatricial e
conduz a um aumento nas concentracdes de Angiotensina Il (Busatto et al.,
1997; Resende e Mill.,, 2002). Em outro estudo, Xu et al. (2008a) mostraram
qgue ratos IM exercitados 1 semana apos o IM (16 m/min, 5° inc., 50 min/dia)
durante 8 semanas apresentaram reducao na concentracdo de receptores de
AT1 e de RNAm da ECA em reposta ao treinamento fisico, o que atenuou a
fibrose.

A divergéncia entre os resultados deste trabalho e os estudos citados
anteriormente pode ser atribuida ao periodo de duracdo do programa de
treinamento fisico aplicado. Os estudos mostraram que o treinamento fisico por
um periodo de tempo prolongado (9 semanas) foi mais efetivo para a
obtencdo de beneficios apos o IM (de Waard et al., 2007; Xu et al., 2008;
2008a; Jorge et al., 2011). Assim, sugere-se que o0 periodo de treinamento
fisico utilizado no presente estudo (5 semanas) nado tenha sido suficiente para
atenuar a quantidade de colageno das areas remotas do miocéardio de ratos IM
exercitados.

Paralelamente a perda de cardiomidcitos, fibrose reativa e formacéo da
cicatriz, ocorre hipertrofia do miécito e distorcdo da geometria ventricular por
sobrecarga de volume da area néao infartada (Anversa et al., 1985, Anversa et
al., 1991). A hipertrofia ventricular apresentada por coracdes acometidos pelo
IM é de caracteristica excéntrica, e ocorre em contraposi¢cdo ao aumento do

estresse parietal na diastole, uma adaptacdo que permite a manutengdo da
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funcdo ventricular, mas progressivamente conduz a dilatacdo ventricular
cronica (Zornoff et al., 1997; Pfeffer et al., 1990; Cohn et al., 2000).

Os dados obtidos no presente estudo referentes ao peso do coracao,
peso relativo do coracdo e peso relativo do ventriculo esquerdo sugerem que
esta patologia promoveu hipertrofia cardiaca. Entretanto, a complexa interacéo
de eventos, tais como, a reabsorcdo do tecido necrético e a quantidade de
coldgeno da cicatriz, pode interferir no peso do ventriculo infartado de modo a
nao refletir real crescimento celular (Epifanio et al., 2005; Zornoff et al., 2006;
Zornoff et al., 2009). Dessa forma, a medida da area celular transversa tem
sido uma ferramenta utilizada para avaliagdo do grau de hipertrofia do
cardiomidcito nesse modelo experimental de IM (Epifanio et al., 2005; Zornoff
et al., 2006). De fato, nossos resultados demonstraram aumento na area
celular dos cardiomiécitos dos animais IM. Portanto, pode-se considerar que o
aumento na area celular associado ao aumento do volume cardiaco, peso do
coracdo, peso relativo do coracdo e peso relativo do ventriculo esquerdo,
evidenciam que o IM promoveu hipertrofia do masculo cardiaco.

Conforme mencionado anteriormente, alguns estudos mostraram que o
treinamento fisico em natacdo iniciado precocemente ao IM pode agravar o
processo de remodelacdo cardiaca provocando hipertrofia e dilatacdo
ventricular (Kloner e Kloner, 1983; Gaudron et al.,, 1994). Todavia, n0SS0s
dados estdo de acordo com de Waard et al. (2007) em que o programa de
corrida em esteira rolante iniciado 24 horas ap6s IM nédo atenuou mas também
ndo agravou o remodelamento ventricular, pois a hipertrofia do cardiomiécito, o
conteudo de colageno e o tamanho do infarto ndo foram alterados nos animais
IM exercitados.

Deste modo, a modalidade do treinamento fisico pode ser um fator
importante sobre a remodelagdo cardiaca. Conforme citado anteriormente, 0s
treinamentos em esteira e em natacdo imp&em diferentes formas de estresse
cardiovascular. A natacdo é complicada por fatores relacionados ao reflexo de
mergulho e episdédios de hipdxia, que causam estresse mental e hipdxico no
coracao (Hochman et al., 1986; Lundeberg et al., 1998; Ait Mou et al., 2008).

Assim como em modelo animal, existem divergéncias nos resultados de
estudos com humanos. Jugdutt et al. (1988) avaliaram por ecocardiograma

(ECO) bidimensional pacientes com IM extenso de parede anterior submetidos
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a um treinamento fisico de baixa intensidade (durante 12 semanas), iniciado 3-
4 meses apos o IM. O treinamento fisico levou a dano miocardial adicional
incluindo adelgacamento de parede, expansdo da area do infarto, assinergia e
reducdo adicional da FE. Por outro lado, Jette et al. (1991) estudaram
pacientes com IM anterior extenso, em torno de 3 meses apos o IM, por ECO
bidimensional. Os pacientes participaram de um programa de reabilitacdo com
exercicios aerdbico (70 a 80% da FC) de pico e duragdo de 4 semanas. Os
resultados mostraram que ndo houve mudanca significativa nos volumes
sistélico final e diastdlico final, e na FE. Em contrapartida, o treinamento fisico
aerobico ndo ocasionou deterioragdo adicional da fungéo ventricular esquerda.
Ainda, Giannuzzi et al. (1997) relataram que em pacientes estaveis pés IM, o
treinamento fisico aerdbico iniciado 3-4 semanas apo6s o IM (80% da FC pico,
30min/dia) durante 6 meses, ndo promoveu mudanca significativa no volume
sistélico e diastdlico final, mas aumentou a FE. Ao contrario do grupo nao
treinado, os pacientes que participaram do programa de treinamento nao
apresentaram aumento dos volumes ventriculares, sugerindo uma possivel
atenuacdo do processo de remodelacdo cardiaca induzido pelo treinamento
fisico.

Desta forma, assim como nos estudos com modelo animal, as
divergéncias nos resultados de estudos com humanos podem ser atribuidas a
fatores ligados a heterogeneidade dos pacientes (presenca, tipo e severidade
do infarto, medicacéo), as diferencas metodoldgicas para avaliar o tamanho do
infarto, e aos diferentes programas de treinamento fisico adotado.

6.4. Funcéo cardiaca

Nossos dados mostraram que os animais com IM apresentaram FC
elevada, redugéo da PSVE e menor dP/dtynax, bem como elevagéo da PDFVE e
da dP/dtmin. Em conjunto os dados indicam disfuncéo sistélica e diastélica do
VE e indicam a efetividade da técnica de infarto experimental usada aqui e
serviram como parametro de comparacdo do desempenho cardiaco entre os
grupos de estudo.

Eventos como hipotenséo, queda na FE, reducdo da PSVE, dP/dtnax €

dP/dtnin, bem como elevacdo da PDFVE, sdo achados constantes neste
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modelo (Fletcher et al., 1981; Pfeffer et al., 1991; de Waard et al., 2007; Xu et
al., 2008; Jorge et al., 2011).

A disfuncao ventricular esquerda observada nos animais IM do presente
estudo pode ser consequéncia da perda de tecido cardiaco decorrente do
processo isquémico, visto que ao final do periodo experimental a dimensao do
infarto foi em torno de 35% do VE. Conforme mencionado anteriormente, além
da formacao de uma cicatriz na regido infartada, ha um aumento na deposicao
de colageno no miocéardio sobrevivente, o que torna o muasculo cardiaco mais
rigido e resistente ao estiramento. De fato, alguns autores sugerem que a
morte de tecido cardiaco e o acumulo de tecido fibroso no miocéardio
sobrevivente causado pelo IM contribuem para a disfungéo sistélica e diastélica
do VE (Pfeffer et al.,1979, Pfeffer et al., 1991; Xu et al., 2008, Jorge et al.,
2011). Além disso, a disfuncéo contratil pos-IM tem sido associada a disfuncéo
autonomica cardiovascular (Jorge et al., 2011).

Estudos anteriores demonstraram que o treinamento fisico iniciado
precocemente apdés o IM promove melhoria na funcéo cardiaca, por meio do
aumento da PSVE e na dP/dtyn., FE e fracdo de encurtamento em modelo
experimental de IM (de Waard et al., 2007; Xu et al., 2008; Jorge et al., 2011).
De fato, observou-se no presente estudo que o programa de corrida atenuou 0s
efeitos deletérios desta patologia, pois houve reducdo da FC, aumento da
PSVE e melhoria do indice de relaxamento (dP/dtyi,) do VE dos animais com
IM exercitados.

Neste sentido, similar aos achados do presente estudo, Jorge et al.
(2011) reportaram que o treinamento fisico em esteira (60 min, 50-70%
VO2max) iniciado uma semana apos o IM, por 12 semanas, normalizou a funcéo
sistolica e diastdlica no miocardio de ratos com IM. Estes autores
demonstraram que o programa de treinamento fisico reduziu a resistencia
vascular periférica bem como restaurou o controle autondmico cardiovascular e
estes fatores contribuiram diretamente para a melhoria na funcéo cardiaca.

Sugere-se que a reducéo da FC de repouso dos animais exercitados (IM
e SH) do presente estudo, pode estar associada a melhoria no controle
autondmico nos animais IM exercitados e comprova o beneficio do programa

de exercicios fisicos nos animais normais. Além disso, supde-se que a
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melhoria na funcdo cardiaca pode ser o ponto chave para explicar a melhora
na capacidade ao esforgo fisico observada nos animais estudados.

Em uma recente meta-analise envolvendo 1029 estudos, foram
selecionados 12 estudos caracterizados por pacientes com IM recente (<3
meses), clinicamente estaveis e que utilizaram programa de treinamento fisico
aerdbico de baixa a moderada intensidade. A meta-regressdo identificou que
quanto menor o tempo de inicio e mais prolongado o programa de treinamento
apos o IM, maiores sdo os efeitos benéficos sobre a fracdo de ejecdo, volume
sistdlico final e volume diastolico final. Com base nestes estudos, foi concluido
que o treinamento fisico tem efeito benéfico sobre a funcdo e remodelagéo
cardiaca e os maiores beneficios sdo observados quando o programa de
exercicios € iniciado por volta de 1 semana apoés o IM e se estende por periodo

de tempo superior a 3 meses (Haykowsky et al., 2011).
6.5. Funcédo contratil dos cardiomidcitos

Estudos com modelo de IM experimental demonstraram que a disfuncao
ventricular esta associada com o comprometimento da capacidade contratil
intrinseca do miocéardio (Holt et al. 1998; Zhang et al., 2000a; Loennechen et
al., 2002; Wisloff et al., 2002; de Waard et al., 2007, Bito et al., 2010). Neste
sentido, no presente estudo, observou-se que o IM causou prolongamento no
tempo para o0 pico contracdo celular, apesar de néo alterar a amplitude de
contracdo e o tempo para 50% de relaxamento dos miécitos cardiacos.

O aumento no tempo para 0 pico de contragdo observado nos
cardiomiocitos dos animais com IM, em relagcdo ao sham, indica que o IM
prejudicou a mecanica de contracdo do VE. De fato, este aumento no tempo
para o pico de contracdo pode explicar, pelo menos em parte, alteracdes
observadas in vivo ja citadas neste estudo, tais como a redu¢do na pressao
sistdlica e no indice de contratilidade (dP/dtms) do VE dos animais infartados.

Achados similares foram apresentados por Holt et al. (1998) em
cardiomidcitos de ratos 6 semanas apos o IM. Da mesma forma, Loennechen
et al. (2002) reportaram que o tempo para o pico de contracdo celular dos
midcitos isolados do VE estava aumentado na primeira e quarta semanas apos
o IM. Em contrapartida, Wisloff et al. (2002), reportaram que o tempo para o
pico de contracdo ndo foi alterado na oitava semana apos o IM em ratos. Bito
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et al. (2010) também reportam que o tempo para o pico de contracdo de
midcitos cardiacos de camundongos estava inalterado 8 semanas apos o IM.

A alteracdo no tempo para o pico de contracdo nos miocitos dos animais
IM pode estar relacionada com alteracées na disponibilidade de Ca*? durante o
acoplamento excitacdo-contracdo. Alguns autores observaram reducdo da
expressdo das proteinas regulatérias importantes no influxo de Ca* para o
citosol, como os RyR, presentes na membrana do RS (Guo et al., 2003;
Sallinen et al., 2007). Apesar destes parametros ndo terem sido mensurados
no presente estudo, sabe-se que a reducdo no influxo de Ca*? no cardiomiécito
diminui a quantidade desse ion disponivel para ativar os RyR,, 0 que aumenta
o tempo para liberacdo do Ca™ do RS e, portanto, aumenta o tempo da
contracao celular (Bers, 2002).

No presente estudo, a amplitude de contracdo dos cardiomiécitos nao foi
afetada pelo IM. Estudos prévios em animais com IM demonstraram que a
amplitude de contracdo celular apresenta resultados contraditorios. Alguns
estudos a amplitude de contracéo estava inalterada (Cheung et al.,1994; Anand
et al.,1997) enquanto em outros mostra-se reduzida (Li et al.,1995; Holt et
al.,1998; Loennechen et al., 2002; de Waard et al., 2007; Bito et al., 2010). A
reducdo na amplitude de contracdo de cardiomidcitos de animais infartados
pode ser explicada por alteracdes no transiente de Ca*? e na sensibilidade dos
miofilamentos ao Ca* (Holt et al., 1998; Wisloff et al., 2002; Loennechen et al.,
2002; Ait Mou et al., 2008).

Alguns estudos prévios reportaram que a amplitude do transiente de
Ca'™ estava aumentada em resposta ao IM e este aumento pode estar
relacionado com a reducao da sensibilidade dos miofilamentos ao Ca*? (Wisloff
et al., 2002; Loennechen et al., 2002; de Waard et al., 2007). E possivel que o
aumento no transiente de Ca*? durante a contracéo celular funcione como um
mecanismo compensatorio da perda de sensibilidade dos miofilamentos.

Por outro lado, Holt et al. (1998) demonstraram que a sensibilidade dos
miofilamentos ao Ca*™ ndo foi alterada pelo IM e sugerem que a reducdo da
amplitude de contragdo em cardiomiocitos de animais IM pode ser devido a
uma reducdo no transiente de Ca*?, ou seja, reducdo no fluxo de Ca*? citosélico

durante a contragdo celular. Sugere-se que a auséncia de diferencas na
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amplitude de contracdo entre os animais infartados do presente estudo pode
estar relacionada com a auséncia na amplitude do transiente de Ca*?.

O tempo para 50% do relaxamento dos midcitos cardiacos de animais
com IM néo foi diferente dos Sham no presente estudo. Em contraste, outros
estudos mostraram que o tempo para o relaxamento em midcitos cardiacos de
animais IM estava aumentado (Holt et al., 1998; Loennechen et al., 2002;
Wisloff et al., 2002). Entretanto, Anand et al. (1997) e Bito et al. (2010), n&o
encontraram diferencas no tempo de relaxamento dos cardiomiécitos em
animais com IM, quando comparados a seus controles Sham.

O tempo de relaxamento dos cardiomiécitos esta relacionado a eficiéncia
das vias de remoc&o do Ca*? do citosol. Foi reportado que a captacdo de Ca*?
pelo reticulo sarcoplasmético € reduzida nos cardiomiécitos de animais
infartados, devido a uma menor atividade da SERCA2 (Mackiewicz et al.,
2008). O nivel desta proteina também foi menor nesses animais (Gupta et al.,
2000; Wisloff et al., 2002; Guo et al., 2003; Ahlers et al., 2005; Sallinen et al.,
2007). Além disso, a densidade do NCX foi menor em coracfes IM. (Gupta et
al., 2000; Wisloff et al., 2002; Sallinen et al., 2007). Apesar destas vias nao
terem sido mensuradas no presente estudo, parece que o IM ndo promoveu
alteracbes nas vias de remocdo do Ca*? do citosol dos midcitos do VE dos
animais com IM.

Em relacdo aos efeitos do treinamento fisico iniciado 24 horas apés o IM
sobre as propriedades mecanicas dos cardiomiocitos, observou-se que o
programa de corrida aplicado aqui ndo alterou a amplitude, o tempo para o pico
de contracdo e o tempo para 50% de relaxamento celular. Estes resultados
estdo de acordo com os apresentados por Bito et al. (2010) que utilizaram outro
modelo de exercicio, animal e tempo de experimento. Eles mostraram que a
corrida voluntéria iniciada 24 horas ap0s a inducédo do IM, com duracdo de 8
semanas, nao foi efetiva em causar alteracées nestes mesmos parametros em
camundongos com IM. Os autores explicam este resultado, pela auséncia de
diferencas na amplitude do transiente de Ca*?.

Por outro lado, de Waard et al. (2007) mostraram que o treinamento
fisico com corrida voluntaria iniciado 24 horas apos a inducdo do IM em
camundongos, por 8 semanas, foi efetivo em reduzir os efeitos desta patologia

sobre a amplitude de contracdo de cardiomiocitos, em comparacdo aos
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controles sedentarios. Segundo os autores, o efeito benéfico do exercicio esta
associado & recuperacdo da sensibilidade dos miofilamentos ao Ca*?.

Portanto, € possivel que a intensidade (baixa a moderada) e a duragéo
do treinamento fisico aplicado (5 semanas), tenha sido insuficiente para induzir
adaptacdes celulares detectaveis por meio dos métodos de avaliacdo utilizados
in vitro. A intensidade do treinamento utilizada 24 horas apés o IM, no presente
estudo, foi escolhida com base na observacdo de que a maioria dos ratos néo
conseguiam tolerar maiores velocidades (ou seja, eles exibiram angustia
respiratoria ou se recusavam a correr). Nosso protocolo foi semelhante a
intensidade de treinamento empregada em outros estudos com este modelo
experimental de IM, nos quais haviam evidencias que o treinamento fisico
aerobio de intensidade baixa a moderada induziu melhorias na funcéo cardiaca
(Xu et al., 2008; 2008a; Jorge et al., 2011) e na contratilidade de cardiomidcitos
(Leosco et al., 2008; Ait Mou et al., 2008). Com relacdo a duragcdo do
treinamento, uma das hipéteses do nosso trabalho era de que o treinamento
fisico iniciado nos primeiros estagios e realizado até o final do processo de
cicatrizacdo (5 semanas), poderia ser suficiente para atenuar as possiveis
alteracdes sobre a contratilidade de cardiomidcitos de ratos IM.

Vale ainda destacar que, alguns autores consideram a possibilidade de
haver comprometimento da funcdo sistélica da camara ventricular mesmo
guando o estado inotropico de fibras miocardicas encontra-se normal (Stuver et
al., 1994; Anand et al.,1997; Chandrashekhar et al., 1999; Anand, 2002; Peron
et al., 2006). Estudos prévios verificaram que a contratilidade do miocéardio dos
animais infartados nao apresentava alteracdes. Esse fenbmeno ocorria apesar
da presenca de dilatacdo ventricular esquerda estar acompanhada de sinais de
insuficiéncia cardiaca, como congestdo pulmonar. Os autores concluiram que,
apesar da capacidade intrinseca do muasculo na geracao de forca ser igual
entre 0s animais com e sem IM, os ratos infartados apresentavam funcao
ventricular reduzida. Desse modo, o préprio processo de remodelamento, pelas
mudancas geométricas ocorridas, poderia comprometer a funcdo global do
coracao (Anand, 2002; Peron et al., 2006).

6.6. Consideracdes e limitacdes do estudo
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As diferencas entre os resultados do presente e dos demais estudos
podem ser explicadas por variagbes nas condicbes experimentais dos
diferentes estudos. O modelo animal utilizado, o tamanho do infarto, a selecao
dos midcitos de acordo com a regido do miocardio, o tipo de preparo utilizado
nos estudos in vitro (técnica, temperatura, concentracdo de calcio, frequéncia
de estimulacdo, entre outros) e o tempo decorrido desde a oclusdo da artéria
coronéaria, sdo fatores capazes de modular as alteracBes estruturais e
funcionais acarretadas ao miocéardio remanescente ao IM (Zhang et al., 1999;
Peron et al., 2006).

Existem evidéncias de que o IM de pequenas dimensdes acarreta pouca
repercussao para o miocardio e, portanto, em geral, ndo afetam o inotropismo
(Pfeffer et al.,1991; Peron et al., 2006). Uma limitacdo do presente estudo foi a
auséncia da andlise ecocardiografica, através da qual seria possivel a
avaliacdo do tamanho do infarto. De fato, os animais com IM utilizados para a
andlise da contratilidade dos cardiomidcitos isolados ndo foram os mesmos
utilizados na andlise histologica. Portanto, é possivel que estes animais
apresentavam infartos pequenos a moderados ou infartos ndo-transmurais.

Com relacdo a regido do miocardio de onde os cardiomiocitos foram
isolados, ainda existem controvérsias sobre as condicdes da capacidade
contratil do miocéardio remanescente apds o IM. Alguns estudos demonstraram
gue a amplitude de contracdo de midcitos isolados da regido remota ao infarto
mostrou-se reduzida (Holt et al., 1998; Wisloff et al., 2002). Segundo Melillo et
al. (1996) e Loennechen et al. (2002), células isoladas de regides adjacentes
ao IM tém capacidade de encurtamento reduzida ao passo que cardiomiécitos
provenientes da regido distante do infarto mantém a capacidade de
encurtamento normal. No presente estudo, utilizou-se midcitos da regido
remanescente ao IM. Ou seja, a cicatriz do infarto foi removida e o restante do
tecido do VE foi utilizado para o isolamento dos miécitos. De fato, considera-se
gue este procedimento possa ter contribuido para a grande variabilidade nos
dados relativos as propriedades mecanicas dos cardiomidcitos, evidenciada
pelo valor elevado do desvio-padrao em todos os parametros analisados in
vitro (em torno de 38% da média).

Por fim, neste trabalho, verificaram-se alguns beneficios do treinamento

aerdbico de baixa intensidade com corrida em esteira iniciado 24 horas apos o
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IM experimental, com duracéo de 5 semanas, sobre as alteracdes deletérias na
funcdo contréatil do miocardio promovidas pelo IM, o que confirma parcialmente
a hipdtese do estudo. Porém, os resultados obtidos in vitro sobre o
remodelamento adverso do miocardio, assim como sobre a contratilidade dos
cardiomidcitos foram inconclusivos. Esses achados sdo importantes para o
entendimento dos beneficios deste tipo de exercicio fisico para o musculo
cardiaco em individuos ap6s o infarto do miocardio. Todavia, sugerem-se
novos estudos para que sejam investigados 0s possiveis mecanismos celulares
e moleculares envolvidos no processo de remodelamento do miocéardio pos-

infarto nas condi¢des de exercitado e ndo exercitado.
7. Concluséao

Concluiu-se, com base nos resultados apresentados nestas condicdes
experimentais, que o treinamento aerdbico de baixa intensidade com corrida
em esteira iniciado 24 horas apos o IM experimental, realizado por 5 semanas:
ndo compromete a sobrevivéncia; aumenta a tolerancia ao esforgo fisico; ndo
atenua a congestdo pulmonar; ndo altera o tamanho do infarto; ndo reduz a
deposicdo de coldgeno no miocardio remanescente; ndo altera a hipertrofia
cardiaca; atenua modificacbes adversas de parametros hemodinamicos; e nao
afeta as propriedades mecénicas de cardiomiocitos isolados da regido

remanescente do ventriculo esquerdo.
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CERTIFICADO

A Comisséo de Etica para Uso de Animais - CEUA/ UFV certifica
que o projeto n.° 22/2012, intitulado “Efeitos do exercicio fisico regular
associado a terapia com células lronco sobre a estrutura e Jungdo do
miocdrdio de ratos submetidos ao infarto do miocdrdio”, do professor
Antbénio José Natali, do Departamento de Educagfo Fisica, ests de acordo
com o Cédigo de Etica Profissional do Meédico Veterinario, com os
Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagio Animal/Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério (COBEA/SBCAL) € com a legislagdo vigente,
tendo sido aprovado por esta Comissio em 25/05/2012.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the process
number 22/2012, “Effects of regular physical lraining associated with stem
cell therapy on the myocardial structure and function of rats undergone
through experimental myocardial infarction”, is in agreement with the
Medical Veterinary Professional Ethics Code, with the Ethical Principles for
Animal Research established by the Brazilian College for Animal
Experimentation/Brazilian of Animal Science Laboratory Society
(COBEA/SBCAL) and with actual Brazilian legislation. This Institutional
Commission on Maio, 25 2012 approved this process.

Vigosa, 25 de maio de 2012

Prdfessor Cldudio César Fonseca

Comisséo de Etica para o Uso de Animais da UFV - CEUA
Coordenador
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