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RESUMO

LAVORATO, Victor Neiva, M Sc., Universidade Federal de Vigcosa, marco de Higé#os

hY

do treinamento fisico aerobio associado a terapia com células-tronco mesenquimais
sobre parametros cardiovasculares e propriedades mecéanicas de cardiomiocites

ratos com infarto do miocardio experimental Orientador: Antonio Jose Natali.
Coorientadoes Daise Nunes Queiroz da Cunha, Ricardo Junqueira Del Carlo e Thales
Nicolau Primola-Gomes.

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do treinamento aerébio de baixa intensidade
associado a terapia de células-tronco mesenquimais (CTMs) nos parametros cardiovasculares
e propriedades mecanicas de cardiomiocitos em ratos com infarto do miocéardio (IM)
experimental. Ratos Wistar (idade: 30 dias; peso corporal: 118,01 + 11,24g) foram divididos
em seis grupos experimentais: CON SH e TR-SEbntrole Sham e Treinado Sham; CON

IM e TR IM — Controle Infartado e Treinado Infartado; CON IM CT e TR IM-€Tontrole
Infartado + CTMs e Treinado Infartado + CTMs. Os animais dos grupos IM foram
submetidos a toracotomia e ligadura da artéria coronéaria anterior descendente. Os animais dos
grupos Sham foram submetidos ao mesmo procedimento, madigadura. Os animais dos
grupos TR foram submetidos a um programa progressivo de corrida em esteira por 12
semanas, sendo a duracdo e a intensidade final de 60 minutos e 60-70% da velocidade
maxima de corrida, respectivamente. CTMs da medula 6ssea do fémur de ratos Wistar foram
usadas para transplante celular alogénico através da veia caudal (concentracdd: 1 x 10
células). As analises hemodinamicas foram realizadas por ecocardiografia, ao final do
experimento. O tamanho do infarto foi determinado por histomorfometria. As propriedades
mecanicas e o transiente intracellular global de calcio*{[Tale cardiomiécitos da area
remanescente ao IM foram mensurados usando-se um sistema de deteccdo de bordas e
microscopia confocal, respectivamente. A expressdo das proteinas reguladoras do transiente
de [C&"]; foi determinada por Western Blot. Os resultados mostraram que o tamanho do
infarto foi em média 30%. As CTMs foram localizadas apenas no pulmédo dos animais. O
treinamento aplicado aumentou o tempo total até a fadiga nos animais treinados, comparados
aos controles sedentéarios. O infarto diminuiu a espessura do septo interventricular (ESSIV),
as fracbes de ejecdo e de encurtamento do ventriculo esquerdo (VE), com aumentos no
diametro diastolico e sistolico (DSVE) k. Em nivel celular, o IM aumentou a amplitude

de contragédo e do transiente de IGae o tempo para 50% do decaimento de’JaA

terapia com CTMs aumentou as fracdes de ejecdo e de encurtamento do VE e reduziu a

amplitude e o tempo para 50% do decaimento d&JC® treinamento aplicado diminuiu o
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DSVE e aumentou as fracdes de ejecdo e de encurtamento do VE, a espe¥é&im ao

ESSIV. Além disso, reduziu o tempo para o pico de contracdo e o tempo para 50% do
relaxamento e aumentou a amplitude do transiente d8{@ssim como a expresséo d&'Ca
ATPase do reticulo sarcoplasmatico e da fosfolambam fosforilada na serina 1&.:§~18
associacdo do treinamento fisico a terapia com CTMs reduziu o tempo para o pico de
contracdo e aumentou a amplitude de?{fzabem como a expresséo de kLB Conclui-se

que o treinamento fisicaerdbio de baixa intensidade e a terapia com CTMs, isoladamente ou
em associacdo, promovem adaptacbes benéficas em parametros -cardiovasculares e

propriedades mecanicas de cardiomiocitos em ratos com IM experimental.
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ABSTRACT

LAVORATO, Victor Neiva, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, Zbffdcts of
aerobic exercise training associated with mesenchymal stem llcetherapy on
cardiovascular parameters and mechanical properties of cardiomyocytes in rats with
experimental myocardial infarction. Adviser: Antonio Jose Natali. Co-advisers: Daise
Nunes Queiroz da Cunha, Ricardo Junqueira Del Carlo and Thales Nicolau Primola-Gomes.

The aim of this study was to evaluate the effects of low-intensity aerobic exercise training
associated with mesenchymal stem cell therdd$ds) on cardiovascular parameters and
mechanical properties of cardiomyocytes in rats with experimental myocardial infarction
(MI). Male Wistar rats (age: 30 days; body weight: 118 + 11g) were divided into Six groups:
control sham (CON SH), trained sham (TR SH), control infarction (CON MI), trained
infarction (TR MI), control infarction plus stem cells (CON MI SC) and trained infarction
plus stem cells (TR MEC). Animals from MI groups were subjected to throcotomy ligation

of the anterior descending coronary artery. Animals from Sham groups were submitted to the
same procedure but ligation of the coronary branch. Animals from TR groups were submitted
to a progressive treadmill running training for 12 weeks, being the final duration and intensity
of 60 min and 60-70% of maximal running speed, respectively. MSCs from the Wistar rat
femoral bone marrow were used to allogenic cell transplantation through the tail vein
(concentration: 1 x fells). Hemodynamic analyzes were performed by echocardiography at
the end of the experimental period. The infarct size was determined by histomorphometry.
The mechanical properties and the intracellular global calcium transieft]; [@are
measured using an edge detection system and confocal microscopy, respectively. The
expression of calcium regulatory proteins was measured by western blotting. The results
showed that the average infarct size was of 30%. Exercise training increased the total time
until fatigue in trained animals as compared to their controls.détreased the systolic
interventricular septum thickness (ESSIV), and the fractions of ejection and shortening of the
left ventricle (LV), with increases in the LV diastolic diameter and in the LV systolic
diameter (DSVE). At the cellular level, Ml increased the amplitude of cell contractioafand
[Ca®"]; transient and the time to 50% decay of{GaransientThe cellular therapy increased

the fractions of ejection and shortening of the LV and reduced the amplitude and the time to
50% decay of the [G4; transient. Exercise training reduced the DSVE and increased the
fractions of ejection and shortening of the LV, the LV thickness and the ESSIV. At the

cellular level, exercise training reduced the time to peak of contraction and the time to 50%
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relaxation and increased the amplitude of the®{Cdransient. It also augmented the
expression of the Gh ATPase of the sarcoplasmic reticulum (SERCA 2a) and
phospholamban phosphorylated at serine 16 {(R1$8 The combination of exercise training

and cellular therapy decreased the time to peak of contraction and increased in the amplitude
of the [C&"; transient, as well as the expression of RLB In conclusion, low-intensity
exercise training and therapy with MSCs, either isolated or in combination, g®mot

beneficial adaptations to the heart of rats with experimental MI.
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1. INTRODUCAO

1.1. O infarto do miocardio e o remodelamento cardiaco: uma visao global e celular dos
danos ocorridos no coragao.

As doencas cardiovasculares sao responsaveis pela maior parte da mortalidade no
mundo. No ano de 2011, a Organizacdo Mundial de Saude verificou cerca de sete milhdes de
Obitos devido a doencas isquémicas do coracdo. Dentre os acometimentos cardiacos gerados
pelas doencas cardiovasculares, destaca-se o infarto do miocéardio (IM), antes considerado
uma complicagdo que atingia em maior escala paises desenvolvidos, hoje sendo comum
também em paises em desenvolvimento (WHITE; CHEW, 2008). No Brasil, o IM foi
responsavel por mais de 82 mil 6bitos em 2011 (DATASUS).

O IM é caracterizado pela obstrucdo parcial ou total das artérias coronarias,
responsaveis pela irrigacdo do miocardio. Com a obstrugcdo do fluxo sanguineo coronariano
parte do tecido sofre isquemia, e, caso essa persista, ocorrem danos irreversiveis que levam a
morte de parte do miocardio (MILL et al., 20MAN NIEUWENHOVEN; TURNER, 2013)

Esses eventos geram um processo conhecido como remodelamento cardiaco (RC), que
implica no rearranjo das estruturas cardiacas normalmente existentes (MILL et gl., 1990
SWYNGHEDAUW, 1999).

O remodelamento cardiaco ocorre ja que o coragcdo tem capacidade de regeneracao
limitada, devido a relativa baixa taxa de mitose dos cardiomiocitos. Desse modo, as células
que sobrevivem a isquemia sofrem hipertrofia, ao invés de proliferacdo. No caso do IM, essa
hipertrofia € patolégica e do tipo excéntrica (ERLEBACHER et al., 1984).

A morte celular € determinante para o RC, ja que esse processo estabelece perda de
tecido contrétil, hipertrofia compensatoéria dos cardiomiécitos e fibrose reparativa. Isso pode
ocorrer de duas maneiras, por apoptose (morte celular geneticamente programada, sendo
associada com marcadores pro e anti-apoptéticos como a Fas e a bcl-2, respectivamente) ou
necrose (caracterizada por alteracbes na membrana, sendo precedida por um periodo de tempc
durante o qual as células doentes tornam-se permedveis as imunoglobulinas). Durante a
isquemia, a principal forma de perda celular é por apoptose (SWYNGHEDAUW, 1999).

A matriz extracelular, em conjunto com os cardiomiocitos e as células endoteliais,
musculares lisas, mastdcitos e fibroblastos, constituem o miocardio (MAGALHAES et al.,
2008). A matriz extracelular € composta principalmente por fibras de colageno (tipo | e lll) e

€ responsavel por interligar os cardiomiocitos, formando as camaras cardiacas. No IM, apoés a



morte dos cardiomidcitos, eventos celulares e moleculares sdo desencadeados a fim de reparar
a area lesionada e manter a estrutura cardiaca (evitar o rompimento do ventriculo esquerdo),
substituindo essa area por uma cicatriz de coldgeno. Entretanto, com o decorrer do RC, as
areas nao lesionadas pela isquemia também sofrem efeitos deletérios gerados pelo
desequilibrio entre a quantidade e a distribuicdo de colageno (CLEUTJENS et al., 1995
DOBACZEWSK]I, GONZALEZ-QUESADA, FRANGOGIANNIS, 2010 VAN
NIEUWENHOVEN; TURNER, 2013). O aumento da rigidez devido as alteracbes dos
componentes da matriz extracelular (aumento de colagenos fibrilares) contribui para a perda
da funcéo cardiaca, diminuindo a complacéncia (CLEUTJENS et al., 1995).

Os danos estruturais instituidos pelo RC geram aumentos na secrecdo de
neurohorménios enddgenos e citocinas (ex. fator de necrose tumdfNF-a), interleucina
— 6 (IL-6), interleucina - R (IL-1B)) (SWYNGHEDAUW, 1999; DOBACZEWSKI;
GONZALEZ-QUESADA; FRANGOGIANNIS, 2010). Em resposta a isso, ocorre aumento
da atividade adrenérgica e do sistema renina-angiotensina, de forma a manter a perfusédo
(MILL et al., 1997 MCPHEE; GANONG, 2011). No entanto, os efeitos constantes dessa
resposta causam a elevacdo da pré e da pos-carga, devido a vasoconstricdo venosa e arterie
(MCPHEE; GANONG, 2011). De forma simultanea, na &rea nao infartada, a elevacdo do
estresse diastdlico final gera sobrecarga de volume que tende a normalizar o estresse parietal
de acordo com a lei de Laplace (SWYNGHEDAUW, 1999).

Essas respostas a deterioracdo estrutural causam efeitos que produzem modificacdes
na funcionalidade cardiaca, destacando-se a reducdo da pressédo arterial média, da fracdo de
ejecdo, da dP/dtx (valor maximo da derivada temporal de presséo arterial) egRxgtlor
minimo da derivada temporal de presséo arterial), com aumento da pressédo diastolica
diminuicdo da presséo sistdlica do ventriculo esquerdo (HOLT et al., T89BTA;
PRAHASH; ANAND, 2000 LOENNECHEN et al., 2002VISLOFF et al., 2002).

A hip6tese hemodinamica tradicional é que as doencas que aumentam a carga
hemodinamica do coracédo, como o IM, causam insuficiéncia cardiaca através da inducao dos
efeitos deletérios na contratilidade dos cardiomiocitos (FRANCIS, 2001). Sabe-se que o RC
leva ao aumento do comprimento dos cardiomidcitos e reducdo da espessura do ventriculo
esquerdo (SWYNGHEDAUW, 1999). Isso ocorre devido a distribuicdo anormal de carga no
ventriculo esquerdo, o que também explica as modificacdes contrateis dos cardiomidcitos
proximos a area infartada (BOZI et al., 2013). Apesar disso, outros fatores como alteracées na
estrutura cardiaca, morte celular, utilizagdo anormal de energia e distirbios neurohormonais

que ocorrem apo0s a isquemia cardiaca, contribuem para a piora da funcdo de bomba do



coracdo, independente dos danos na contratilidade dos cardiomiocitos (HOUSER;
MARGULIES, 2003).

Estudos tém verificado que parte desses efeitos prejudiciais a contracdo do miocardio
deve-se a modificacdo da funcdo de proteinas reguladoras do transiente deCelgio (
(WISLOFF et al., 2002DE WAARD et al., 2007 MORK et al., 2007 SALLINEN et al.,

2007, RESPRESS et al., 2012).

No que diz respeito as alteracdes nas proteinas que regulam o influxd,deelliaen
et al. (2007) observaram que apos 1 dia, 2 semanas ou 4 semanas do IM em ratos Sprague-
Dawley houve diminuicdo da expressdo de acido ribonucleico mensageiro (RNAm) dos
canais de CA tipo L. Por outro lado, Mork et al. (2007) mostraram que n&o houve alteracéo
nos niveis proteicos dos canais d'Qipo L ap6s 1 semana da inducéo do infarto em
camundongos C57BL/6.

Em relacdo & liberacdo de Calo reticulo sarcoplasmatico (RS), para que haja a
ativacdo da contracéo, observou-se que esta foi prejudicada pela reducdo nas taxas de RNAm
do receptor de rianodina (RyR2) durante periodos diferentes de avaliacdo em ratos infartados
(SALLINEN et al.,, 2007). Da mesma form&uo e colaboradores (2003)bservaram
diminuicdo no conteudo proteico de RyR2 do ventriculo esquerdo de ratos Sprague-Dawley
apos 7 semanas de infarto.

O infarto acomete também as proteinas responsaveis pela retiradd de €itosol,
para que haja o relaxamento celular. Por exemplo, Wisloff et al. (2002) observaram que
qguatro semanas apos o IM em ratas houve reducdo da expressao da calcio ATP-ase do RS
(SERCA 2) nos cardiomidcitos destes animais. O mesmo ocorreu apos sete semanas em
outro estudo (GUO; CHAPMAN; DHALLA, 2003). Outro estudo comparou os efeitos de
dois periodos pds-IM (12 e 28 semanasyesabrecaptacdo de Eaem ratas e foi verificado
aumento nos niveis de SERCA 2a em ambos os periodos, sem alteracdes na FLB (DANIELS
et al., 2007). Corroborando com esses achados, De Waard et al. (2007) observaram que apos 8
semanas do IM, cardiomiécitos de camundongos apresentaram menores conteldos proteicos
de SERCA 2a, assim como diminui¢cdo na fosforilacdo da fosfolamban (FLB) no residuo
treonina 17 (FLB17).

Quanto ao efluxo de Gaatravés do sarcolema, os trocadores de sédio e célcio (NCX)
aparecem como principais responsaveis, porém, as modificacdes nessa proteina pos-IM ainda
ndo sdo bem definidas. Por exemplo, Wisloff et al. (2002) mostraram que apdés quatro
semanas déM os cardiomidcitos de ratas apresentaram menores niveis de NCX, em relacdo

acs controles. Da mesma forma, Yoshiyama et al. (1997) verificaram a expressao génica de



NCX apos uma e duas semanas e trés meses do IM em ratos, tanto na regido adjacente quant
na remanescente ao infarto. Eles mostraram que houve aumento dos valores deldcRNAmM
NCX na érea adjacente ap0s a primeira e terceira semanas, mas diminui¢do ao fim do terceiro
més. Ja a area remanescente ao IM, houve aumento destes valores em todos os periodos
avaliados, o que também foi observado no estudo de Song et al. (2004). Concordando com
esses resultados, cardimiocitos da area remanescente de camundongos que foram submetida
ao IM aumentaram os niveis proteicos de NCX apdés uma semana do procedimento (MORK et
al., 2007).

As alteracbes nas proteinas que controlam a homeostase “doacaretam
modificacbes no transiente intracelular global de calcio®{J¢a, por consequéncia, nas
propriedades mecanicas de cardiomidcitos. Wisloff et al. (2002) encontraram maior tempo
para 50% do decaimento de’Ca para 50% do relaxamento celular em cardiomiécitos de
ratas infartadas, quando comparados aos animais controle, mostrando os efeitos deletérios do
IM sobre a diastole. Um estudo utilizando ovelhas verificou que cardiomiécitos da area
adjacente ao infarto, apds oito semanas do procedimento de ligadura da artéria coronaria,
apresentaram menor amplitude de contracdo celular e amplitude de transienté'lle [Ca
assim como maior tempo para 70% do relaxamento e para 70% do decaimentd @sCa
mesmos resultados ndo foram encontrados quando se analisou a regido remanescente ac
infarto (KIM et al., 2002). Por sua vez, Holt et al. (1998) observaram que cardiomiocitos da
parede livre do ventriculo esquerdo aumentaram o tempo para o pico de transientdide [Ca
além de reduzir a amplitude de contracdo, a velocidade de contracdo e a velocidade de
relaxamento, apos seis semanas da inducddldem ratos. O trabalho de Ait Mou et al.

(2009) avaliouas respostas contrateis de cardiomiécitos da regido préxima ao endocardio
(ENDO) e ao epicardio (EPI) da parede livre do ventriculo esquerdo de ratos 18 semanas apés
o IM. Os autores encontraram reducéo da amplitude dé]{G#a amplitude de contracdo e

das velocidades de contracdo e relaxamento em cardiomidcitos ENDO dos ratos infartados.
Os cardiomidcitos EPI desses animais ndo apresentaram diferencas significativas em relacdo
aos seus controles.

Outro fator que altera a mecéanica contratil de cardiomiocitos é a sensibilidade dos
miofilamentos ao C&, porém, ainda ndo h& consenso entre os resultados dos estudos em
animais infartados. Por exemplo, Fellenius et al. (1985) e Wisloff et al. (2002) observaram
reducédo da sensibilidade dos miofilamentos &5 €a animais infartados, enquanto Ait Mou

et al. (2009) néo verificaram diferenca entre animais infartados e controles.



Apesar dos resultados obtidos nos estudos ao longo dos anos, os mecanismos pelos
quais essas alteragOes celulares ocorrem ainda nao estdo totalmente esclarecidos. Esse:
resultados controversos parecem estar relacionados com os periodos de avaliagdo pos-IM,
assim como analises de regifes distintas do ventriculo esquerdo infartado (SIPIDO et al.,
2002).

Verifica-se assim, o importante papel do remodelamento cardiaco p6s-IM, que por um
lado permite que o coracdo mantenha suas fungbes basicas em resposta ao aumento de carg
hemodinamica e, por outro, € um fator de risco para a disfuncdo ventricular e insuficiéncia
cardiaca (MENDES et al., 2012).

1.2. Tratamentos n&o farmacolégicos ap6s o infarto do miocérdio.

Alternativas terapéuticas vém sendo propostas para o tratamento do IM. Nesse
contexto, o treinamento fisico aparece como uma estratégia ndo farmacoldgica que pode
atenuar as mudancas autondmicas cardiacas e a disfuncdo do ventriculo esquerdo
(BARBOZA et al., 2012)

O exercicio fisico aerobio realizado de forma regular causa adaptacdes fisioldgicas
importantes para o organismo, dentre elas destaca-se as cardiovasculares, as quais levam a
desenvolvimento da hipertrofia cardiaca (MAGALHAES et al., 2008). Durante o treinamento
fisico aerdbio, como corrida e natacdo, ocorrem alteracdes hemodinamicas que acarretam em
sobrecarga de volume, causando hipertrofia excéntrica, a qual gera tanto aumento da cavidade
quanto da espessura da parede do ventriculo esquerdo (MAGALHAES et al,, 2008
HASHIMOTO et al., 2011). Além disso, o treinamento fisico aer@eia outras alteracdes
cardiovasculares, tais como aumento da capilarizacdo, melhora da resposta mecanica da
musculatura esquelética, aumento de atividades enzimaticas, melhor relacéo
ventilacdo/perfusdo, aumento da capacidade funcional pulmonar, aumento do débito cardiaco
e da extracdo de oxigénio pelos tecidos (SCHEUER; TIPTON, 1977; GHORAYEB et al.,
2005).

Apos o IM, a tolerancia ao exercicio é reduzida, o que pode ser atenuada pelo
treinamento fisico aerobio em funcédo da elevacdo no pico do volume de oxig&imoo
VO2max(SULLIVAN et al., 1989 PINA et al., 2003; BARBOZA et al., 2012).

O efeito cardioprotetor do treinamento fisico aerdbio pode ser explicado por diversos
mecanismos, dentre eles: o aumento da circulagdo coronariana (circulacdo colateral), o

aumento de proteinas de choque térmico, 0 aumento da ciclooxigenase-2 miocardial (COX-2),



melhora da funcdo dos canais de potassio dependentes de ATP no sarcolema e na mitocondria
(sarcoKatp € mMitoKatp, respectivamente) e ao aumento da capacidade antioxidante do
miocéardio (HAMILTON et al., 2001KONG et al., 200lPOWERS; QUINDRY; KAVAZIS,

2008 CHEN et al., 2010).

A cardioprotecdo oferecida pelo exercicio fisico aerobio estabelece alteracdes
estruturais e funcionais no miocardio acometido pelo IM. Em animais, por exemplo,
observaram-se aumento da fragdo de encurtamento e a diminuicdo do contetdo de colageno
na matriz extracelular em resposta ao treinamento, gerando o aumento da complacéncia
cardiaca (DE WAARD et al., 200XU et al., 2008bXU et al., 2008aCHEN et al., 2010). O
treinamento fisico aerdbio, como a corrida, mostra-se eficaz também na melhora da
contratilidade do miocardio pelo aumento da dR4dtda dP/dtin (KEMI et al., 2007 XU et
al., 2008b), além da diminuicdo da pressdo do ventriculo esquerdo no final da diastole e
aumentar a pressao sistolica (KEMI et al., 2007).

Oenstein et al. (1995) utilizaram um programa de treinamento aerobio em natacao que
teve inicio cinco semanas pos-IM e se estendeu por seis semanas. Eles verificaram aumento
na espessura da parede e reducdo da cavidade do ventriculo esquerdo de ratos infartados
guando comparados aos controles. Esses resultados mostram que o treinamento fisico aerébio
aplicado foi capaz de normalizar a tensdo da parede no ventriculo esquerdo. Corroborando
com esses achados, Ait Mou et al. (2009) mostraram que um treinamento aerobio de corrida
com duracéo de cinco semanas, realizado treze semanas apés o IM, aumentou a relacdo pesc
do coracdo / peso corporal, que é utilizada como indice de hipertrofia cardiaca. Além disso, 0s
autores observaram diminuicdo do didmetro do ventriculo esquerdo durante a sistole.

Em nivel celular, estudos tém mostrado que o treinamento fisico é capaz de reverter,
em parte, os danos causados pelo IM na contratilidade do mioddtitizando o treinamento
intervalado com sprints, foram identificadas melhoras na contratilidade celular de ratos
infartados, representadas pelo aumento da amplitude de contragdo, assim como redugcdo no
tempo para 50% do pico de contracéo e no tempo para 50% do relaxamento (ZHANG et al.,
2000). O treinamento com corrida voluntaria foi capaz de aumentar a amplitude de contracéo
e diminuir a [C4]; durante a sistole e a diastole, sem ocasionar alteracdes na expressdo da
SERCA 2a e FLB em camundongos infartado& (WAARD et al., 2007). Outro estudo,
utilizando treinamento com corrida de baixa intensidade, verificou aumentos na amplitude de
contracdo, na amplitude do transiente de*{lzana velocidade de contracéo e na velocidade

de relaxamento em cardiomidcitos da regido do sub-endocardio de ratos infartados (AIT



MOU et al., (2009). Os autores observaram, ainda, aumentos na expressado de SERCA 2a, sem
alteracdo nos niveis de FLB nos mesmos animais.

As adaptacdes mencionadas acima, em resposta a diferentes tipos de treinamento
fisico, demonstram que este pode restaurar parte dos danos contrateis causados pelo IM ao
coracdo. Entretanto, os efeitos do treinamento fisico aerébio de baixa intensidade sobre o
transiente de [C4); e a expressdo de proteinas reguladoras do transiente e §€aatos
infartados nao estdo completamente esclarecidos.

Outro tratamento utilizado para reparar os danos cardiacos ocasionados pela isquemia
provocada pelo IM é a terapia com células-tronco. Essa populagédo de células pode prevenir o
afinamento da parede do ventriculo, a formacéo de cicatriz e o declinio da fungéo sistélica
(SHAKE et al., 2002).

Todas as células do corpo se originam de células-tronco, que sao definidas como
primitivas, indiferenciadas e pluripotentes, tendo a habilidade de se renovar através de divisao
mitotica. Elas sao obtidas tanto do embrido e do feto, quanto de varias regides do corpo adulto
(SHAH; SHALIA, 2011).

O miocardio infartado induz a secrecao de Td\fpela hipdxia, o qual estimula a
expressado de varios fatores, como as quimiocinas, no coracao infartado. As citocinas, fator 1
derivado de estroma, interleucina-8 e fator de crescimento endotelial vascular, promovem a
mobilizacdo de células-tronco e permitem a implantacdo delas no tecido isquémico, onde se
proliferam e diferenciam, expressando proteinas citoplasmaticasni@ina cardiaca, o-
actina sarcomérica e conexina 43) e proteinas nucleares (ex. Csx/Nkx 2.5, MEF 2, GATA-4)
(ORLIC et al.,, 2001 DONG et al., 2010). Além disso, as células-tronco exercem efeitos
paracrinos que ativam cardiomiécitos residerges proliferacdo de midcitos residuais,
contribuindo para a cardiomiogénese, diminuicdo da apoptose de cardiomidcitos e
remodelamento da cicatriz (SHAH; SHALIA, 2011).

As células-tronco que vém sendo utilizadas atualmente para o reparo do miocardio sdo
0s mioblastos esqueléticos, as células-tronco cardiacas, as células-tronco mesenquimais
(CTMs), ascélulas progenitoras endoteliaas,células-tronco sanguineas do corddo umbilical,
as células pluripotentes induzidas, as células hematopoiéticas e as células-tronco
embrionarias. Todas essas possuem suas vantagens e desvantagens no tratamento do coracé
infartado (VILQUIN; MAROLLEAU; SCHWARTZ, 2005 JAMEEL; ZHANG, 2010
SHAH; SHALIA, 2011)

O melhor método de aplicagdo ou transplante das células-tronco a fim de reparar os

efeitos deletérios do IM ainda tem sido discutido, porém, verifica-se que a terapia celular



intravenosa tem a capacidade de atingir ndo soO a area afetada pela isquemia, como no métoda
intracoronariano, mas também tecidos e vasos proximos a regido infartada. A aplicacéo
intravenosa pode ainda restaurar lesbes causadas em eventos anteriores (SHAH; SHALIA,
2011).

Especificamente, as CTMs podem ser derivadas da medula éssea e do tecido adiposo.
Esse tipo celular é pouco imunogénica devido a auséncia de miosina de cadeia pesada |l
expressdo da molécula co-estimulatéria B-7. Elas podem se diferenciar em osteoblastos,
condrdcitos, adipoécitos e cardiomiécitos e induzem a angiogénese. O transplante das CTMs
pode ser realizado de forma alogénica ou autbloga e elas séao pluripotentes, alémede pode
ser crio preservadas para o futuro. Dessa maneira, o tratamento utilizando as CTMs parece ser
eficaz em coragcdes acometidos pelo IM (VILQUIN; MAROLLEAU; SHWARTZ, 2005;
JAMEEL; ZHANG, 2010 SHAH; SHALIA, 2011).

Para identificar os efeitos benéficos que as CTMs podem causar no coragao
isquémico, estudos utilizando CTMs derivadas da medula éssea de humanos e de animais
vém sendo realizados. Nesse sentido, observam-se alteracdes estruturais cardiacas ocorrida:
em animais devido a terapia com essas células-tronco, tais como aumento da espessura e
atenuacdo no aumento do diametro do ventriculo esquerdo (SHAKE et aj.BERRY et
al., 2006). Estes efeitos foram explicados, em parte, pela reducédo da fibrose e da apoptose,
além da presenca de miogénese e angiogénese (NAGAYA et al, BERRY et al., 2006
CARVALHO et al., 2006 LI et al., 2011). Essas adaptacGes na arquitetura do miocéardio
geram modificacbes hemodinamicas, tais como aumento da fracdo de ejecdo e de
encurtamento, o fluxo sanguineo, reduzindo o volume sistélico e o diastélico final e aumento
da presséo sistdlica do ventriculo esquerdo (MIN et al.,; ZBBRRY et al., 2006LI et al.,

2012, WANG, T. et al., 2012).

No que diz respeito a funcdo contratil do coracdo infartado que recebe o transplante
das CTMs, foram verificados aumentos na dRidt da dP/dfin (NAGAYA et al., 2004
KHOKHLOVA et al., 2012). Reforgando esses achados, Li et al. (2011) encontraram aumento
do conteudo proteico de SERCA 2a e RyR2 em cardiomidcitos de ratos infartados tratados
com CTMs, mostrando uma possivel melhora do acoplamento excitacdo-contracdo. O
trabalho de Dos Santos et al. (2013) observou as alteracdes contrateis em nivel de érgéo e
celular apos terapia com células-tronco mononucleares da medula 0ssea em ratos que
sofreram ligadura da coronaria. Foram verificados aumento do volume de sistélico, do
trabalho cardiaco e da dRjgdtno ventriculo esquerdo, apés 6 semanas do IM. Verificou-se

ainda, o aumento da resposta inotrépica devido aos aumentos da concentr&ghce de



melhora da contratilidade celular, com aumentos na expressdo das proteinas SERCA 2a e
FLB, fosforilagédo de FLRse reducéo da expressao dos NCX. Apesar disso, outros estudos
ainda necessitam ser realizados para a compreensao da funcdo da terapia de células-troncc
sobre as propriedades mecanicas de cardiomidcitos.

A terapia com células-tronguoostrousecapaz de aumentar a capacidade de exercicio
fisico em individuos que sofrerativ. Estudos mostraram que individuos que receberam
células-tronco derivadas da medula 6ssea de forma aut6loga e por injecdo intracoronariana,
aumentaram o tempo de exercicio fisico (LUNDE et al., 2007), o pico de frequéncia cardiaca
e 0 pico do V@ (LUNDE et al., 2007 STRABURZYNSKA-MIGAJ et al., 2012) 6 e 12
meses posM, quando comparados ao gruge infartados nédo tratado#lém disso, os
individuos avaliados melhoraram a qualidade de vida, avaliada por um questionario contendo
um componente fisico e um mental (LUNDE et al., 2007).

Nota-se, portanto, que o tratamento com treinamento fisico ou com terapia de células-
tronco é eficaz na reducdo dos danos causados pelo IM. Entretanto, os efeitos desses
tratamentos de forma associada sobre o coragao, ainda ndo estdo esclarecidos. Por exemplo
Waring et al. (2012) verificaram que o treinamento fisico aerdébio, de baixa ou de alta
intensidade, em ratos néo infartados, aumentou a expresséo de fatores de crescimento levandc
a hipertrofia cardiaca e a ativacdo e diferenciacdo de células-tronco progenitdi@sasa
Apenas o estudo de Cosmo et al. (2012) avaliou os efeitos dos dois tratamentos associados
pos-IM. Os autores injetaram células-tronco mononucleares da medula 6ssea em ratos
infartados e iniciaram um programa de natacéo de baixa intensidade 30 dias apds a isquemia,
sendo que esse treinamento se estendeu por 30 dias. Os autores observaram aumento da fracga
de ejecdo e reducdo da quantidade de fibras coldgenas na regido de fibrose nordioca
grupo treinado e tratado com células-tronco, em relacdo aos animais somente treinados.

Apesar dos efeitos benéficos do exercicio fisico regular e do transplante de células-
tronco sobre a estrutura e funcdo do coracédo infartado, ndo é de nosso conhecimento estudos
que investigaram o efeito sinérgico desses tratamentos sobre parametros cardiovasculares e
propriedades mecanicas de cardiomidcitos isolados. Dessa forma, a hipotese foi de que a
associacdo dos dois tratamentos poderia potencializar os efeitos destes sobre o coracéo
isquémico, uma vez que as células-tronco contribuem para a regeneragcéo do miocardio, ja que
os cardiomidcitos tem uma taxa de mitose relativamente baixa (SHAH; SHALIA, 2011), e o
treinamento fisico € capaz de ativar mecanismos celulares que levam a hipertrofia cardiaca
fisiol6gica e melhora funcional do miocardio (ORENSTEIN et al., 1935 et al., 2008b
XU et al., 2008pAIT MOU et al., 2009).



Além disso, a aplicacdo das CTMs logo apés o IM e o treinamento iniciando 24hs
apos o IM, poderiam exercer seus efeitos benéficos ainda na fase de inflamacgédo do
remodelamento cardiaco, diminuindo a formacdo de fibrose (VAN NIEUWENHOVEN;
TURNER, 2012).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Investigar os efeitos do treinamento fisico aerdbio iniciado 24hs apds o IM associado a
terapia com células-tronco mesenquimais sobre parametros cardiovasculares e propriedades
mecanicas de cardiomiécitos isolados do ventriculo esquerdo de ratos com infarto do

miocardio experimental.

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos de um treinamento fisico aerébio com corrida em esteira de baixa
intensidade associado a terapia celular com células-tronco mesenquimais derivadas da medula
O0ssea sobre 0s seguintes parametros cardiacos e celulares de ratos submetidos ao IM

experimental:

Diametro sistolico e diastélico do ventriculo esquerdo, fracdo de ejecdo, fracdo de

encurtamento, espessura sistélica e diastolica da parede posterior do ventriculo

esquerdo, além da espessura sistolica e diastélica septo interventricular.

e Amplitude e duracdo de contragdo e relaxamento de cardiomidcitos isolados da zona
remanescente ao infarto;

e Amplitude e duracdo das fases sistdlica e diastélica do transiente @@ [ea
cardiomidcitos isolados da zona remanescente ao infarto;

e Expressédo das proteinas reguladoras do calcio (NCX, SERCA 2@ ERBser19

no tecido cardiaco da zona remanescente ao infarto, no ventriculo esquerdo.
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3. METODOLOGIA

3.1. Animais experimentais e tratamentos

Foram utilizados 96 ratos (Rattus novergicus) Wistar, com 4 semanas de idade e peso
corporal inicial de 118,01 + 11,24g (média + desvio padrdo). Os animais foram obtidos no
Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal de
Vicosa. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os Principios Eticos
elaborados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). O projeto foi
aprovado pela Comisséo de Etica para Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de
Vigosa (parecer n° 05/2013).

Os animais foram alojados em gaiolas coletivas (4-5 animais por gaiola), receberam
agua e racao comercial ad libitum, sendo mantidos em uma sala com temperatura média de
22°C e regime de luminosidade de 12/12hs claro/escuro. Os animais foram pesados no inicio
e no final do experimento utilizando uma balancga eletrénica digital (Rochelle, Brasil).

Os animais foram separados aleatoriamente em 6 grupos, com 16 animais em cada
grupo, sendo:

CON SH (controle e sham): ratos que ndo foram submetidos ao treinamento fisico com
corrida em esteira e sofreram cirurgia simulada de infarto do miocardio;

TR SH (treinado e sham): ratos que foram submetidos ao treinamento fisico com corrida em
esteira e sofreram cirurgia simulada de infarto do miocardio;

CON IM (controle e infartado): ratos que ndo foram submetidos ao treinamento fisico com
corrida em esteira e sofreram cirurgia do infarto do miocardio;

TR IM (treinado infartado): ratos que foram submetidos ao treinamento fisico com corrida em
esteira e sofreram cirurgia do infarto do miocardio;

CON IM CT (controle infartado + terapia de células-tronco): ratos que nao foram submetidos
ao treinamento fisico com corrida em esteira, que sofreram cirurgia do infarto do miocardio e
terapia com células-tronco;

TR IM CT (treinado infartado + terapia de células-tronco): ratos que foram submetidos ao
treinamento fisico com corrida em esteira, que sofreram cirurgia do infarto do miocéardio e

terapia com células-tronco.
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3.2. Programa de treinamento fisico

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

Antes do inicio do treinamento fisico, todos os animais foram colocados na esteira
rolante para adaptacédo, durante 5 dias, 5 min/dia a velocidade de 5 m/min. Apos 48 horas,
realizou-se o infarto do miocardio e o transplante das CTMs (item 3.3 e 3.4, respectivamente).
O treinamento teve inicio entdo, 24 horas apds esses dois procedimentos. Durante a primeira
semana de treinamento fisico, os animais correram a uma velocidade considerada leve (7-10
m/min) e com o tempo progredindo até alcancar 50 min de duracdo a cada sessdo de treino.
Apoés 48 horas, foi realizado o teste na esteira rolante para determinacdo da velocidade
maxima de corrida, comegando a 5 m/min, com incrementos de 3 m/min a cada 3 min até a
fadiga de cada animal de todos os grupos experimentais. O momento da fadiga foi definido e
o teste interrompido quando os animais ndo mantiveram a corrida de acordo com a velocidade
da esteira. A intensidade do protocolo de treinamento foi monitorada através do aumento
progressivo do tempo e da velocidade de corrida, atingindo 1 hora/di@% da velocidade
maxima de corrida dos grupos TR SFR IM e TR IM CT, a partir da 22 semana de
treinamento até o final da 122 semana. Ao final da 42 e da 82 semanas, realizou-se novamente
o teste de esforco fisico para ajuste da velocidade de corrida de cada grupo exAwitado.
final da 122 semana, realizou-se o teste de esforc¢o fisico para avaliar o desempenho final dos

seis grupos experimentais.

3.3 Inducao do Infarto do Miocardio

3.3.1. Anestesia para toracotomia

Os animais foram colocados dentro de uma céamara de indugédo, onde foram
anestesiados com isoflurano 3% e oxigénio 100% a um fluxo constante de 1mL/minuto. Uma
vez inconscientes, os animais foram retirados da camara de indugéo e colocados em decubito
dorsal em uma plataforma para imediata intubacdo. Uma frequéncia respiratéria de 20
ciclos/minuto serviu de parametro para indicar o momento ideal para intubacdo. Para

intubacao orotraqueal foi usado o sistema para pequenos ariinohise( BioTex, Houston,
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TX). Um catéter intravenoso medindo entre 16 e 20 gauges e 2,54cm de comprimento foi
utilizado como sonda endotraqueal, dependendo do peso do animal. Imediatamente, o tubo
endotraqueal foi conectado ao ventilador para pequenos animais (Inspira Advanced Safety
Single Animal Pressure/Volume Controlled Ventilators, Harvard Apparatus, Massachusetts) e
a frequéncia respiratéria estabelecida entre 50 e 60 ciclos/minuto, com presséo entre 16 e 18
cm HO e fluxo de oxigénio de 550mL/minuto. Anestesia foi mantida com isoflurano até
efeito. Para certificacdo do efeito da anestesia verificou-se a auséncia de reflexo

neuromuscular pelo pincamento do digito de um dos membros posteriores.

3.3.2 .Toracotomia e Infarto do Miocardio

Com os quatro membros imobilizados e em decubito dorsal sobre a plataforma,
realizou-se ampla tricotomia da regido toracica seguida de assepsia e anti-sepsia. & acesso
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
pulmbes com o auxilio de um cotonete umedecido para facilitar a visualizac&o, e o pericardio
foi entdo seccionado expondo o coracao. A identificacdo do local para realizacdo da ligadura
da artéria coronéria foi feita tendo como referéncia o apéndice atrial esquerdo. Procedeu-se
entdo a ligadura da artéria coronaria anterior descendente (AAD). A ligadura foi
criteriosamente feita a uma distancia de aproximadamente 2 mm do apéndice atrial esquerdo
com ponto unico, usando-se fio monofilamentar 5-0 ou 6-0. O ponto deveria ser profundo o
suficiente para que a artéria fosse realmente bloqueada. Prontamente, a ligadura bem sucedida
causava empalidecimento da regido inferior ao ponto bloqueado. Alternativamente, o
eletrocardiograma (PowerLab device -ref. ML865, ADInstruments, Sdo Paulo) foi realizado
para confirmar graficamente as alteracbes morfolégicas do segmento S-T, durante o
transoperatorio.

A cavidade toracica foi fechada por duas camadas de suturas néilon 4-0: muscular e
pele. Antes de completar a Ultima sutura do torax, a pressao positiva ao final da expiracéo foi
exercida e mantida por aproximadamente 2 segundos com a finalidade de inflar os pulmdes ao
maximo.

A simulagdo da cirurgia realizada nos grupos SHAM consistiu do mesmo

procedimento cirdrgico, porém sem oclusa®\éd.
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3.3.3. Cuidados p0Os-operatorios

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

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

via intramuscular no periodo pré-operatorio imediato na dose de 10mg/kg,.

3.4. Coleta das CTMs danedula 6ssea

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

Realizou-se desarticulagcdo e remocdo dos fémures de forma asséptica, seccdo das
epifises distais, sendo o canal medular lavado com meio de crescimento Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium baixa glicose (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO/EUA) acrescido de 20% de
soro fetal bovino (Gibco), 50 mg/L de gentamicina (Sigma), 100000 U/L de peniGilina
potassica (Sigma) e 1,5 mg/L de anfotericina B (Sigma); com auxilio de uma seringa de 10
mL e agulha de 25 G.

O material obtido foi centrifugado a 1500 rpm durante 10 minutos, desprezando-se o
sobrenadante. O precipitado contendo a fracdo celular foi ressuspendido em meio DMEM
completo e plaqueado na concentracdo de %odl0las/mL em frascos de cultura celular de
75 mnf (Sarstedt, Numbrecht, Alemanha), mantidos em estufd@ 63m 5% de CQO

As culturas foram monitoradas diariamente com auxilio de microscopio invertido, e 0
meio de cultura foi trocado a cada trés ou quatro dias, de acordo com a necessidade. Quando
as células atingiram em torno de 80-90% de confluéncia, realizou-se o desprendimento do
frasco de cultura por digestdo enzimatica com solucéo de 0,25% tripsina/EDTA (Sigma) e

novo plagueamento, permitindo a purificagéo, o cultivo e a expansao da populagéo.
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As células foram mantidas em cultura com repiques sucessivos no maximo até a
quinta passagem, a fim de evitar a senescéncia proliferativa, quando, entdo, as células foram
utilizadas (ZUK et al., 2002).

3.4.1. Caracterizacdo celular

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

As células, na concentracdo de 1¥1fdram incubadas individualmente com os
anticorpos primarios (anti-CD45 clone 69 mous®D Bioscience, San Jose, Califérnia,
EUA,; anti-CD90 clone Ox-7 mouseAbCam, Cambridge, Massachusetts, EUA; &id¢3
clone 5 F/B9 mouse AbCam; e anti-CD54 clone 1A29 mousé@bCam), por 30 minutos a
4°C, lavadas com PBS e incubadas com o anticorpo secundéario conjugado com fluorocromo
Alexa 488.

As amostras foram analisadas usando citbmetro de fluxo FACScan e software
CellQuest®, obtendo-se 30000 eventos por amostra testada.

Os resultados da caracterizacao celular realizada por meio de citometria de fluxo estao
apresentados na Figura 1.
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Figura 1:Avaliagéo da frequéncia de CD 34, CD 45, CD 90 e CD 54 por citometria de fluxo

em CTMs oriundas da medula 0ssea de ratos Wistar. A intensidade de fluorescéncia de cada
marcador de superficie nas CTM indiferenciadas (graficos brancos ou abertos) esta
comparada com os isotipos controle (grafico preto). O eixo X representa a escala de
fluorescéncia, sendo positivo quando as células ultrapassan®Iixo Y indica o ndimero

de células avaliadas durante o evento. A) Grafico de pontos demonstrando a populacéo
celular selecionada para o estudo (R1), que representou 43% de homogeneidade. As amostras
da cultura revelaram expresséo negativa para 96,53% de CD34 (B) e 93,89% de CD45 (C) e
expressao positiva para 99,0% de CD90 (D) e 95,8% de CD 54 (E).

Dessa forma, a citometria de fluxo demonstrou que as células utilizadas no estudo,

realmente eram células-tronco.
3.4.2. Nanomarcacédo das CTMs da medula 6ssea

Células de quarta passagem foram incubadas com o Cell Labeling Kit Qtracker 655®
(Invitrogen) segundo recomendacfes do fabricante. A marcacado foi confirmada através do

microscopio de fluorescéncia antes da aplicacéo das células.

3.4.3. Transplante de células
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As células nanomarcadas foram tripsinizadas e centrifugadas para a obtencao do pellet
celular. O pellet foi ressuspendido em PBS e aliquotas dé t&ll0as foram preparadas em
1,0 mL de PBS, centrifugadas e armazenadas em caixa de isolamento térmico atét mome

da aplicacdo endovenosa.

3.5. Identificacéo das CTMs derivadas da medula 6ssea

CTMs derivadas da medula 6ssea foram isoladas do fémur de ratos Wistar com 4

semanas de idade, cultivadas no meio base DMEM em placas de crescimento de cultura,
mantidas em estufa incubadora a 37°C. Células da quarta passagem foram incubadas e
marcadas com Q-tracker durante 45 minutos. Aliquotas celulares de 1 ml contentio 1x10
células, foram injetadas via veia caudal imediatamente apos o IM. Um grupo de animais
sofreu eutanasia 18h apds o infarto e fragmentos dos tecidos do coracéo, baco e pulméo foram
coletados com o objetivo de rastrear o destino das CTM transplantadas. As amostras foram
fixadas em formalina de Carson por 24 horas. Transcorrido esse periodo, o material foi
desidratado, diafanizado e incluido em parafina. Foram feitas sec¢des transversais, de 5 um de
espessura, com intervalo de 50 um entre elas. Foram acondicionados 6 cortes em cada lamina
histoldgica, 8 laminas por animal. As laminas foram montadas com meio de montagem
contendo DAPI14’,6-diamidino-2-phenylindole, Invitrogem, CA, EUA).
A imunofluorescéncia do Q-tracker 655® foi avaliada utilizando o filtro de excitacd® WG
para evidenciacdo do nucleo foi utilizado o filtro WU em microscopio de fluorescéncia
(Olympus BX-60®, Tokyo, Japan). Foram capturadas cinco imagens por Ssecgao.

A Figura 2 mostra a nanomarcacao com Q-tracker ® das CTMs presentes no pulmao

dos animais experimentais.
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Figura 8. Fotomicrografia das CTMs apds nanomarcagdo com Q-tracker ®, demonstrando a
fluorescéncia citoplasméatica vermelha emitida pelas células em suspensdao. Identificacdo das
células transplantadas, presentes no pulmao do grupo 18 horas pés-IM. Os nucleos (N) em
azul foram contra-corados com DAPI. Os * indicam a regido dos alvéolos pulmonares. Barra
50 pm.

3.6. Analise ecocardiografica

Para a realizacdo do ecocardiograma, os animais foram imobilizados através de
anestesia com isoflurano. O agente anestésiadfoinistrado através de um vaporizador e a
indugéo feita pela administracdo de isoflurano 3% e oxigéncio $6086xo constante de um
litro por minuto, por um periodo aproximado de 3 minutos. Para a manutencdo da anestesia o
isoflurano foi mantido a 1,5% através de cone nasal pequeno (adaptado para ratos) durante um
periodo de 10 a 12 minutos para a realizacdo da ecocardiografia. A temperatura corporal foi
monitorada e controlada durante o exame através de bolsas com agua aquecida a 37°C.

O exame ecocardiografico transtoracico foi realizado por um veterinario cardiologista.
O exame incluiu estudos bidimensionais (2D) com taxa de amostragem rapida (frame rate) de
120 fps e modo-M, usando o sistema de ultrasson (MY13th- Esaote, Genoa, Italia) com
transdutor (phased array) de 11,0 MHz de frequéncia nominal. As imagens foram obtidas
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enquanto os animais permaneciam em decubito dorsal, sob efeito de anestesia. Os
ecocardiogramas transtoracicos bidimensionais (2D) e modo-M foram obtidos com (sweep
speed) de 200 mm/s e ajustada de acordo com a frequéncia cardiaca. As imagens foram
coletadas de acordo com as recomendacdes da Sociedade Americana de Ecocardiografia e
armazenadas para analise posterior. Cada parametro foi mensurado em trés ciclos cardiacos
distintos e a média das medidas foi utilizada para as analises estatisticas.

A espessura das paredes posterior e anterior (final da diastole e final da sistole) e as
dimensdes do ventriculo esquerdo foram mensuradas usando um método modificado
preconizado pela Sociedade Americana de Ecocardiografia durante trés ciclos cardiacos
consecutivos (SAHN et al., 1978). Os registros em nMdimram analisados usando um
sistema de andlise off-line disponivel no mercado (no préprio aparelho) por um observador

cego (DNQC) a resultados anteriores.

3.7. Avaliacgéo histolégica para medida do tamanho do infarto

Alguns animais de cada grupo sofreram eutandsia coracdes foram perfundidos
com solucédo de KCI 14mM, removidos e processados para avaliacdo histolégica (medida do
tamanho do infarto). Os atrios foram separados e o0s ventriculos foram cortados
transversalmente em 3 secc¢des e 0 anel mediano (aproximadamente 3 mm) foi fixado em
formalina de Carson 10% (por 48 horas), desidratados em bateria crescente de &alcoois
incluidos em parafina e submetidos ao tratamento histologic@maonal. Cortes de 5 um
de espessura foram seccionados, com intervalo de 50 pm, utilizando um micrétomo rotativo
(Reichert-Jung 2045 Multicut, Alemanha). Foram montadas duas laminas histolégicas por
animal, contendo 6 cortes em cada.

As laminas foram coradas por picro sirius red e utilizadas para analise do tamanho do
infarto. Utilizou-se um scanner (HP deskjet F380, EUA) para obtencdo das imagens com
aumento de 600dpi. As circunferéncias do endocérdio e epicardio do tecido infartado e do
ventriculo esquerdo foram determinadas com o auxilio de um software de analise de imagens
(Image-Pro Plus 4.5; Media Cybernetics; Silver Spring, USA). Utilizou-se a ferramenta
“create trace featutepara determinar os seguintes parametros: circunferéncia da cicatriz
endocéardica (CCEN); circunferéncia da cicatriz epicardica (CCEP); circunferéncia
endocéardica do ventriculo esquerdo (CENVE); circunferéncia epicardica do ventriculo
esquerdo (CEPVE). O tamanho do infarto foi expresso como percentual e calculado segundo
formula de Mulder et al. (2002)
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(CCEN + CCEP/CENVE + CEPVE) x 100
O tamanho do infarto foi calculado como a média total de 20 imagens por grupo
infartado.

3.8.I1solamento dos cardiomioctios

O isolamento dos cardiomidcitos foi realizado de acordo como descrito por Natali et
al. (2001). A eutanasia de cada animal dos diferentes grupos experimentais foi realizada por
decapitacédo, apés o final de cada tratamento. Apds eutanasia, o coracdo foi removido por
toracotomia, e lavado em solugcéo contendo 750 pL de,Cp@da retirar o excesso de
sangue, imediatamente antes da perfusdo das solugbes de isolamento. A seguir, a aorta
ascendente foi fixada com um fio de sutura em uma agulha de ac¢o inoxidavel modificada
(canula), e o coracéo isolado foi colocado em um sistema de perfusédo (Langendorff adaptado)
e perfundido com solucédo de isolamento contendo 750 puL de,@aClum fluxo constante
até que 0s vasos coronarios estivessem limpos. Em seguida, trocou-se a perfusdo para solucac
livie de C&" contendo 0,1 mM de acido tetracético etilenoglicol (EGTA), durante 6 minutos,
para o rompimento dos discos intercalares entre 0s miécitos e quelacad.deoEéim, o
coracéo foi pefundido com solucdo contendo 2 my.del colagenase tipo 2 (Worthington,

EUA), 0,2 mg.mf* de protease (Sigma-Aldrich, EUA) 100 uM de CaGldurante 7-10
minutos para digestdo das fibras colagenas extracelulares. Todas as solucdes utilizadas no
isolamento foram oxigenadasy{000% - White Martins, Brasil) e mantidas a temperatura de
35-37°C.

Apb6s perfusdo, os ventriculos (direito e esquerdo) foram separados dos atrios e
pesados em balanca de precisdo (GehaReasil, modelo AG200). O ventriculo direito foi
removido e o ventriculo esquerdo foi aberto na regido do septo interventricular. Os musculos
papilares e o tecido conjuntivo foram removidos manualmente da superficie do ventriculo
esquerdo. Nos animais infartados, somente a area remanescente ao infarto foi utilizada para o
isolamento dos cardiomidcitos, sendo descartadas a area cicatrizada e a de risco. Os indices de
hipertrofia ventricular foram calculados pela razdo peso do ventriculo direito e esquerdo,
respectivamente, pelo peso corporal de cada animal.

Em seguida, fragmentos do ventriculo esquerdo foram colocadas em frascos contendo
5 ml da solugdo enzimatica (colagenase e protease). Os frascos foram agitados
moderadamente durante 5 minutos em “banho-maria” a temperatura de 37°C, sendo o tecido

cardiaco oxigenado. A seguir, o conteudo dos frascos foi filtrado e centrifugado (3000 rpm)
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por 30 segundos. O sobrenadante foi removido e os cardiomidcitos foram suspendidos na
solucdo de 750 uM de CalDs cardiomidcitos foram armazenados em placas de Petri em
refrigerador (5°C) até serem utilizados.

3.9. Solucdes de isolamento

As solugbes de isolamento foram feitas usando-se uma solucdo basica com &gua
ultrapura (Milli-Q) e a seguinte composicédo (em mM): NaCl (139)6 g/L; MgC} (1,43)—
0,28 g/L; KCI (5,4)- 0,4 g/L; acido etanosulfanice hidroxietil piperazina (HEPES) (5)
0,062 g/L, taurina (20} 2,38 g/L; creatina (10} 1,3 g/L; glicose (10} 1,8 g/L; pH = 7,3;

temperatura ambiente.

Solucéo A:
Para se fazer a solucdo de isolamento contendp fBeam adicionados 375 pM de Ca(l

M) em 500 ml de solucéo basica.

Solucéo B:

Para a solucéo de isolamento livre dé"Ctram adicionados 250 uM de EGTA (100 mM)

em 250 ml de solucao bésica.

Solucéao C:

Para a solucdo enzimética de isolamento, foram adicionados 20 mg de colagenase, 2 mg de

protease e 15 puL de Ca@L00 mM) em 20 ml de solucéo basica.
3.9.1. Solucéao de perfusdo Tampao HEPES

Durante as andlises de contratilidade celular e transiente ti§,[6s cardiomidcitos
isolados do ventriculo esquerdo ou direito foram banhados com uma solugéo fisiolégica
contendo (mM): solucéo estoque: NaCl (13®5,99 g/L; HEPES (5} 11,9 g/L; NaHPO,

(1) - 1,42 g/L; MgSQ (1) - 2,46 g/L; KCI (5)- 3,72 g/L; solucdo sopa: Na acetato (20)

1,64 g/100 mL; glicose (306- 18,1 g/100 mL; insulina (5 u/L) 0,5 g/100 mL. Para fazer um

litro de solucéo de perfusdo tampao HEPES, foram adicionados 100 mL da solucéo estoque,
10 mL da solucéo sopa 1 mL de CaCl) em agua deionizada ultrapura (Milli-Q). Esta

solucgéo foi equilibrada para um pH = 7,4 e mantida em temperatura ambiente.
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3.10. Contratilidade Celular

A contratilidade dos cardiomidcitos isolados foram medidas através da técnica de
alteracdo do comprimento celular usando-se o sistema de deteccéo de bordas (lonoptix, EUA)
montado num microscoépio invertido (Nikon Eclips@S100, EUA) equipado com uma lente
objetiva de imersdo em oOleo (S Fluor, 40x, Nikon, EUA), conforme descrito por Roman-
Campos et al. (2009). Os cardiomiécitos isolados foram acomodados em uma camara
experimental giratoria com a base de vidro montada no microscopio, e banhados pela solucao
de perfusédo tampado HEPES em temperatura ambiente (~ 25°C). Foram visualizados em um
monitor através de uma camera (Myocam, lonoptix, EUA) acoplada ao microscoépio invertido,
utilizando-se um programa de deteccado de imagens (lonwizard, lonoptix, EUA) com uma
frequéncia de 240 Hz.

Os cardiomiocitos foram estimulados externamente a frequéncia de 1 Hz (40 V,
duracdo de 5 ms) utilizando-se um par de eletrodos de aco, acoplado nos dois lados internos
da camara, através de um estimulador elétrico (Myopacer, Field Stimulator, lonoptix, EUA).
As bordas dos cardiomiécitos foram identificadas com duas janelas (direita e esquerda) e
definidas através do ajuste de contraste (preto e branco) gerado pela qualidade da imagem
projetada dos cardiomidcitos apds a estimulacéo elétrica foram capturadas pelo sistema de
deteccdo de bordas (lonwizard, lonoptix, EUA) e armazenadas para analise posterior (Figura
3).
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Figura 3. Representacdo do programa utilizado para aquisicdo das imagens e dos registros das
contracdes dos cardiomidcitos isolados. A definicdo das bordas direita e esquerda € projetada
através dos picos verde e vermelho, respectivamente (CARNEIRO-JUNIOR, 2013).

Somente foram utilizados para os experimentos, os cardiomiécitos que estavam em
boas condicbes, com as bordas (direita e esquerda) e as estriacbes sarcomeéricas bem
definidas, relaxados em repouso, sem apresentar contracées involuntarias. Os registros foram
feitos sempre até quatro horas apds o isaolamento dos cardiomiécitos e na temperatura
ambiente (~ 25°C).

A partir das séries temporais de contracdo celular, obtidas usando o programa de
registro (lonoptix, EUA), os picos de contragdo foram detectados através de varredura dos
pontos da série e comparacdo com um limiar. Esse limiar foi trés vezes o desvio-padrdo da
série i.e., qualquer ponto maior que esse limiar foi considerado um ponto de maxima
contracdo. Em torno dos pontos de maximo, os picos foram recortados, alinhados e
promediados, sendo que o nimero minimo de picos para promediacao foi cinco. Em seguida,
0 inicio (ponto de deflexdo da curva descendente do pico de contracdo) e o fim (ponto
correspondente ao retorno da curva ascendente a condicdo basal) do pico de contracdo médio
foram determinados através de inspec¢édo visual. A partir da determinacdo dos pontos inicial e
final o programa calculava automaticamente os valores das variaveis de contracao celular,
como amplitude de contracdo (variacdo do comprimento celular de repouso), tempo para
pico de contracdo (tempo compreendido desde a estimulacdo elétrica até o ponto de maxima

contragdo, ms) e tempo para 50% do relaxamento (tempo compreendido desde a amplitude
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maxima de contracdo até 50% do relaxamento, ms). Estas rotinas foram feitas usando o
Matlab®.

Os parametros avaliados sdo demonstrados na Figura 4. Durante cada dia de
experimento de contratilidade celular, foram analisados cardiomiocitos isolados de animais de

um determinado grupo experimental e do seu respectivo grupo controle.
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Figura 4. Tragado representativo de uma contragéo celular estimulada na frequéncia de
1 Hz, e os parametros avaliados.

3.11. Medidas do transiente de [C4];

As medidas do transiente de fQa dos cardiomidcitos isolados do ventriculo
esquerdo foram realizadas através de um microscopio de varredura a laser confocal (LSM 510
Meta, Zeiss GmbH, Alemanha) equipado com uma lente objetiva de imersdo em 6leo (Plan-
Apo/l1.4, 63x, Zeiss, Alemanha). Os cardiomiécitos foram incubados com o indicador
fluorescente de G§ permeavel & membrana plasmatica, Fluo-4 acetoximetil-ester 4Fluo-

AM, Molecular Probes, Eugene, EUA), conforme descrito por Primola-Gomes et al. (2009).
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O Fluo-4 AM (5uM) foi preparado em uma solucdo de estoque a base de
dimetilsulféxido— DMSO (30 uL de DMSO em 50 pL de Fluo-4 AM). Adicionou-se 5 uL de
Fluo-4 AM/DMSO em 495 puL de meio celular, durante 20 minutos a temperatura ambiente.
ApoOs esse procedimento, os cardiomiocitos foram lavados e suspendidos em solucdo tampéao
HEPES para remover o excesso de sonda fluorescente, acomodados em uma camara
experimental giratéria com a base de vidro e banhados pela solugdo de perfusdo tampéo
HEPES a temperatura ambiente. Quando esta sonda esta ligadd @oéCexcitada a um
comprimento de onda de 488 nm, emite um sinal de fluorescéncia medido a 510 nm, que se
relaciona as variacdes sarcoplasmaticas dé Tais variaces foram expressas em relacéo a
raz&o: F/FO. Nas medidas dos transientes d&jCR representa a média de fluorescéncia
maxima apos os estimulos, na fase sistdlica do transiente, e FO representa a média de
fluorescéncia minima medida entre as contracfes celulares, na fase diastélica do transiente.

Os transientes de [€% foram evocados por meio de estimulacdo de campo. Os
cardiomiécitos foram estimulados eletricamente (Myopacer, Field Stimulator, lonopitix,
EUA) por um par de eletrodos de platina acoplado nos dois lados internos da camara, com um
pulso supra-limiar de 0,2 ms e 20 V (voltage square pulse), na frequéncia de 1Hz para
produzir condicBes estacionarias. Os sinais de fluorescéncia foram obtidos por meio de
varredura em linha (Line Scan Mode). A linha de varredura (512 pixels) foi posicionada
aleatoriamente no eixo longitudinal da célula, com o cuidado de néo cruzar regides de nucleo.
As varreduras foram feitas por meio de um laser de argonio (488 nm). As varreduras foram
repetidas a cada 1,54 ms, sendo utilizada para a criagdo de imagens bidimensionais (tempo no

eixo x e fluorescéncia no eixo y) (Figura 5
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Figura 5. Cardiomidcito isolado incubado com o indicador fluorescente?i¢rlan-4 AM).
A linha de varredura (vermelha) foi posicionada no eixo longitudinal da célula, com o cuidado
de ndo cruzar regides de nucleo (CARNEIRO-JUNIOR, 2013).

Foram utilizados somente os cardiomiécitos que estavam em boas condi¢cdes, com as
bordas (direita e esquerda) e as estriacbes sarcoméricas bem definidas, relaxados em repouso
sem apresentar contracdes involuntarias. Os registros foram sempre feitos até quatro horas
apos o isolamento dos cardiomidcitos e em temperatura ambiente (25°C).

As imagens obtidas foram processadas através de um software desenvolvido em
plataforma MatLaB. As variaveis analisadas foram amplitude do transiente d&{[@F0);
tempo para o pico de transiente de?[Gdtempo compreendido desde a estimulagéo elétrica
até a fluorescéncia maxima, ms) e tempo para 50% do decaimento Tp (@apo
compreendido desde a fluorescéncia maxima até metade do retorno a fluorescéncia basal, ms).

Os parametros avaliados sdo demonstrados na Figura 6. Durante cada dia de
experimento do transiente de fQJa foram analisados cardiomidcitos isolados de animais de

um determinado grupo experimental e do seu respectivo grupo controle.
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A)

B)

Ponto de maxima fluorescéncia (F)

'

Tempo para 50% do decaimento de [Ca®’;

Tempo para o pico de [Ca®),

; :

Inicio do transiente de IC32+Ii Ponto de fluorescéncia basal (Fo)

Figura 6. A) Tracados representativos das imagens de fluorescéncia para o transiente de
[Ca®]; em cardiomidcitos isolados de ratos. B) Resultado da analise da imagem do transiente

de [C&"]i e os parametros avaliados (CARNEIRO-JUNIOR, 2013).

3.12. Expressao de proteinas cardiacas

A expressdo das proteinas kL@osfolambam total), do NCX (canal trocador

Na'/C&#"), da SERCA2a (CA ATPase do reticulo sarcoplasmatice) da FLBws
(fosfolambam fosforilada na serina 16) nos cardiomiécitos do ventriculo esquesdo do
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animais experimentais foram realizadas por meio da técnica de eletroforese de proteinas,
Western Blot.

Inicialmente, as amostras do ventriculo esquerdo foram homogeneizadas através de
um homogeneizador de tecidos Polytron (PowerGen 125, Fisher Scientific) em volumes
correspondentes a cada amostra com tampdo de extracdo (Manitol (210 mM; 19,1 @),
Sacarose (70 mM; 12,0 g), MOPS (Ns-morpholino] propanesulfonic acid) (5 mM; 0,523),
EDTA (1 mM; 0,1861 g) e &gua destilada (500 mL)), acrescido de inibidor de protease
(1:200) e inibidor de fosfatase (1:200). A homogeneizacéao foi realizada por 30 segundos e 0
homogenato transferido para tubos de 1,5 ml. As amostras foram entdo centrifugadas por 20
minutos a 4°C a 12000 rpm, sendo o sobrenadante transferido para novo tubo de 1,5 ml. A
dosagem de proteinas foi realizada pelo método de Bradford (Biorad, E&JAliquotas dos
homogenatos foram entdo armazenadas em freezer -80°C até serem utilizadas.

As amostras foram diluidas em tampao de amostra. Para separacao, foram aplicados
50ug de proteina em gel de SDS-PAGE. As proteinas presentes na amostra foram separadas
eletroforeticamente em gel de SDS-poliacrilamida (10 e 15%, dependendo do peso molecular
da proteina a ser estudada). Apds serem separadas em gel, as proteinas foram transferidas par
membranas de nitrocelulose (0,2 um, Biorad, EUA) em tamp&o de transferéncia contendo
Tris Base 48mM, Glicina 39mM, SDS 0,0375%, Metanol 20% e agua 1000ml. Utilizou-se
solucdo de Pounceau: acido acético 1% para verificar se a transferéncia foi adequada. Logo
apos, as membranas foram lavadas com solucéo basal (TBS: Tris 10 mM pH 7,6 e NaCl 150
mM). O procedimento seguiu-se pela aplicacdo de solucdo para bloqueio dos sitios
antigénicos inespecificos, contendo TBS e albumina (2%), por 60 minutos em temperatura
ambiente e agitacao constante.

A membrana entdo foi incubada com o anticorpo primario diluido na solucéo
bloqueadora (TBS e albumina 4%) a 4°C por 12 horas com agitagcao constante. Os seguintes
anticorpos primarios foram utilizados, com as respectivas diluicdes: anticorpo policlonal para
a FLBt (1:1000), anticorpo policlonal para a kg (1:1000), anticorpo policlonal para
SERCA 2a (1:1000), anticorpo monoclonal para o NCX (1:1000) e anticorpo monoclonal
para GAPDH (1:10000). Apds a incubacdo com o anticorpo primario, a membrana foi lavada
trés vezes em solucdo TBS-T. Em seguida, a membrana foi incubada com o anticorpo
secundario conjugado a peroxidase em solucéo bloqueadora (TBS-T e albumina 4%) por uma
hora e meia em temperatura ambiente com agitagdo constante. Os seguintes anticorpos
secundarios (Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA) foram utilizados, com as respectivas

diluicdes: IgG anti-coelho (1:1000) ou anti-camundongo (1:1000). Apés a incubacdo com o
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anticorpo secundario, a membrana foi lavada trés vezes em solucdo de TBS-T paraaemover
excesso de anticorpo. Por fim, a imuno-deteccdo das bandas protéicas foi realizada por meio
do método de quimioluminescéncia (Enhancer Chemi-Luminescence, Armersham
Bioscienses, NJ, EUA) e a intensidade das mesmas avaliadas por analise densitométrica
através do software ImageJ.

A expressdo das proteinas estudadas foi normalizada pela expressdo de GAPDH da

mesma amostra.

3.13. Analise Estatistica

Os dados foram analisados utilizando o software SigmaPlot 11.0 e apresentados como
média * erro padrdo da média (EPM).

Os dado foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para verificar a normalidade dos
mesmos. Para comparacao entre o peso corporal inicial e o final foi utilizadotgpstdo.
Para a comparacéo do tamanho do infarto entre os quatro grupos experimentais infartados foi
utilizada a ANOVA two-way, seguida do post-hoc de Tukey/. Para as comparacbes das
demais variaveis entre 0s seis grupos experimentais foi utilizada a andlise fatorial 2 (controle

vs treinado) por 3 (infartes shamvs terapia celular), seguida do teste post-hoc de Tukey.
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4. RESULTADOS

Os resultados referentes aos efeitos do treinamento fisico e do transplante de CTMs
sobre o peso corporal, peso do coragdo, peso dos ventriculos, peso relativo do cora¢ao, peso
relativo dos ventriculos, peso do ventriculo esquerdo, peso relativo do ventriculo esquerdo e
peso do ventriculo direito dos animais sdo apresentados na Tabela 1. Observa-se que todos 0s
animais ganharam peso corporal do inicio para o final do experimento, mas os tratamentos
nao afetaram esta variavel.

No que diz respeito ao peso do coracdo, houve efeito do fator infarto (Infartados:
1,752 + 0,05/s Nao Infartados: 1,472 + 0,05), independente dos fatores treinamento e terapia
celular. Nao foi observado efeito do fator treinamento (Controle: 1,724 € ;Deéinados:

1,648 + 0,04), independente dos fatores IM e terapia celular. Além disso, ndo houve efeito da
terapia celular (Tratados: 1,834 + 0,06 Nao tratados: 1,752 + 0,05), independente dos
fatores IM e treinamento. N&o houve interacao entre os fatores.

Em relacdo ao peso dos ventriculos, houve efeito do fator infarto (Infartados: 2,402 +
0,10vs Né&o Infartados: 1,850 + 0,11), independente dos fatores treinamento e terapia celular.
N&o foi observado efeito do fator treinamento (Controle: 2,222 +\3,08einados: 2,187 +
0,09), independente dos fatores IM e terapia celular. Ainda, ndo houve efeito da terapia
celular (Tratados: 2,361 * 0,18 Nao tratados: 2,402 + 0,10), independente dos fatores IM e
treinamento. Nao houve interacéo entre os fatores.

Quanto ao peso relativo dos ventriculos, houve efeito do fator infarto (Infartados:
0,00577 + 0,000%2s Nao Infartados: 0,00464 + 0,0002), independente dos fatores treinamento
e terapia celular. Nao foi observado efeito do fator treinamento (Controle: 0,00539 + 0,0001
vs Treinados: 0,00539 + 0,0002), independente dos fatores IM e terapia celular. Além disso,
ndo houve efeito da terapia celular (Tratados: 0,00577 + 0\@0N&o tratados: 0,00577 +
0,0002), independente dos fatores IM e treinamento. Nao houve interacéo entre os fatores.

Ja em relacéo ao peso do ventriculo esquerdo, houve efeito do fator infarto (Infartados:
1,512 + 0,503vs Néo Infartados: 1,213 + 0,0504), independente dos fatores treinamento e
terapia celular. Nao foi observado efeito do fator treinamento (Controle: 1,451 + @394
Treinados: 1,387 + 0,0428), independente dos fatores IM e terapia celular. Ainda, ndo houve
efeito da terapia celular (Tratados:1,531 = 0,05%84Nao tratados: 1,512 + 0,0503),
independente dos fatores IM e treinamento. N&o houve interagdo entre os fatores.

Portanto, observou-se que a associacdo dos tratamentos ndo afetou as variaveis

apresentadas na tabelal.
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Tabela 1: Peso corporal, peso do coracao, peso dos ventriculos e peso relativo dos ventriculos e do coragao.

CON SH TR SH CON IM TR IM CONIMCT TRIMCT
PC Inicial (g) 140 + 3,45 146 + 4,05 148 +5,16 150 + 6,14 148 + 3,29 143 + 4,39
PC Final (g) 387+12,3 406 + 11,48 422 + 8,38 396 + 20,50 419 + 10,03 396 + 14,02
Peso Coracao (g) 1,42 + 0,07 1,51 + 0,04 1,82 + 0,08 1,67 + 0,04 1,91 + 0,08 1,75 + 0,06
Peso Coracdo/PC (mg/c 3,70 0,11 3,74+0,15 4,32 +0,16 4,62 +0,36 4,58 + 0,20 4,46 + 0,18
PV (g) 1,78 +0,11 1,91 +0,15 2,52 +0,10 2,17 + 0,04 2,35+ 0,20 2,36 £ 0,18
PV/PC (mg/g) 4,60 + 0,24 4,68 + 0,26 6,00 + 0,28 5,55 + 0,27 5,59 + 0,43 5,95 + 0,39
PVE (g) 1,18 + 0,05 1,24 + 0,06 1,60 + 0,06 1,41 + 0,04 1,56 + 0,09 1,50 + 0,07
PVE/PC (mg/g) 3,06 + 0,14 3,05 +0,12 3,82+0,18 3,95+ 0,41 3,71 +£0,23 3,80 £0,18

Dados sdo média =+ EPM de 6 a 8 animais por grupo experimental. CON SH, Controle Sham. CON IM, Comtemle. IG@N IM CT,
Controle Infartado + CTMs. TR SH, Treinado Sham. TR IM, Treinado Infartado.TR IM CT, Treinado Infartado + GI Msci&l, Peso
Corporal Inicial. PC Final, Peso Corporal Final. PV, Peso dos Ventriculos. PV/PC, Peso dos ventriculosopedoppeal. PVE, Peso do
ventriculo esquerdo. PVE/PC, Peso do ventriculo esquerdo pelo peso corporal final. PVD, peso do ventriculo sigrifizativamente
diferente para o grupo CON SH:significativamente diferente para o grupo TR $idignificativamente diferente para o PC Inicial do mesmo
grupo.
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A Figura 7 mostra fotomicrografias representativas do tamanho do infarto e a Tabela 2

a quantificacdo do infarto nos grupos experimentais.

CONSH CONIM CONIMCT TR SH TR IM TRIMCT

5 mm

Figura 7: Fotomicrografias representativas da parte medial dos cora¢des em corte transversal
corados com picro sirius red. A regido infartada apresenta-se corada em vermelhddCON S
Controle Sham. CON IM, Controle Infartado. CON IM CT, Controle Infartado + CTMs. TR
SH, Treinado Sham. TR IM, Treinado Infartado.TR IM CT, Treinado Infartado + CTMs.

Tabela 2: Tamanho do Infarto do miocardio experimental.

CONSH CONIM CON IM CT TR SH TR IM TRIMCT

IM (%) B 30,39+ 2,32 15,00+ 2,76 B 21,33+ 2,55 23,85+2,32

Dados sdo média + EPM de 6 animais por grupo experimental. CON SH, Controle Sham.
CON IM, Controle Infartado. CON IM CT, Controle Infartado + CTMs. TR SH, Treinado
Sham. TR IM, Treinado Infartado.TR IM CT, Treinado Infartado + CTMs. IM, Infarto do
miocardio.” diferenca para os respectivos grupos controtéferenca para o grupo CON M.

Em relacdo ao tamanho do infarto, houve efeito do fator terapia celular e treinamento.
Os coracgdes dos animais do grupo CON IM CT tiveram menor area de infarto em relacdo aos
do grupo CON IM. O treinamento fisico aerdbio de baixa intensidade também foi capaz de
reduzir o tamanho do infarto nos animais do grupo TR IM, quando comparados aos do grupo
CON IM. Por outro lado, a associacao dos tratamentos ndo conseguiu diminuir ainda mais o
tamanho do infarto nos animais do grupo TR IM CT, em relagéo aos do grupo CON IM CT,
ou aos do grupo TR IM.

Os resultados do teste de desempenho dos animais ao final do experimento séo
apresentados na Figu8. Observa-se que houve efeito do fator treinamento, independente dos
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fatores infarto e terapia celular. O tempo total de exercicio até a fadiga (TTF) aumentou em
todos os grupos treinados, quando comparados aos respectivos grupos controles, indicando
aumento da capacidade fisica provocada pelo treinamento fisico aerébio. Porém, ndo houve
efeito independente dos fatores infarto e terapia celular. Também, ndo houve efeito da

associacao dos dois tratamentos.
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Figura 8: Tempo total de exercicio até a fadiga dos animais experimentais apos 0s
tratamentos. CON SH, Controle Sham. CON IM, Controle Infartado. CON IM CT, Controle
Infartado + CTMs. TR SH, Treinado Sham. TR IM, Treinado Infartado.TR IM CT, Treinado
Infartado + CTMs. Dados sdo média + EPM de-11% ratos por grupo. significativamente
diferentes dos seus controles.

Os resultados referentes aos dados ecocardiogréaficos sdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3: Dados ecocardiograficos do ventriculo esquerdo.

CON SH TR SH CON IM TR IM CONIMCT TRIMCT
DDVE (mm) 6,486 £0,387  6,554+0,197 8,126+0,384 7,536 +0,355  7,914+0,327 8,119 +0,22%
DSVE (mm) 4212+0,344  3785+0238  6441+0440 5425+0,268  5681+0,324 53890 +0,196
EPPVEd (mm) 1,669 +0,0918 1,698 +0,0682 1,863+0,100 2,122+0,17% 1,848 +0,0890 1,881 +0,126
EPPVESs (mm) 2,583+0,149 2,917 +0,0820 2,507 +0,105 3,303 +0,22%8 2,756 +0,0833 2,733 + 0,142
EDSIV (mm) 1,767 +0,148  1,683+0,133 1,406 +0,105 1,600 +0,0807 1,371+0,115 1,549 + 0,0889
ESSV (mm) 2,540 £0,192 2,900 +0,253 1,933+0,126  2486+0,101 2,348 +0,170 2,500 + 0,179

75,208 + 1,15%

48,148 + 3,717

59,750 + 1,714

60,190 + 2,387

58,810 + 1,538

Fracdo de ejecdo (%) 69,929 + 2,884

Fracdo de encurtamento (¢ 35,238 +2,144 39,146 +1,069 21,519+1,959 28,111+1,154 28,357 +1,477 27,381+ 0,988

Dados sdo média + EPM de 6 a 9 animais por grupo experimental. CON SH, Controle Sham. CON IM, Comteale. IGf@AN IM CT,
Controle Infartado + CTMs. TR SH, Treinado Sham. TR IM, Treinado Infartado.TR IM CT, Treinado Infartado + CTMs. @&vé&yro
diastélico do ventriculo esquerdo. DSVE, diametro sistélico do ventriculo esquerdo. EPPVEd, espessura diastélica da parede posterior
ventriculo esquerdo. EPPVES, espessura sistolica da parede posterior do ventriculo esquerdo. EDSIV, espessura diastélicatsiepiarinterve
ESSIV, espessura sistélica septo interventriclilasignificativamente diferente para os grupos CON IM e CON IM &Bignificativamente
diferente para o grupo TR SH: diferenca para os grupos TR IM e TR IM CTsignificativamente diferente para o grupo CON 'IM.

significativamente diferente para o grupo CON SH.
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Quanto ao DDVE, houve efeito do fator infarto (Infartados: 7,831 + Oy&3%40
Infartados: 6,520 + 0,228), independente dos fatores treinamento e terapia celular. N&o foi
observado efeito do fator treinamento (Controle: 7,509 + yd8%einados: 7,403 + 0,193),
independente dos fatores IM e terapia celular. Além disso, ndo houve efeito da terapia celular
(Tratados: 8,017 + 0,23% N&o tratados: 7,831 £ 0,232), independente dos fatores IM e
treinamento. Nao houve interacéo entre os fatores.

No que diz respeito ao DSVE, houve efeito do fator infarto (Infartados: 5,933 + 0,235
vs Nao Infartados: 3,999 + 0,231), independente dos fatores treinamento e terapia celular. N&o
foi verificado efeito do fator treinamento (Controle: 5,445 + 0,488 reinados: 5,034 +
0,196), independente dos fatores IM e terapia celular. Nao houve efeito da terapia celular
(Tratados: 5,786 + 0,23% Nao tratados: 5,933 + 0,235), independente dos fatores IM e
treinamento. Nao houve interacéo entre os fatores.

Em relacdo a fracdo de ejecdo, houve efeito do fator infarto (Infartados: 53,949 *
1,837 vs Nao Infartados: 72,568 + 1,803), independente dos fatores treinamento e terapia
celular. Foi observado efeito do fator treinamento (Controle: 59,422 + ¥ABRinados:

64,589 * 1,531), independente dos fatores IM e terapia celular. Além disso, houve efeito da
terapia celular (Tratados: 59,500 * 1,883\&o tratados: 53,949 + 1,837), independente dos
fatores IM e treinamento. Porém, ndo houve interac@o entre os fatores.

Quanto a fragdo de encurtamento, houve efeito do fator infarto (Infartados: 24,815 +
1,136 vs Nao Infartados: 37,192 + 1,115), independente dos fatores treinamento e terapia
celular. Nao foi verificado efeito do fator treinamento (Controle: 28,371 + @90&einados:

31,546 + 0,947), independente dos fatores IM e terapia celular. Ainda, ndo houve efeito da
terapia celular (Tratados: 27,869 + 1,M8N&o tratados: 24,815 + 1,136), independente dos
fatores IM e treinamento. N&o houve interacao entre os fatores.

Em relacdo a EPPVEd, houve efeito do fator infarto (Infartados: 1,993 + Ov8770
N&o Infartados: 1,683 £+ 0,0756), independente dos fatores treinamento e terapia celular. Nao
foi observado efeito do fator treinamento (Controle: 1,793 + 0,08TWeinados: 1,900 +
0,0642), independente dos fatores IM e terapia celular. Além disso, ndo houve efeito da
terapia celular (Tratados: 1,864 + 0,0#8IN&o tratados: 1,993 = 0,0770), independente dos
fatores IM e treinamento. Nao houve interagdo entre os fatores.

Ja em relacdo a EPPVESs, houve efeito do fator infarto (Infartados: 2,905 + @50939
N&o Infartados: 2,750 £ 0,0922), independente dos fatores treinamento e terapia celular. Nao

foi observado efeito do fator treinamento (Controle: 2,594 + 0,0848einados: 2,984 +

36



0,0783), independente dos fatores IM e terapia celular. Além disso, ndo houve efeito da
terapia celular (Tratados: 2,712 + 0,0983\&o0 tratados: 2,905 + 0,0939), independente dos
fatores IM e treinamento. N&o houve interacao entre os fatores.

No que diz respeito a EDSIV, ndo houve efeito do fator infarto (Infartados: 1,503 +
0,0832vs Néao Infartados: 1,725 + 0,0817), independente dos fatores treinamento e terapia
celular. Nao foi verificado efeito do fator treinamento (Controle: 1,515 + 0 @6b&inados:

1,611 £ 0,0694), independente dos fatores IM e terapia celular. Nao houve efeito da terapia
celular (Tratados: 1,460 + 0,0844 Nao tratados: 1,503 + 0,0832), independente dos fatores
IM e treinamento. N&o houve interacao entre os fatores.

Quanto ao DDVE, houve efeito do fator infarto (Infartados: 7,831 + Oy&3%40
Infartados: 6,520 + 0,228), independente dos fatores treinamento e terapia celular. Nao foi
observado efeito do fator treinamento (Controle: 7,509 + Oyd8%einados: 7,403 + 0,193),
independente dos fatores IM e terapia celular. Além disso, ndo houve efeito da terapia celular
(Tratados: 8,017 + 0,23% N&o tratados: 7,831 £ 0,232), independente dos fatores IM e
treinamento. Nao houve interacéo entre os fatores.

Em relacdo a ESSIV, houve efeito do fator infarto (Infartados: 2,210 + 0s1i280
Infartados: 2,720 + 0,127), independente dos fatores treinamento e terapia celular. Foi
observado efeito do fator treinamento (Controle: 2,274 + yd@3einados: 2,629 + 0,108),
independente dos fatores IM e terapia celular. Além disso, ndo houve efeito da terapia celular
(Tratados: 2,424 + 0,13¢s N&o tratados: 2,210 £+ 0,129), independente dos fatores IM e
treinamento. Nao houve interacéo entre os fatores.

O DDVE, o DSVE, a fracéo de ejecéo e a fracdo de encurtamento foram maiores no
grupo CON SH, quando comparados aos grupos CON IM e CON IM CT, evidenciando o
efeito negativo do IM sobre essas variaveis. Os animais do grupo CON IM, também
diminuiram a ESSIV em relacdo aos animais sham. Houve aumento na fracdo de ejecéo e
fracdo de encurtamento, com reducdo do DSVE no coragcdo dos ratos do grupo TR SH,
comparado com o0s demais grupos treinados. O treinamento fisico aplicado nos animais
infartados foi capaz de restaurar a fracao de ejecéo, a fracdo de encurtamento, a EPPVES e
ESSIV. Verificou-se ainda, aumentos do EPPVEs e do EPPVEd nos animais do grupo TR
IM, comparados com os do grupo TR SH.

O transplante de CTMs por sua vez, aumentou a fracdo de ejecédo e de encurtamento,
com relagdo ao grupo CON IM. O DDVE dos animais que treinaram e receberam células-

tronco, apresentou-se aumentada em relacdo ao grupo TR SH.
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Portanto, observou-se que a associacdo dos tratamentos ndo afetou as variaveis

apresentadas na tabela 2.
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A Figura 9 apresenta os resultados dos parametros mecéanicos celulares analisados nos

cardiomiécitos do ventriculo esquerdo dos animais experimentais.
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Figura 9. Contratilidade dos cardiomiocitos isolados do ventriculo esquerdo dos animais
experimentais. (A) Amplitude de contrac@e c.c.r. - comprimento celular de repouso). (B)
Tempo para o pico de contracdo celular (ms). (C) Tempo para 50% do relaxamento celular
(ms). CON SH, Controle Sham. CON IM, Controle Infartado. COM IM CT, Controle
Infartado + CTMs. TR SH, Treinado Sham. TR IM, Treinado Infartado. TR IM CT, Treinado
Infartado + CTMs. Dados sdo média + EPM de 50-70 células em cada grupo.
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“significativamente diferentes do respectivo contrdlesignificativamente diferente dos
demais grupos controlésignificativamente diferente dos grupos treinados.
Quanto & amplitude de contracao celular (Figura 9A), houve efeito do fator infarto

(Infartados: 3,585 + 0,20¥s Nao Infartados: 3,021 + 0,213), independente dos fatores
treinamento e terapia celular. Nao foi observado efeito do fator treinamento (Controle: 3,152
+ 0,169vs Treinados: 3,217 + 0,168), independente dos fatores IM e terapia celular. Além
disso, houve efeito da terapia celular (Tratados: 2,948 + 020840 tratados: 3,585 +
0,205), independente dos fatores IM e treinamento. Nao houve interacdo entre os fatores.
Verificou-se aumento na amplitude dos cardiomiécitos dos animais do grupo CON IM em
relacdo aos dos grupos CON SH e CON IM CT. O treinamento de corrida de baixa
intensidade néo foi eficaz para aumentar esse parametro em nenhum dos grupos exercitados
(Figura 9A).

No que diz respeito ao tempo para o pico de contracdo (Figura 9B), houve efeito do
fator infarto (Infartados: 465 + 10\& Nao Infartados: 432 + 10,9), independente dos fatores
treinamento e terapia celular. Foi verificado efeito do fator treinamento (Controle: 495 + 8,73
vs Treinados: 413 * 8,71), independente dos fatores IM e terapia celular. Houve efeito da
terapia celular (Tratados: 46610,9vs Nao tratados: 46% 10,3), independente dos fatores
IM e treinamento. Além disso, houve interacdo entre os fatores. Os cardiomidcitos dos grupos
treinados apresentaram diminuicdo no tempo para o pico de contracdo celular em todos os
grupos treinados, comparados aos seus pares controles. Os cardiomiocitos do grupo TR SH
apresentaram menor tempo para o pico de contracéo celular do que os dos grupos TR IM e TR
IM CT (Figura 9B).

Em relacdo ao tempo para 50% do relaxamento (Figura 9C), houve efeito do fator
infarto (Infartados: 290,138 9,854vs Néo Infartados: 252,414 10,828), independente dos
fatores treinamento e terapia celular. Foi observado efeito do fator treinamento (Controle:
296,855+ 8,700 vs Treinados: 242,94% 8,749), independente dos fatores IM e terapia
celular. Além disso, houve efeito da terapia celular (Tratados: 26% 186321 vs N&o
tratados: 290,133 9,854), independente dos fatores IM e treinamento. Porém, ndo houve
interacéo entre os fatores. O programa de treinamento fisico foi capaz de reduzir o tempo para
50% do relaxamento celular nos animais dos grupos TR SH e TR IM em relagcdo aos seus
controles. Os animais do grupo TR SH apresentaram menor tempo para 50% do relaxamento,
guando comparados aos animais dos grupos TR IM e TR IM CT (Figura 9C).

Portanto, observou-se que a associacdo dos tratamentos ndo afetou as variaveis

apresentadas na figura 9.
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Os dados referentes as anélises do transiente d§; [@@s cardiomidcitos isolados
dos animais séo apresentados na Figura 10.
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Figura 10. Transiente de [ER dos cardiomiécitos isolados do ventriculo esquerdo dos
animais experimentais. (A) Amplitude do transiente déC4F/R). (B) Tempo para o pico

do transiente de [¢5; (ms). (C) Tempo para 50% do decaimento do transiente d&;[Ca
CON SH, Controle Sham. CON IM, Controle Infartado. COM IM CT, Controle Infartado +
CTMs. TR SH, Treinado Sham. TR IM, Treinado Infartado. TR IM CT, Treinado Infartado +
CTMs. Dados sdo média + EPM de 4 a 6 coracBes por grugignificativamente diferentes
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dos respectivos controle$; significativamente diferente dos demais grupos contrdles;
significativamente diferente dos grupos treinacFosjgnificativamente diferente do grupo
CON SH.

Quanto & amplitude do transiente deqGdFigura 10A), houve efeito do fator infarto

(Infartados: 1,672 £ 0,010¥s Nao Infartados: 1,484 + 0,0103), independente dos fatores
treinamento e terapia celular. Foi observado efeito do fator treinamento (Controle: 1,491 +
0,00855vs Treinados: 1,564 + 0,00958), independente dos fatores IM e terapia celular. Além
disso, houve efeito da terapia celular (Tratados: 1,427 + 0,0dR®Eo0 tratados: 1,672 +
0,0107), independente dos fatores IM e treinamento. Houve interacdo entre os fatores. Nos
cardiomiécitos dos animais do grupo CON IM, verificou-se aumento na amplitude do
transiente de [C4]; em relacdo aos demais grupos controles, assim como a amplitude no
grupo CON IM CT foi reduzida em relacdo aos grupos CON SHAM e CON IM. O
treinamento fisico aumentou esse parametro nos cardiomiécitos do grupo TR IM, quando
comparados aos controles. O grupo TR IM apresentou maior amplitude do transiente de
[Ca®]; do que os demais grupos treinados (Figura 10A).

No que diz respeito ao tempo para o pico do transiente d§;[(Fagura 10B), houve
efeito do fator infarto (Infartados: 69,2 + 0,968 Nao Infartados: 57,4 + 0,0103),
independente dos fatores treinamento e terapia celular. N&o foi verificado efeito do fator
treinamento (Controle: 64,9 + 0,7¥6 Treinados: 64,7 + 0,886), independente dos fatores IM
e terapia celular. Nao houve efeito da terapia celular (Tratados: 67,8 ¥sINE® tratados:

69,2 + 0,967), independente dos fatores IM e treinamento. Além disso, ndo houve interacéo
entre os fatores. O tempo para o pico do transiente d§i[foareduzido nos cardiomiécitos

dos animais CON SH em relacdo aos outros grupos controles. Da mesma forma, o0s
cardiomidcitos do grupo TR SH também diminuiram o tempo para o pico do transiente de
[C&®"];, quando comparados aos demais grupos treinados (Figura 10B).

Em relacdo ao tempo para 50% do relaxamento (Figura 10C), houve efeito do fator
infarto (Infartados: 26G: 1,78 vs Nao Infartados: 224 1,70), independente dos fatores
treinamento e terapia celular. Nao foi observado efeito do fator treinamento (Contrate: 237
1,35vs Treinados: 23% 1,59), independente dos fatores IM e terapia celular. Além disso, ndo
houve efeito da terapia celular (Tratados: 2241,93 vs Nao tratados: 26G 1,78),
independente dos fatores IM e treinamento. N&o houve interagéo entre os fatores. Os animais
do grupo CON IM tiveram maior tempo para 50% do decaimento do transiente’fJed€a

gue os do grupo CON SH e CON IM CT. O treinamento fisico conseguiu diminuir esse
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parametro nos animais SHAM. Ja os cardiomidcitos dos animais TR IM tiveram maior tempo
para o decaimento de [E€h em relacdo aos dos demais grupos exercitados (Figura 10C).
Portanto, observou-se que a associacdo dos tratamentos ndo afetou as variaveis
apresentadas na Figura 9.
A Figura 11 apresenta os dados referentes a expressdo das proteinas que regulam o

relaxamento celular e seu normalizador para todos 0s grupos experimentais.
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representativa das bandas das proteinas analisadas. (B) ACRase do reticulo
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sarcoplasmético (SERCA 2a). (C) Canal trocadof/G&" (NCX). (D) Fosfolambam
fosforilada na serina 16 (FlsB:9. (E) Fosfolambam total (FLBtotal). CON SH, Controle
Sham. CON IM, Controle Infartado. COM IM CT, Controle Infartado + CTMs. TR SH,
Treinado Sham. TR IM, Treinado Infartado. TR IM CT, Treinado Infartado + CTMs.
significativamente diferente do seu respectivo controle.

Quanto a expressao de SERCA (Eigura 11B), ndo houve efeito do fator infarto
(Infartados: 0,711 £ 0,067¢s Nao Infartados: 0,902 + 0,0735), independente dos fatores
treinamento e terapia celular. Foi observado efeito do fator treinamento (Controle: 0,646 +
0,0544vs Treinados: 0,931 + 0,0580), independente dos fatores IM e terapia celular. Além
disso, ndo houve efeito da terapia celular (Tratados: 0,754 + Oy86&D tratados: 0,711 +
0,0671), independente dos fatores IM e treinamento. Nao houve interacdo entre os fatores.
Verificou-se aumento da expressdo de SERCA 2a no ventriculo esquerdo dos animais dos
grupos TR SH e TR IM, quando comparados aos seus respectivos grupos controles (Figura
11B).

No que diz respeito a expressdo de NCX (Figura 11C), ndo houve efeito do fator
infarto (Infartados: 0,750 + 0,061 N&o Infartados: 0,645 = 0,0644), independente dos
fatores treinamento e terapia celular. Nao foi verificado efeito do fator treinamento (Controle:
0,721 + 0,0526ss Treinados: 0,724 + 0,0511), independente dos fatores IM e terapia celular.
N&o houve efeito da terapia celular (Tratados: 0,772 = 0,084¥&0 tratados: 0,75
0,0617), independente dos fatores IM e treinamento. Além disso, ndo houve interacao entre 0s
fatores.

Em relacdo a expresdo de ki (Figura 11D), ndo houve efeito do fator infarto
(Infartados: 0,927 + 0,049%s Nao Infartados: 0,952 0,0499), independente dos fatores
treinamento e terapia celular. Nao foi observado efeito do fator treinamento (Controle: 0,958
+ 0,0424vs Treinados: 0,942 0,0424), independente dos fatores IM e terapia celular. Além
disso, ndo houve efeito da terapia celular (Tratados: @ @8@558vs Nao tratados: 0,92¥
0,0499), independente dos fatores IM e treinamento. Nao houve interacéo entre os fatores.

Quanto a expresao de FlBs (Figura 11E), ndo houve efeito do fator infarto
(Infartados: 0,882 £+ 0,060%s Nao Infartados: 0,996 + 0,0578), independente dos fatores
treinamento e terapia celular. Foi verificado efeito do fator treinamento (Controle: 1,852
0,0481vs Treinados: 1,072 0,0481), independente dos fatores IM e terapia celular. Além
disso, ndo houve efeito da terapia celular (Tratados: ¥ @)8609vs Né&o tratados: 0,882 +
0,0609), independente dos fatores IM e treinamento. Nao houve interacao entre osAfatores.
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expressdo de FLBfoi aumentada nos grupos TR IM e TR IM CT, em relacdo aos seus
respectivos controles (Figura 11E).
Portanto, observou-se que a associacdo dos tratamentos ndo afetou as variaveis

apresentadas na Figura 11.
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5. DISCUSSAO

Este trabalho investigou os efeitos do treinamento fisico aerébio com corrida em
esteira de baixa intensidade associado a terapia com détuies-mesenquimais derivadas
da medula Ossea sobre parametros cardiovasculares e propriedades mecéanicas de
cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo de ratos com infarto do miocardio
experimental.

Em suma, o presente estudo mostrou que o programa de treinamento fisico aplicado,
foi capaz de aumentar a capacidade fisica aerébia dos animais. Além disso, o treinamento
fisico atenuou as alteracdes do transiente deJjCanelhorou a contratilidade dos
cardiomiocitos e aumentou a expressao proteica de SERCA 2a nos animais controle. O IM
causou hipertrofia patolégica verificada através dos indices hipertréficos (aumento do Peso do
coracao, PV, PV/PC, e PVE) e ecocardiograficos (aumento do DDVE e DSVE, e diminuicao
da ESSIV), além de disfuncdo cardiaca (reducdo da fracdo de ejecdo e feacdo d
encurtamento) e danos na contratilidade celular e no transiente @@ [@amento da
amplitude de contracdo e do transiente d€]Céempo para 50% do transiente de {Ga
tempo para o pico do transiente de{qa O treinamento fisico e o transplante com CTMs,
quando utilizados isoladamente, conseguiram atenuar, em parte, as alteracdes estabelecidas
pelo IM. O treinamento fisico diminuiu 0 DSVE e aumentou a ESSIV, EPPVEs, fracdo de
ejecao e fracdo de encurtamento, além de reduzir o tempo para o pico de contracdo e o tempo
para 50% do relaxamento e aumentar a amplitude do transiente % dGaexpresséo de
SERCA2a e FLBs O tratamento por meio das CTMs, aumentou a fracdo de ejecdo e a
fracdo de encurtamento, assim como diminuiu a amplitude de contracdo e do transiente de
[Ca®]; e 0 tempo para 50% do transiente de’[fzaA associacéo entre treinamento fisico e
CTMs melhorou alguns parametros celulares (menor amplitude do transiente’fee[Ca
tempo para 50% do transiente de {Jlaem relacdo aos animais apenas treinados; menor
tempo para o pico de contracdo e maior amplitude do transiente & §Cexpressdo de
FLBserig €M relacdo aos animais apenas tratados com CTMs), porém esses beneficios ndo
foram suficientes para gerarem modificacbes em nivel de érgéo.

Os animais do grupo CON IM apresentaram infarto ed30% de area de superficie
do ventriculo esquerdo ocupada pela cicatriz fibrosa. Esse tamanho de infarto é considerado

moderado segundo Pfeffer et al. (1985), sendo capaz de realizar danos a funcionalidade
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cardiaca. Outros autores consideram infartos menores que 30% como pequeno (FLETCHER
et al., 1981ANVERSA et al., 1986)

Este trabalho mostrou alteracdes estruturais estabelecidas pelo IM através do aumento
da relacdo peso dos ventriculos / peso corporal final (PV/PC), que é utilizada como indice
hipertrofico, pelo aumento dos DDVE e DSVE e pela redugcdo da ESSIV. As modificacdes
estruturais que o IM provoca no coracdo estdo bem estabelecidas. Essas envolvem a
hipertrofia patoldgica, causada por sobrecarga de volume, com diminuicdo da espessura da
parede ventricular e aumento do diametro da camara ventricular esquerda (NIEMINEN;
HEIKKILA, 1976).

Em estudos prévios, ratos que desenvolveram infarto moderado apresentaram aumento
no tempo de ejecao, além de diminui¢cdo da pressao arterial sistolica e média (PFEFFER et al.,
1979). Fletcher et al. (1981) observaram que os animais com IM menor que 30% tiveram
menor desenvolvimento de pressao do ventriculo esquerdo e diminuicdo do volume sistélico,
com consequente reducdo do débito cardiaco. Corroborando com esses achados, verificou-se
no presente estudo que houve reducdo da fracdo de ejecdo e da fragéartdeento do
ventriculo esquerdo dos animais do grupo CON IM, em relacdo aos do CON SH. Isso ocorre
porque apdés morte celular no coragdo infartado, ha perda de tecido contrétil, hipertrofia
compensatodria dos cardiomiocitos e fibrose reparativa, contribuindo para a diminuicdo da
complacéncia cardiaca (SWYNGHEDAUW, 1999).

Inesperadamente, no presente estudo, obseevodininuicdo da fracdo de
encurtamento no grupo CON IM, porém a amplitude de contracdo celular e a amplitude do
transiente de [C4); foram aumentadas neste grupo em relacdo ao grupo CON SH. Essa
discrepéancia dos resultados pode ser explicada pela analise ecocardiogréafica ser mealizada
ventriculo esquerdo como um todo e a contratilidade celular e o transiente’get§@am
sido feitos apenas nas células da area remanescente ao infarto. Pode ser que akieraces
matriz extracelular em resposta B4 tenham diminuindo a complacéncia do ventriculo
esquerdo e, por consequéncia, a fracdo de encurtamento. Como o processo de isolamento
celular digere a matriz extracelular, a mesma nao influencia na capacidade contratil de
cardiomidcitos isolados. Esse aumento da amplitude de contracdo celular e do transiente de
[Ca2+]i, provavelmente, sdo mecanismos compensatérios para atenuar a sobrecarga
provocada pelo infarto.

Alguns estudos prévios observaram a reducdo na amplitude de contracdo e/ou
amplitude do transiente de [Erem animais com IM (HOLT et al., 199KIM et al., 2002
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AIT MOU et al., 2009), porém ndo todos (ANAND et al., 199HANG et al., 2000
LOENNECHEN et al., 2002). Um trabalho que encontrou aumentos na amplitude de
contracdo de cardiomiocitos de ratos infartados justificou seu achado sugerindo que pudesse
haver maior participacdo dos NCX tanto na contracdo quanto no relaxamento celular
(ZHANG et al., 2000), melhorando a mecanica contratil dos cardiomiocitos. Todavia,
presente estudo mostrou que ndo houve diferenca na expressdo dos NCX nos cardiomiocitos
dos animais do grupo CON IM. Segundo Houser; Margulies (2003), as contracbes<selulare
de animais normais e com insuficiéncia cardiaca podem ser similares quando analisadas em
condicdes basais. Os autores sugerem que a contratilidade dos cardiomiécitos seja realizada
sob variacdes de estimulos inotrépicos (frequéncia®JCaaumento da ng-carga e
catecolaminas).

Os animais infartados do presente estudo apresentaram aumento do tempo para 50%
do decaimento de [G5;, sem alteracdo no tempo para 50% do relaxamento celular. Esses
resultados poderiam ser explicados pela reducdo do conteddo das proteinas envolvidas na
recaptacdo de €a(SERCA 2a e FLB) durante o relaxamento, porém os niveis dessas
proteinas ndo foram alterados no presente estudo. Apesar de néo ter ocorrido diminuicdo do
contetido proteico da SERCA 2a, principal responsavel pelo declinio &%,[€apossivel
que a funcdo dessa proteina estivesse diminuida, contribuindo para a reducédo do conteudo de
Cd* no RS. Mackiewicz et al.(2009) mostraram que apds 3 meses da inducéo do IM, houve
reducdo da funcdo de SERCA 2a em comparacdo com animais sham. Esse periodo de
avaliacdo foi o mesmo utilizado no presente trabalho. Da mesma forma, Zhao et al. (2008)
nao verificaram diferencas na expresséao proteica, porém observaram diminuicdo da funcéo de
SERCA 2a em cardiomidcitos de ratos infartados.

O processo de contracdo esta diretamente relacionado com a entradd de Ca
cardiomiécito através dos canais de’’Ciipo L, e da liberacdo de €ado RS no citosol
através dos RyR2. Assim, no presente estudo o tempo para o pico do transientdidefCa
animais infartados foi aumentado, contribuindo para a disfuncdo contratil. Alteracdes nas
proteinas que regulam o aumento d€'Qe citosol podem aumentar o tempo para a
contracdo em cardiomiécitos de animais na presenca do IM. Sallinen et al. (2007) observaram
que o infarto diminuiu a express&o génica de canais deiifaL e do RyR2. Neste sentido,

Guo; Chapman; Dhalla (2003) verificaram reducdo na expressao proteica de RyR2 de ratos

infartados.
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A contragcdo de cardiomiécitos de animais infartados também pode ser prejudicada
pela reducdio da sensibilidade dos miofilamentos &8 Gma vez que necessitam de maior
[Ca®™]; para realizar a mesma forca de contracdo que os animais normais. Fellenius et
al.(1985) e Wisloff et al. (2002), mostraram tais modificacdes em cardiomiocitos, o que
atrasou a ativagéo da contracgédo celular.

Alternativas nao farmacoldgicas para a atenuagdo ou reversao dos danos ocasionados
pelo IM vém sendo propostas, dentre elas a terapia com células-tronco. Nesta pesquisa, foram
utiizadas as CTMs derivadas da medula Ossea expandidas em laboratério, que sao
hipoimunogénicas, pois deixam de expressar HLA classe 2 e moléculas co-estimulatorias,
previnem a resposta das células T direta e indiretamente e induzem um microambiente
supressivo local através da producdo de prostaglandinas e interleucinas. (GNECCHI;
DANIELI; CERVIO, 2012).

As CTMs podem ser expandidas e utilizadas de forma autéloga, evitando o problema
de encontrar um doador especifico (GNECCHI; DANIELI; CERVIO, 2012). Por outro lado,
as CTMs transplantadas de forma alogénica ndo sofrem rejeicdo, como normalmente acontece
em outros tipos celulares. Estudos mostram que n&o houve rejeicdo em humanos e animais
utilizando o transplante alogénico de CTMs (PITTENGER; MARTIN, 26G0vAN et al.,

2005). Da mesma forma, Aggarwal; Pittenger (2005) demonstraram que o transplante com
CTMs alterou fenotipos de células imunes especificas, criando um ambiente “tolerogénico”.

Assim, verifica-se que as CTMs podem ser transplantadas de forma alogénica para individuos
de incompativeis complexos principal de histocompatibilidade (RYAN et al., 2005). Nota-se,
portanto, que tanto o transplante autélogo quanto o alogénico, o qual foi utilizado no presente
estudo, sdo adequados para as CTMs.

No presente estudo, a presenca das CTMs marcadas com QtratKer6afidada 18
horas apo6s aplicacéo intravenosa. Elas foram identificadas apenas no pulmé&o e ndo no local
da lesdo ou em outros orgaos. Outros autores (GAO et al,, @0HHREPFER et al., 2007
ARAUJO, 2013) também observaram que, apés infusdo por esta via, as células ndo chegam
ao orgao de interesse primario, pois a maioria fica retida no pulmao.

Uma das hipoteses que justificam a retencdo destas células nos pulmdes trata da
relacdo do tamanho das células e o diametro dos capilares pulmonares. Comparacdes entre
diferentes diametros celulares e uso de vasodilatadores evidenciaram a retencéo ou liberacéo
das células para a corrente arterial (SCHREPFER et al., 2007). A outra hipétese trata da

capacidade de adesédo das CTMs ao endotélio vascular. Ruster et al. (2006) sugeriram que
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existem substancias ligantes envolvidas na adesdo e extravasamento destas células. Esse
autores demonstraram que as CTMs interagem com as células do endotélio vascular de
maneira coordenada em relacéo ao fluxo sanguineo.

Fischer at al. (2009) acreditam num componente mediado por receptor no pulmao,
pois, quando administraram um segundo bolus de CTMs, conseguiram captura-las em maior
quantidade em outros érgaos, 0 que sugere uma saturacdo destes receptores.

A infusdo de CTMs, por via intravenosa, em animais acometidos por IM invocam
aumento da densidade capilar, preservacdo da funcdo cardiaca, reducdo da taquicardia
ventricular, atenuagdo do afinamento da parede ventricular e diminuicdo da é&rea infartada
(SHAKE et al., 2002HARE et al., 200O9WOLF et al., 2009TIMMERS et al., 2011).

A infusdo intravenosa de CTMs humanas reduziu o tamanho e produziu melhora
funcional no miocardio infartado de ratos, em parte porque as células, retidas como um
embolo no pulmdo, regularam a expressao de mdultiplos genes, com grande aumento de
proteina antiinflamatéria TSG-6 (Lee et al. (2009). Essa proteina € de especial interesse
devido ao seu conhecido efeito antiinflamatério e porque a resposta inflamatéria excessiva
contribui para as alteracbes patoldgicas apés IM (MOSCHAL et al., 2008). Entdo, os
resultados sugerem uma possivel explicacdo para a melhora observada apds infuséo
intravenosa de CTMs. Esses resultados mostram que mesmo as CTMs localizadas apenas no
pulmao, podem ser eficientes em induzir respostas benéficas ao coracdo acometido pelo IM,
justificando o menor tamanho do IM (15%) no presente estudo. Apesar de nao ter sido
encontrads diferencas no diametro e na espessura do ventriculo esquerdo apo6s reducdo do
tamanho do infarto em fungcédo do tratamento, € possivel que tenha ocorrido diminuicdo da
fibrose e da apoptose, além de presenca de miogénese e angiogénese, contribuindo com a
melhora da fracdo de ejecdo e da fracdo de encurtamento observada nos animais do grupo
CON IM CT (NAGAYA et al.,, 2004BERRY et al., 2006CARVALHO et al., 2006 LI et
al., 2011).

Observou-se também, no presente estudo, que as CTMs, isoladamente, foram
eficientes em reduzir o tempo para 50% do decaimento do transiente do€];[@@s
cardiomidcitos dos animais infartados, quando comparados com o0s do grupo CON IM. Além
disso, ndo foram observadas diferencas estatisticas na expressdo de proteinas responsavei
pelo relaxamento celular, nem no tempo para 50% do relaxamento dos cardiomidcitos dos
ratos do grupo CON IM CT, comparados aos do CON IM, apesar desse Ultimo apresentar

tendéncia estatistica (p = 0,059). Dessa forma, verifica-se que a terapia com CTMs restaurou,
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em parte, os danos ao relaxamento celular causado$ipeltodavia, esses resultados ndo
excluem a possibilidade de que as CTMs retidas no pulmdo possam secretar fatores
cardioprotetores em adicdo a TSG-6. Assim como observado no coracao, tem sido observado
qgue as CTMs promovem, no sistema nervoso central, reparacao tecidual ndo somente atraves
da substituicdo celular, mas por providenciar suporte tréfico e imunomodulatério para
mecanismos de reparo enddégenos (MARTINO; BACIGALUPPI; PERUZZOTTI-JAMETTI,
2011). Também, tem sido postulado que cada célula-tronco possui caracteristicas Unicas e que
usam mecanismos distintos de interacdo com o ambiente e com 0S mecanismos regenerativos
(CHICHA; SMITH; GUZMAN, 2014), e que a terapia combinada pode ser apropriada nas
grandes lesdes.

As CTMs tem demonstrado um potente suporte trofico (CAPLAN; DENNIS, 2006)
com manutencdo da integridade tecidual e propriedades imunomodsl@@ARG, M. et
al., 2009), longe do propdsito de serem meras produtoras e substituidoras celulares. Entéo, as
CTMs aplicadas via intravenosa, além de aumentar a expressado de fatores de crescimento
neurotroficos apos a lesédo (MAHMOOD; LU; CHOPP, 2004), atuam como células bimodais,
providenciando a¢fes imunomodulatérias (CHICHA; SMITH; GUZMAN, 2014). Estudos
verificaram que as CTMs séo capazes de secretar fatoresp(T&FE 2, IL-10, PD-1, HGF)
gue inibem a resposta imune mediada pelos linfécitos B e T, assim como pelas células natural
killer, contribuindo para reduzir a inflamacéo estabelecida pelo IM (DI NICOLA et al.; 2002
VAN DEN AKKER; DE JAGER; SLUIJTER, 201,3/AN DEN AKKER et al., 2013).

Parece que existe um efeito modulatério direto das células-tronco sobre as células
imunes residentes no local da lesdo e um segundo efeito imunomodulatério sistémico. Uma de
suas acdes é segregar células inflamatérias no interior do baco, gerando protecao de longa
duracdo (CHICHA; SMITH; GUZMAN, 2014). Quando avaliados em conjunto, estes
achados suportam o conceito de que a resposta imune, local e sistémica, € um mecanismo de
acao potencialmente importante das CTMs.

Como mostrado nas Figuras 10 e 11 do presente estudo, o treinamento fisico aerdbio
de baixa intensidade conseguiu diminuir o tempo para o pico de contracao celular, o tempo
para 50% do relaxamento e o tempo para 50% do decaimento do transienté'fledCa
coracao exerce a funcdo de bomba, e essa é coordenada pela contracdo dos cardiomiocitos
Esses respondem ao programa de treinamento fisico aumentando o tamanho e a amplitude de

contragao (KEMI; WISLOFF, 2010). Nesse sentido, no presente estudo, o treinamento de
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corrida em esteira promoveu melhoras na contratilidade celular dos animais sham. No
entanto, essas nao foram capazes de gerarem modificagdes funcionais no coragao in vivo.

Os processos de melhora na contracdo dos cardiomiocitos pelo treinamento fisico fora
observados em estudos prévios (WISLOFF et al., 20MTALI et al.,, 2002 DIFFEE;

NAGLE, 2003 CARNEIRO-JUNIOR et al., 2013.CARNEIRO-JUNIOR et al., 2013a). A
reducdo do tempo para o pico de contracdo pode esta relacionada & liberacAodie Ca
reticulo sarcoplasmatico (WISLOFF et al., 2001). No que diz respeito ao relaxamento celular,
as alteracdes tanto na contracdo quanto no transiente Tk, [€® explicadas pelo aumento

do contetdo proteico de SERCA 2a evidenciados no presente estudo, com consequente
melhora na recaptacdo de’Caia RS. Por outro lado, ndo foi verificado aumento da
expressao de FLB, o inibidor endogeno da SERCA 2a.

Individuos infartados ou que sofrem de outras complicacbes que podem levar ao
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca, tradicionalmente, tém recebido recomendacdes
para evitar o exercicio fisico, com a crenca de que esse poderia agravar a condi¢@o cardiac
(WILLENHEIMER et al., 1998). Porém, tem sido verificado que o exercicio fisico aumenta a
capacidade aerdbica e a qualidade de vida desses pacientes (WILLENHEIMER et al., 1998
BELARDINELLI et al.,, 1999 BENETTI; ARAUJO; SANTOS, 201,0MOHOLDT et al.,

2012).

No presente estudo, o treinameraer6bio de baixa intensidade aumentou a
capacidade de exercicio nos animais infartados. A melhora da capacidade fisica esta
relacionada com adaptacdes cardiovasculares. Por exemplo, ratos infartados e exercitados
aumentaram 0 V&.x em relacdo aos controles, com melhora da contratilidade celular
cardiaca e dos parametros ecocardiogréaficos (WISLOFF et al., 2002). Defaigrama de
treinamento aplicado no presente estudo conseguiu aumentar a fracdo de ejecao, fracdo de
encurtamento, DSVE, EPPVEs e a ESSIV atenuando, assim, o remodelamento adverso pos-
IM.

A melhora na funcéo cardiaca de animais infartados através do treinamento fisico é
regulada por diferentes mecanismos, dentre eles a diminuicdo do conteudo de colageno na
matriz extracelular, aumento de circulacdo coronariana e melhora da contratilidade dos
cardiomiocitos (DE WAARD et al., 200XU et al., 2008bKEMI; WISLOFF, 2010).

Como esperado, no presente estudo, ocorreu aumento da amplitude do transiente de
[Ca™;, reducdo do tempo para o pico de contracdo e para 50% do relaxamento de

cardiomidcitos dos ratos do grupo TR IM, quando comparados aos animais do grupo CON

52



IM. Esses beneficios em nivel celular podem ser explicados pelo aumento do contetdo
proteico de SERCA 2a e fosforilacdo de BB

Assim sendo, no presente estudo, beneficios cardioprotetores parciais causados pelo
treinamento aerdébio (ZHANG et al., 200QIM et al.,, 2002 WISLOFF et al., 2002DE
WAARD et al., 2007 AIT MOU et al., 2009k pelo transplante de células-tronco (MIN et al.,

2002 BERRY et al.,, 2006LEE et al., 2009LI et al., 2011 DOS SANTOS et al., 2013)
sobre animais com IM.

Em estudo prévio, COSMO et al. (2012) observaram os efeitos da associacdo das
células-tronco transplantadas de forma aut6loga com o treinamento fisico de natacéo sobre a
funcdo cardiaca de ratos que sofreram IM. Os autores descreveram aumento da fracdo de
ejecdo e reducdo do conteudo de coldgeno nesses animais. Isso foi explicado pela acéo
paracrina das células-tronco, sugerindo liberacdo de fatores que contribuiram para a
angiogénese, além dos mecanismos de vasodilatacdo provocados pelo treinamento fisico.
Todavia, no presente estudo, ndo foram constatadas alteragcdes significativas nos parametros
ecocardiograficos pela acdo conjunta dos tratamentos.

Porém, esse é o primeiro trabalho a investigar os efeitos do treinamento fisico aerébio
em associacdo com a terapia com CTMs sobre propriedades funcionais e mecéanicas de
cardiomidcitos isolados do coragdo de ratos infartados.

Os dados demonsim diminuicdo no tempo para o pico de contracdo e aumento na
amplitude do transiente de [€h em resposta aos tratamentos em conjunto, quando
comparado aos cardiomidcitos dos animais infartados tratados com CTMs. Verificou-se
também, aumento da expressdo de £LB que pode ter sido causado pela ativagdo de
cascatas que modulam a fosforilacdo/desfosforilagdo da FLB, como a via do GMPc que é
modulada pelo ON. Outros estudos, no entanto, SAo necessarios para esclarecer esse resultad
(SABINE et al., 1995).

Os resultados do presente estudo, em sua maioria, demonstram que alteracdes
celulares e moleculares proporcionadas pelo IM, treinamento fisico ou terapia com CTMs
levam ao desenvolvimento de adaptacdes em nivel do 6rgédo. Estudos prévios constatam a
relacdo das modificacdes celulares acarretando melhora, através do treinamento fisico e
terapia celular, ou piora, ocasionada pelo IM, da funcéo cardiaca (WISLOFF et glAAD02
MOU et al., 2009LI et al., 2011 DOS SANTOS et al., 2013).

Os resultados do presente estudo fornecem indicios de que os tratamentos utilizados,

transplante de CTMs e treinamento fisico aerébio por 12 semanas, iniciado 24 horas apos o
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IM, podem, isoladamente, produzir adaptacdes celulares e funcionais no coragdo acometido
pelo IM, que contribuem para a melhora da saude cardiovascular. No entanto, outras cargas de
exercicio (intensidade e duracdo) devem ser testadas. Esses dadesn sugerestes
tratamentos pam atenuar o remodelamento cardiaco adverso imposto pelo infarto do
miocéardioe prevenir o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca.

Portanto, a hipotese do presente estudo de que a associacdo dos dois tratamentos
usados, transplante de CTMs e treinamento fisico aerébio por 12 semanas, iniciado 24 horas
apos o IM, poderia potencializar os efeitos destes sobre parametros cardiovasculares e
propriedades mecénicas de cardiomidcitos isolados de ratos com IM experimental nao foi
confirmada. Para a confirmacdo desta hipdtese, os efeitos da associacdo dos tratamentos
observados no grupo TR IM CT deveriam ser superiores, com significancia estatistica, aos

efeitos observados nos dois grupos, COM IM CT e TR IM.
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6. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo permitem concluir que:

Em nivel do 6rgéo, a associa¢do dos tratamentos, treinamento fisico aerobio iniciado
24 horas apos o IM e terapia com CTMs, ndo foi capaz de alterar os parametros
cardiacos avaliados, quando comparada com os tratamentos isolados.

Em nivel celular, a associacdo dos tratamentos aumentou a amplitude do transiente de
[Ca®];, diminuiu o tempo para o pico de contracdo e aumentou a expressdo de
FLBserie €m relacdo ao tratamento somente com CTMs. Além disso, diminu
tempo para 50% do decaimento de4{Gaem relacdo ao tratamento somente com

treinamento fisico.
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8. ANEXOS

'CERTIFICADO
A Comissdo de Etica para Uso de Animais - CEUA/UFV certifica

que o processo n.° 05/2013, intitulado “Efeitos do exercicio fisico regular
associado 4 terapia com células tronco sobre pardmetros funcionais e
celulares do miocdrdio de ratos submetidos ao infarto do miocdrdio
experimental” ,coordenado pelo professor Antbnio José Natali, do

Departamento de Educagfio Fisica esta de acordo com o Cédigo de Etica
) Profissional do Médico Veterinario,com os Principios Eticos na
Experimentagdio Animal adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério (SBCAL) e com a legislagio vigente, tendo sido

aprovado por esta Comissdo em 21/02/2013, com validade de 12 meses.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the process
number 05/2013, n?med “Effects of regular physical training associated
with stem cell theraﬁy on functional and cellular parameters of myocardial
of rats subjected to experimental myocardial infarction” is in agreement
with the Medical Veterinary Professional Ethics Code, with the Ethical
Principles for Animal Research established by the Brazilian Society
ofScienceinLaboratory Animals(SBCAL) and with actual Brazilian
legislation. This Institutional Commission on February,21, 2013 approved

this process. This certificate expire in 12 months.

Vigosa, 21 de fevereiro de 2013

Prof. Claudio @c’g Fonseca

\ Coordenador
Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA/ UFV
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