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Resumo

O objetivo do nosso estudo foi de avaliar a influéncia do periodo de inicio da
atividade fisica sobre a remodelacdo apds o infarto em ratos, por meio de
analise de variaveis morfolégicas, funcionais, bioquimicas, celulares e
intersticiais cardiacas. Métodos: foram utilizados ratos wistar, machos, entre
200 — 250g foram submetidos ao infarto experimental. Apos 48hs do
procedimento, os animais sobreviventes foram alocados em trés grupos
aleatoriamente: grupo S (n=24): grupo de animais infartados; grupo P (n=24):
grupo de animais infartados exercitados precocemente; grupo T(n=24): grupos
de animais infartados exercitados tardiamente. ApOs 3 meses de
acompanhamento foi realizado estudo morfologico e funcional pelos seguintes
meétodos: coracao isolado, ecocardiograma, morfometria e histologia. O estudo
bioquimico foi realizado pela area de miocitos, tamanho do infarto e
porcentagem de colageno do tecido cardiaco, por espectrofotometria foram
avaliados estresse oxidativo e metabolismo energético. A analise estatistica foi
realizada pelo teste de ANOVA de uma via, O nivel de significancia adotado foi
de 5%. Resultados: Os resultados morfolégicos avaliados pelo
ecocardiograma mostram que o0s animais do grupo exercitado tardiamente
apresentaram menor espessura da parede septal que o grupo P (S=1,69+0,28;
P=1,81+0,34; T=1,46%0,22; p=0,041) e menores areas diastolicas (S=105+12;
P=96+23; T=87x11; p=0,010) e sistolicas (S=76+8; P=69+8; T=62+9; p=0,012)
que o grupo S. Em relacdo as variaveis funcionais avaliadas pelo
ecocardiograma, o grupo T apresentou maiores valores da velocidade de
encurtamento da parede posterior (VEPP) (S=24+4; P=28+6; T=29+3; p=0,050)

e da onda Amédia (S=2,37(2,25-3,25); P=2,7(2,5-3,0); T=3,5(3,5-4,4);
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p=0,040) da onda A’ Septal (S=2,50(2,0-3,25); P=2,5(2,12-3,0); T=4,0(3,12-
4,0); p=0,019) exceto o TRIV/R-R (S=50,2+10,7; P=66,0+10,7; T=61,3+9,4;
p=0,018) os animais P mostraram uma melhora em relacdo aos animais do
grupo T. N&ao houve diferengcas no tamanho do infarto entre os trés grupos. Do
mesmo modo, ndo foram encontradas diferencas nas outras variaveis
analisadas. Os resultados referentes ao estudo do coracao isolado variando-se
a pressao diastdlica de 0 a 25 mmHg, os grupo P e T apresentaram maiores
valores de presséao sistélica maxima, derivada positiva maxima de pressao e
derivada negativa maxima de pressdo que o grupo infartado; PS (S=51,25+
7,21; P=84,37+11,43; T=84,50+18.74); p=0,009) —dP/dt; (S=437+72;
P=1062+216; T=1437+353; p=<0,001) + dP/dt; (S=343+108; P=1156+471;
T=962+505; p=0,047). Em relacdo ao estudo morfolégico avaliado apds a
eutandsia, ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre 0s grupos
avaliados. Em relacdo ao tamanho do infarto e a area seccional do
cardiomidécito ndo foram encontradas diferencas entre os grupos. Em relacéo e
didmetro dos midcitos, os grupos P e T apresentaram maiores valores que 0s
grupos S. (S=19,9+2; P=23,5+3; T=22,6+1; p=0,002) Nao foram encontradas
diferencas entre os trés grupos em relacdo ao indice de colageno.
Considerando as variaveis do estresse oxidativo, o tratamento com exercicio
fisico ndo interferiu nos niveis aumentados de superdxido dismutase e nos
niveis de glutationa peroxidadse, mas interferiu nos niveis de hidroperoxido de
lipidio que interage na fluidez e permeabilidade da membrana. Os grupos P e T
apresentaram melhora comparada com o grupo S (S=205,001+17,032;

P=118,486+29,864; T=124,412+21,310; p=<0,001). Em relacdo as demais
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analises nao foram encontradas diferencas. Considerando as variaveis do
metabolismo energético, os animais dos grupos P e T apresentaram aumento
dos niveis da CS e diminuicdo do LDH comparado com S, sugerindo aumento
da oferta dos substratos para o0 metabolismo energético cardiaco, e uma
atenuacdo do metabolismo anaerdbico, com consequente melhora do
metabolismo aerdbico; CS (S = 11,830+2,394 (nmol/mg proteina); P =
20,088%4,868(nmol/ mg proteina); T = 14,682+ 2,958(nmol/ mg proteina; p
0,004); LDH (S = 156,802 £ 24,903 (nmol/mg proteina); P = 116,920 + 12,011
(nmol/mg proteina); T = 113,183 + 11,731 (nmol/mg proteina); p<0,001).
Conclusdes: nosso trabalho evidenciou que o exercicio fisico iniciado em
ambos os periodos em animais infartados atenuou a remodelacdo cardiaca
caracterizada por melhora das funcgdes sistolicas e diastélicas, associado com
atenuacdo do estresse oxidativo e aumento do substrato energético cardiaco.
No entanto, nossos dados sugerem que o exercicio tardio pode ser superior ao
exercicio iniciado em fase muito precoce, apds a oclusao coronariana. Portanto
nossos achados sugerem que o exercicio fisico apés o IAM € benéfico, com

melhora acentuada no exercicio iniciado tardiamente.
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Abstract

The aim of our study was to evaluate the influence of the period of early
physical activity on remodeling after infarction in rats by analysis of
morphological, functional, biochemical, cellular and interstitial heart. Methods:
Wistar rats were used, males, between 200 - 250g were subjected to
experimental infarction. After 48 hours of the procedure, the surviving animals
were randomly allocated into three groups: group S (n = 24): group of infarcted
animals, group P (n = 24): group of infarcted animals exercised early; Group T
(n = 24) : groups of infarcted animals exercised later. After 3 months of follow-
up was conducted morphological and functional study of the following methods:
isolated heart, echocardiography, histology and morphometry. Biochemical
analysis was performed by the area of myocytes, infarct size and percentage of
collagen in the cardiac tissue were assessed by spectrophotometry oxidative
stress and energy metabolism. Statistical analysis was performed by ANOVA
one-way, the significance level was 5%. Results: Morphological assessed by
echocardiogram showed that the animals in the late exercised had lower septal
wall thickness that the group P (S=169+ 028, P=181+£034, T=1,46+%
0.22, p = 0.041) and lower diastolic areas (S=105+12,P =96 £23, T =87 +
11, p = 0.010) and systolic (S=76 £8,P=69+8, T=62 %9, p=0.012) than
the group S. In relation to functional variables assessed by echocardiography,
the T group had higher shortening velocity of the posterior wall (PWSV) (S = 24
+4, P=28+£6, T =29« 3, p=0.050) and A'média wave (S = 2.37 (2.25 to
3.25), P =27 (2.51t0 3.0), T = 3.5 (3.5-4.4); p = 0.040) of the wave A 'Septal (S
=2.50 (2.0t0 3.25) P = 2.5 (2.12 t0 3.0), T = 4.0 (3.12 - 4.0), p = 0.019) except

IVRT /RR (S =50.2 £ 10.7, P =66.0 + 10.7, T = 61.3 £ 9.4, p = 0.018) the P
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animals showed an improvement compared to the animals in group T. There
were no differences in infarct size between the three groups. Similarly, no
differences were found in other variables. The results for the study of isolated
heart varying the diastolic pressure of 0 to 25 mmHg, the group P and T had
higher values for systolic maximum pressure derivative maximum positive and
maximum negative derivative pressure the infarcted group; PS (S = 51.25 *
7.21,P =84.37 £+ 11.43,84.50 + T = 18.74), p = 0.009) -dP/dt; (S =437+ 72, P
=1062 £ 216, T = 1437 + 353, p =<0.001) + dP / dt; (S =343 £ 108, P = 1156 +
471, 962 + T = 505, p = 0.047). Regarding the morphological study evaluated
after euthanasia, there were no statistical differences between the groups. In
relation to infarct size and cross-sectional area of cardiomyocytes no
differences were found between groups. With respect and myocyte diameter, P
and T groups showed higher values than groups S. (S=19.9+2, P =235+ 3,
T=226 =1, p=0.002) There were no differences among the three groups in
relation to the content of collagen. Considering the variables of oxidative stress,
treatment with exercise did not affect the increased levels of superoxide
dismutase and glutathione levels peroxidadse but interfered with lipid
hydroperoxide levels that interact in membrane permeability and fluidity. The P
and T groups showed improvement compared with group S (S = 205.001 *
17.032, P = 118.486 + 29.864, 124.412 + T = 21.310, p = <0.001). Concerning
other analyzes found no differences. Considering the variables of energy
metabolism, the animals in groups P and T showed increased levels of CS and
LDH decreased compared with S, suggesting increased supply of substrates for

cardiac energy metabolism, and an attenuation of anaerobic metabolism, with
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consequent improvement Aerobic metabolism; CS (S = 11.830 + 2.394 (nmol /
mg protein) P = 20.088 £ 4.868 (nmol / mg protein) T = 14.682 + 2.958 (nmol /
mg protein, p 0.004), LDH (S = 156.802 = 24.903 (nmol / mg protein), P =
116.920 = 12.011 (nmol / mg protein), T = 113.183 = 11.731 (nmol / mg
protein), p <0.001). Conclusions: Our study showed that exercise started on
both periods in infarcted rats attenuated cardiac remodeling characterized by
improved systolic and diastolic function, associated with attenuation of oxidative
stress and increased cardiac energy substrate. Nevertheless, our data suggest
that exercise may be later than the year beginning phase very early after
coronary occlusion. therefore our findings suggest that physical exercise is

beneficial after AMI, with marked improvement in exercise started late.
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O termo remodelacédo ventricular vem sendo utilizado, nos dltimos anos,
para caracterizar variagcbes moleculares, celulares e intersticiais cardiacas, que
vao se manifestar clinicamente por alteragcdes no tamanho, massa, geometria e
funcdo do coragédo, em resposta a determinada agressao. Apoés o infarto agudo
do miocardio, esse processo se caracteriza, clinicamente, por alteracbes da

arquitetura ventricular®™®.

Os eventos associados ao processo de remodelacdo podem ser
divididos naqueles que ocorrem precocemente apos o infarto e naqueles que
ocorrem mais cronicamente. Nas primeiras horas apés o infarto,
simultaneamente a necrose das miofibrilas, a isquemia cardiaca pode ativar
enzimas proteoliticas, entre as quais as colagenases, com consequente
desintegracdo do colageno interfibrilar. A perda do tecido de sustentacao torna
a regido mais propensa a distensao e, consequentemente, mais susceptivel as
deformacdes. Por essa razdo, pode ocorrer deslizamento de areas musculares
necroticas, com realinhamento dos miocitos na parede infartada. O resultado
desses eventos € o afilamento da regido atingida e dilatacdo da cavidade. Essa
dilatacdo ventricular da parede infartada por adelgacamento e distensdo da

regido assinala a expansao do infarto®?,

Na fase cronica do infarto agudo do miocardio, por sua vez, nota-se que
a cavidade ventricular esquerda pode continuar a aumentar com o tempo,
agora a custa da regido nao infartada. Este fenbmeno se deve a hipertrofia
cardiaca de padrao excéntrico, sendo resultado da sobrecarga hemodinamica e

da ativacéo de fatores neuro-humorais e inflamatérios*2.
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Pelo exposto, o processo de remodelacdo apds o infarto agudo do
miocardio se caracteriza, clinicamente, por aumento da cavidade ventricular.
Na fase aguda do infarto, a dilatacdo ventricular é consequéncia do processo
de expansdo do infarto, enquanto que a dilatacdo cavitaria tardia é

consequéncia do processo de hipertrofia excéntrica.

As consequéncias do processo de remodelacdo vém sendo estudadas
h&a varios anos. De modo bastante consistente, se aceita que a remodelacao
esta associada a pior prognostico. Inicialmente, devido ao afilamento da
parede, a expansédo é o substrato fisiopatolégico para posterior formacdo do
aneurisma ventricular, do mesmo modo que predispde o coracédo infartado a
ruptura ventricular. Cronicamente, a remodelacdo esta associada a maior
prevaléncia de arritmias malignas, particularmente a taquicardia ventricular
sustentada e a fibrilacdo ventricular. O aspecto mais relevante da remodelacéo
pos-infarto, no entanto, € que esse processo desempenha papel fundamental
na fisiopatologia da disfuncéo ventricular, ja que a regido néo infartada € alvo
de diversas alteracdes genéticas, estruturais e bioquimicas, que vao resultar

em progressiva deterioracéo da capacidade funcional do coracéo™.

Apesar de prevalecer o conceito de que a remodelacdo ventricular
resulte em deterioracdo progressiva da funcdo ventricular, os mecanismos
responsaveis por esse fendbmeno ainda nao estdo completamente esclarecidos.
Algumas alteracfes, no entanto, parecem desempenhar papel fisiopatologico
de destague: aumento da morte celular, principalmente por apoptose;
alteracOes das proteinas contrateis; modificagcdes nas proteinas responsaveis

pelo transito de calcio; acumulo de colageno, resultando em fibrose; alteracdes
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das metaloproteases, em particular o aumento da atividade das
metaloproteases 2 e 9; aumento do estresse oxidativo; déficit energético, com
aumento da atividade da via glicolitica e diminuicdo na utilizacdo de acidos
graxos livres; aumento na producédo de citocinas inflamatorias, particularmente
interferon gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a); e alteracfes da

geometria ventricular®™*®.

Um dos aspectos mais importantes no manejo do processo de
remodelacdo € que esse fenbmeno ndo ocorre de forma homogénea apds o
infarto. Entre os fatores que aumentam a possibilidade de aparecimento e
predispdem a alteragcdes mais intensas apds o infarto estdo incluidos: infartos
de grande tamanho, preferencialmente de parede anterior; aumento do

estresse parietal; e ativacéo de diversos fatores bioquimicos.

Portanto, se aceita que a remodelacao cardiaca desempenha importante
papel fisiopatoldgico na progresséo da disfungéo ventricular. Em consequéncia,
devido ao grande impacto sOcio-econdmico e as altas taxas de mortalidade
relacionadas com esse fend6meno, torna-se relevante a identificacdo de fatores
que atenuem o processo de remodelacdo ventricular. Entre esses fatores

encontra-se o exercicio fisico.

Diversos estudos analisaram os efeitos do exercicio fisico no sistema
cardiovascular. Em situagbes de funcéo ventricular normal ou de disfuncéo
ventricular, o exercicio fisico estd associado com aumento da: frequéncia
cardiaca méxima, volume sistélico, débito cardiaco e enchimento diastélico do

ventriculo esquerdo durante o esfor¢co. Adicionalmente, o exercicio fisico
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resultou em aumento do fluxo sanguineo e melhora do metabolismo oxidativo

do musculo esquelético durante a atividade fisica®®*®).

Aspecto relevante a ser considerado € que os beneficios do exercicio
fisico no sistema cardiovascular ndo se restringem aos efeitos hemodinamicos.
O exercicio fisico atua no sistema nervoso autonomo, diminuindo a atividade
simpatica, com aumento da atividade parassimpatica®. Atualmente, se aceita
que citocinas inflamatorias desempenham papel fisiopatolégico na progresséo
da insuficiéncia cardiaca. Nessas condicdes, a atividade fisica reduziu os niveis
plasmaticos de citocinas como, por exemplo, o TNF-a e a interleucina 6”. Em
consequéncia das acdes citadas anteriormente, pacientes com insuficiéncia
cardiaca apresentam melhor qualidade de vida, com diminuicdo de eventos

cardiovasculares.

Em relacdo aos efeitos do exercicio fisico em variaveis funcionais e
morfologicas cardiacas, estudos em animais mostraram que o treinamento
fisico aumentou os indices de funcdo contratil, em situacdes in vivo, em
preparacdes com musculo papilar isolado e em estudos com coracéo isolado

de ratos®® 2021

Do mesmo modo, em humanos, o exercicio induziu processo
de hipertrofia cardiaca, com aumento das cavidades cardiacas, acompanhado
de melhora de parametros funcionais, caracterizando adaptacao fisioldgica ao

treinamento fisico®?.

Os efeitos da atividade fisica no processo de remodelacédo ventricular
apos o infarto agudo do miocéardio também tém sido alvo de diversos estudos
experimentais e clinicos. Quando iniciado na fase crénica do infarto, os estudos

mostram atenuacdo da remodelacdo ventricular, melhora de variaveis
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funcionais, acompanhado de mudancas no padréo das proteinas contrateis e
proteinas do transito de calcio®2". Por outro lado, quando o exercicio fisico é
iniciado precocemente apds a oclusdo coronariana, os resultados no processo
de remodelacdo ndo sédo uniformes. Em ratos com grandes infartos da parede
anterior, o exercicio fisico iniciado com menos de uma semana apos a ocluséo
coronariana resultou em aumento da expansédo do infarto com dilatacdo da
cavidade ventricular. Os autores levantaram a hipétese de que o exercicio
fisico precoce poderia aumentar o estresse parietal e estimular o processo de

remodelac&o®3Y.

Em contraposicdo, em camundongos e ratos, exercicio
fisico ndo intenso iniciado com uma semana apés o infarto de diferentes
tamanhos atenuou o processo de remodelacdo ©®?* ou n&o teve repercusséo
morfoldgica®®. Os mesmos resultados controversos com a reabilitacdo fisica

foram obtidos em humanos®9.

Portanto, os efeitos da atividade fisica no processo de remodelacdo
ventricular apos o infarto sdo inconsistentes e parecem depender da
intensidade do exercicio, do tamanho do infarto, mas, principalmente, do
periodo de inicio do treinamento fisico. Adicionalmente, os mecanismos

envolvidos nesse processo ndo estdo completamente esclarecidos.
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Formulamos a hipétese de que o exercicio fisico, iniciado em periodos
diferentes apds a oclusdo coronariana, resulta em efeitos diferentes no

processo de remodelacao cardiaca apos o infarto do miocardio.
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Avaliar a influéncia do periodo do inicio do exercicio fisico moderado
sobre a remodelacéo cardiaca pds-infarto em ratos com grandes tamanhos de
infartos, por meio de variaveis morfologicas, funcionais, bioquimicas, celulares

e intersticiais.
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4.1. Delineamento Experimental

O protocolo experimental do presente trabalho foi aprovado pela
Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal de nossa instituicdo, estando
em conformidade com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal

adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal.

Foram utilizados 180 ratos Wistar machos, pesando entre 200-250 g,
provenientes do Biotério da Faculdade de Medicina de Botucatu. Os animais
foram mantidos em gaiolas para recuperacdo, alimentados com racao
comercial padrdo e livre acesso a agua, com controle de luz (ciclos de 12

horas), de temperatura (aproximadamente 25° C) e de umidade.

Quarenta e oito horas apds o infarto, os animais sobreviventes foram
divididos aleatoriamente em trés grupos: Grupo S, formado por animais
infartados; Grupo P, formado por animais infartados que iniciaram atividade
fisica 5 dias apoOs o infarto; Grupo T, formado por animais infartados que
iniciaram atividade fisica 21 dias ap0s o infarto. Apds 3 meses, 0s animais

foram submetidos a estudo funcional, morfométrico e bioquimico.

4.2. Infarto Experimental

O IAM foi produzido de acordo com método descrito previamente ja
padronizado em nosso laboratério®’*®. Ap6s anestesia com cloridrato de

cetamina (70 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), foi realizada toracotomia esquerda,
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entre o 4° e o 5° espacos intercostais. O coracdo foi exteriorizado por
compressdo lateral do torax e a artéria coronaria esquerda ligada a,
aproximadamente, 2 mm da origem, com fio de polivinil (5-0 Ethicon), entre a
borda do atrio esquerdo e o sulco da artéria pulmonar. A seguir, o coragao foi
rapidamente recolocado na cavidade toracica, os pulmdes foram expandidos

com ventilac&o positiva e oxigénio a 100% e o térax fechado.

4.3. Protocolo de Exercicio Fisico

bY

Os animais foram submetidos a atividade fisica em esteira rolante,
inicialmente, a 0,5 km/h durante 30 minutos. Diariamente, a velocidade e a
duracdo foram aumentadas em 0,20 km/h e 5 minutos, respectivamente, até
1,5 km/h por uma hora. O exercicio foi realizado 5 dias por semana até o final

do periodo experimental.

4.4. Estudo Ecocardiografico

Apés trés meses do infarto, os animais sobreviventes foram
anestesiados com cloridrato de cetamina (50 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), por

via intramuscular, para o estudo ecocardiografico’®)

. ApOs a tricotomia da
regido anterior do torax, os animais foram posicionados em aparato de madeira
proprio e colocados em decubito lateral esquerdo, para realizacdo do

ecocardiograma, utilizando-se equipamento da Philips dotado de transdutor
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eletrbnico de 12 MHz. A avaliacdo dos fluxos transvalvar mitral e adrtico foi

realizada com o mesmo transdutor, operando em 5,0 MHz.

As medidas das estruturas cardiacas foram efetuadas no modo-M,
obtidas com o feixe de ultra-som orientado pela imagem bidimensional, na
posicdo para-esternal no eixo menor. A imagem da cavidade ventricular
esquerda foi obtida posicionando o cursor do modo-M entre os musculos
papilares, logo abaixo do plano da valva mitral. As imagens da aorta e do atrio
esquerdo também foram obtidas na posicédo para-esternal eixo menor, com o
cursor do modo-M posicionado ao nivel da valva aortica. O registro da imagem
monodimensional (velocidade: 100 mm/s) foi realizado por meio da impressora
modelo UP-890MD da Sony Co. Posteriormente, as estruturas cardiacas foram
medidas de acordo com as recomendacdes da American Society of
Echocardiography e ja validadas no modelo de ratos infartados“’“®. As
estruturas cardiacas foram medidas em, pelo menos, cinco ciclos cardiacos
consecutivos. O diametro diastdlico do ventriculo esquerdo (DDVE) e a
espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo (EPP) foram medidos no
momento correspondente ao didmetro maximo da cavidade. O diametro
sistélico do ventriculo esquerdo (DSVE) foi medido no momento da excurséo
sistélica maxima da parede da cavidade. As areas diastolicas (AD) e sistolicas
(AS) foram medidas no modo bidimensional, por meio de planimetria, no plano
para-esternal eixo menor. A funcéo sistélica do ventriculo esquerdo foi
avaliada calculando-se a fracdo de variacao de area (FVA=AD-AS/AD x 100). O
volume sistolico (VS) e o débito cardiaco (DC) foram calculados, segundo a

formula: VS = VTI x n (VSVE/2)2 e DC = VS x FC, onde VTI = integral da




Material ¢ Métodos 37

velocidade tempo, VSVE diametro da via de saida do ventriculo esquerdo e FC
= freqUiéncia cardiaca. A VSVE foi medida imediatamente abaixo das cuspides
da valva adrtica na posicao para-esternal, eixo maior. O tempo de relaxamento
isovolumétrico (TRIV) medido corresponde ao tempo entre o fechamento da
valvula adrtica e a abertura da mitral. O fluxo diastdlico transmitral (ondas E e

A) foi obtido com o transdutor na posi¢ao apical quatro camaras.

4.5. Estudo do Coracao Isolado

4.5.1. Estudo da funcgédo ventricular em coracao isolado: preparagédo

de Langendorff.

Apds o estudo ecocardiografico, 5 animais de cada grupo receberam
tiopental sddico (50 mg/kg) e heparina (1000 Ul), por via intraperitoneal, e
ventilados com pressao positiva e oxigénio a 100%. A seguir foi efetuada a
esternotomia mediana, e dissecada a aorta ascendente. A aorta foi
cateterizada com canula de metal nimero 15 e iniciada a perfusao retrégrada
com solucéo de Krebs-Henseleit com a seguinte composicao em mMol/l: 115
NaCl, 5,4 KCI, 2,5 CaCl2, 1,2 MgPO4, 1,15 NaH2PO4, 1,2 Na2S04, 25
NaHCO3 e 11 glicose. Antes de sua utilizagcdo, essa solugao foi filtrada com
filtro de acetato de celulose com poro de 5 micrometros. A solugédo acima foi
acrescida de insulina 10 Ul/l e manitol, na concentracdo de 8 mmol, para

assegurar maior preservagao miocardica®.

Os coragbes foram removidos da caixa toracica e colocados em

aparelho de estudo de coracdo isolado, tamanho 3 tipo 830 (Hugo Sachs
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Elektronik-Germany), com pressdo de perfusdo constante de 75 mmHg. A
solucéo nutriente foi continuamente oxigenada com mistura gasosa de 95% de
oxigénio e 5% de Co2, a temperatura de 37 oC, pH entre 7,3 e 7,4. O atrio
esquerdo foi aberto e o apice do ventriculo esquerdo puncionado com agulha,
para drenar a cavidade ventricular, evitando-se acumulo de liquido no seu
interior. Um balédo de latex, atado ao tubo de polietileno PE 90, foi colocado na
cavidade ventricular. A outra extremidade do tubo de polietileno foi conectada a
uma torneira de 3 vias, sendo uma das vias acoplada a um transdutor de
pressdo (Stathan P23 XL) e a outra, a uma seringa de 1 ml, que permite a
variacdo do volume do baldo intracavitario. A musculatura atrial direita,
compreendendo o nddulo sinoatrial foi extirpada e um eletrodo de marcapasso
artificial colocado no miocardio do ventriculo direito para se manter,
artificialmente, a frequéncia cardiaca de 250 bpm. Por meio da preparacéo
descrita, foram obtidas curvas de Starling com infusdo de liquido no baléo,
variando a pressao diastélica no ventriculo esquerdo de 0 a 25 mmHg, através
de incrementos graduais de 5 mmHg, registrando-se a pressao sistolica
correspondente a cada variacdo de volume. Foram registradas, também, a
primeira derivada positiva de pressdo (+dP/dt ) e a derivada negativa de
pressdo (-dP/dt). Esses indices s&o, respectivamente, utilizados como
parametros de funcédo contratii e relaxamento do ventriculo esquerdo. A
complacéncia do ventriculo esquerdo foi calculada a partir da variacdo no
volume requerida para aumentar a pressao diastolica de zero para a 25 mmHg

(D25, mL)®Y. A razdo VO/PC (mL/g) foi utilizada como parametro de
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normalizacdo do tamanho da camara, onde VO € o volume correspondente a

pressao ventricular diastélica de zero e PC é peso corporal ©V.

O estudo funcional consistiu dos seguintes passos:

_ Determinacdo do volume para obtencdo de pressdo ventricular

diastolica de zero (VO);

_ A partir do VO foram acrescidos, sucessivamente, 20 microlitros de
agua ao volume do balédo até obter-se pressao diastolica de 25 mmHg. A cada
acréscimo, foram registradas as curvas de pressdo do VE e das derivadas
positiva e negativa da pressao, utilizando-se um poligrafo da GOULD, modelo

Windowgraf;

_ A calibracao dos tracados permitiu a afericdo das pressdes sistolicas e

diastolicas do ventriculo esquerdo correspondentes aos diferentes volumes.

_ Terminado o experimento, o coracao foi retirado do aparato de

perfusdo e os ventriculos direito e esquerdo foram separados e pesados.

4.6. Coleta de Material Bioldgico

Apos o estudo ecocardiografico, os animais foram sacrificados com dose
excessiva de pentobarbital e foi coletado sangue, antes da retirada do coracéo,
figado e pulméo. O sangue foi centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos para
obtencdo do soro que foi congelado a — 80° C. O figado e pulmédo foram

colocados em soro fisiolégico para retirada do sangue. Apos o estudo, o
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coracdao foi dissecado, separando-se o ventriculo esquerdo (VE) do ventriculo
direito (VD) e obtido o peso total do VE e VD. Em seguida o VE foi seccionado
a 4 mm da ponta em fragmento de 3 mm colocado em formol tamponado. Peso
umido do VD, figado pulméo foram aferidos, em seguida foram colocados em
estufa. Apds 24 horas foram obtidos 0s pesos secos. A raz&o peso Seco peso
umido fornece informacdes da existéncia de edema tecidual. O VD, figado e
pulmdo foram guardados em formol tamponado (formol 100%, agua
deionizada, fosfato de s6dio monobasico e fosfato de sodio dibasico) por 24
horas, depois lavados em agua corrente em mais 24 horas e posteriormente
colocados em alcool 70%, antes de serem parafinizados. O VE, VD, figado e
pulmdo foram congelados a —-80° C para que possa ser posteriormente

processado e submetido a determinagdes bioquimicas.

4.7. Estudo bioquimico e histopatoldgico

4.7.1 Analise histopatolégica, em microscopia Optica, da éarea de

midcitos, tamanho do infarto e porcentagem de colageno do tecido cardiaco
4.7.2 Estresse oxidativo cardiaco

4.7.3 Determinacdo do metabolismo energético
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4.7.1 Estudo histopatolégico

Secciona-se 0 bloco de parafina em cortes de 5 micrdmetros de
espessura. Foram fixadas com hematoxilina-eosina e com coloracao especifica
para colageno que € o picrosirius vermelho (Sirius red F3BA em saturacdo
aquosa de acido picrico). A area dos midcitos foi determinada pela média das
medidas de aproximadamente 100 midcitos, por lamina corada com
hematoxilina-eosina. As medidas foram realizadas utilizando o microscépio
Leica (lente com aumento de 40x), ligado a camera que esta conectada a um
computador com um software de analise das imagens (Image-Pro Plus 3,0,
Media Cybernetics, Silver Spring, MD). Os miécitos escolhidos tinham o nucleo
central, em corte transversal, e foram medidos através de um contorno gerado
pelo mouse. A porcentagem do volume de colageno intersticial foi determinada
nas laminas coradas com picrosirius vermelho, no mesmo microscopio, com
lente de aumento 20x e mesmo software ja citado. O programa que analisa
essa porcentagem permite a demarcacao de cor para (vermelho) e sem
colageno (amarelo). Assim, pode-se estabelecer a porcentagem do volume em
vermelho sobre o volume total do campo e a média de todos os valores. Foram
considerados aproximadamente 30 campos, excluindo-se o0 colageno
perivascular. O colageno perivascular também foi analisado por meio de
medidas da sua espessura em relacao ao diametro do vaso, em todos 0s vasos
encontrados na lamina®“®*?.

A extensdo do mausculo infartado e vidvel nas circunferéncias
endocérdica e epicardica foi determinada por planimetria. O tamanho do infarto
foi calculado pela divisdo das circunferéncias ventriculares endocardicas e
epicardica da regido infartada pelas circunferéncias endocéardica e epicardica

totais.
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4.7.2. Estresse oxidativo cardiaco

As amostras do ventriculo esquerdo foram descongeladas e
homogeneizadas em Potter Elvehjem, com pistilo de teflon, com 5 mL de
tampao fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,0. Os homogeneizados foram
centrifugados a 10000 rpm por 15 minutos, em centrifuga refrigerada a -4 °C. O
sobrenadante foi utilizado para analise do estresse oxidativo e de enzimas
marcadoras das vias metabodlicas. As leituras espectrofotométricas foram
realizadas no espectrofotbmetro Pharmacia Biotech (com software Swift I,
England) e em leitor de microplaca (uQuant-MQX 200 com Kcjunior software,
Bio-Tec Instruments, USA). Todos os reagentes foram de procedéncia da Sigma

(St. Louis, MO, USA).

A atividade da enzima glutationa peroxidase (GSH-Px, E.C. 1.11.1.9) foi
determinada através da oxidacdo da glutationa em presenca de peroxido de
hidrogénio e cumene hidroperdxido. A atividade da superdxido dismutase (SOD,
E.C. 1.15.1.1) foi determinada através da alteracdo na redugcdo do nitroblue-
tetrazolio (NBT) por radicais superdxido gerados pela mistura NADH (nicotinamida
adenina dinucleotideo reduzido) e fenazina metassulfato em pH fisioldgico. Leituras
espectrofotométricas foram realizadas em leitor de microplaca a 560 nm. A
atividade enzimatica da catalase (E.C. 1.11.1.6) foi determinada em tampé&o
fosfato pH 7,0, utilizando-se 0,5 mL de amostra e peréxido de hidrogénio

(30%). As leituras espectrofotométricas foram realizadas a 240 nm.

As substancias antioxidantes totais (SAT) ou capacidade antioxidante
total foram determinadas através da capacidade de antioxidantes inibirem a

oxidacdo de acido 2,2'- azinobis (3-etilbenzetiazilcolina-sulfonico) (ABTS,
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Sigma), e a concentracdo de hidroperoxido de lipidio (HP) foi determinada
através da oxidacdo do Fe?* (sulfato ferroso amoniacal). O Fe** formado reage
com alaranjado de xilenol formando composto colorido. Leituras foram

realizadas a 560 nm®Y.

4.7.3. Determinacdo do metabolismo energético

O metabolismo energético cardiaco foi determinado por meio das
atividades das enzimas lactato desidrogenase (LDH, E.C. 1.1.1.27), B-
hidroxiacil coenzima A desidrogenase (OHADH, E.C. 1.1.1.35) e da citrato
sintase (CS, E.C. 4.1.3.7)®¥. A atividade da LDH foi determinada pela oxidag&o
do NADH a 340 nm, tendo o piruvato como substrato. A atividade da OHADH
foi determinada no coracdo em meio contendo acetoacetil coenzima A 0,05 mM
e NADH 0,1 mM. A atividade da CS foi determinada em tampéao tris-HCI 50
mM, pH 8,0, contendo acetil CoA 0,1 mM, dithiobis-2-nitrobenzoato 0,1 mM
(DTNB-Sigma) e oxaloacetato 0,5 mM. A atividade da PFK (fosfofrutoquinase)
foi determinada em meio contendo tampéao Tris-HCI (50mM; pH 8.0), MgCly,
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase, aldolase, trifosfato isomerase, ATP e
frutose -6-fosfato, com medidas da velocidade de oxidacdo do NADH,,
segundo método descrito por BASS et al (1969). Nesse estudo também foi
determinada a concentracdo de proteinas totais. As ligacdes peptidicas das
proteinas reagem com ion cuprico em meio alcalino resultando em um
complexo de cor violeta com maxima absorbancia a 540 nm, cuja intensidade é
proporcional a concentracdo de proteinas totais na amostra. Como padrao foi

utilizada uma solucéo de albumina bovina®*®9.
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4.8. Andlise estatistica

Os valores obtidos sédo apresentados como meédia + desvio padrdo. As
comparacdes entre os grupos foram feitas por ANOVA, complementados pelo
teste de Holm-Sidak. Os dados que ndo apresentaram distribuicdo normal sao
apresentados como mediana e intervalo interquartil e foram comparados pelo
teste de Tukey, complementados pelo teste de Dunn. O nivel de significancia

adotado foi de 5%.
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5.1. Estudo Ecocardiografico

Os resultados obtidos na avaliacdo feita pelo ecocardiograma estao

apresentados nas tabelas 1 e 2.

Os resultados morfolégicos avaliados pelo ecocardiograma mostram que
0s animais do grupo exercitado tardiamente apresentaram menor espessura da
parede septal que o grupo P (S=1,69+0,28; P=1,81+0,34; T=1,46+0,22;
p=0,041) (figura 1) e menores areas diastolicas (S=105+12; P=96+23;
T=87+11; p=0,010) (figura 2) e sistdlicas (S=76+8; P=69+8; T=62+9; p=0,012)

(figura 3) que o grupo S.

Em relacdo as variaveis funcionais avaliadas pelo ecocardiograma, o
grupo T (exercitados tardiamente) apresentou maiores valores da velocidade
de encurtamento da parede posterior (VEPP) (S=2414; P=2816; T=29+3;
p=0,050) (figura 4) e da onda A'média (S=2,37(2,25-3,25); P=2,7(2,5-3,0);
T=3,5(3,5-4,4); p=0,040) (figura 5) da onda A’ Septal (S=2,50(2,0-3,25);
P=2,5(2,12-3,0); T=4,0(3,12-4,0); p=0,019) (figura 6) exceto o TRIV/R-R
(5=50,2+10,7; P=66,0+10,7; T=61,349,4; p=0,018) (figura 7) os animais P
mostraram uma melhora em relacdo aos animais do grupo T. Nao houve
diferencas no tamanho do infarto entre os trés grupos. Do mesmo modo, n&o

foram encontradas diferencas nas outras variaveis analisadas.
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Tabela 1: Dados morfolégicos do ecocardiograma 3 meses apos infarto.

S P T
AE (mm) 7,8+1,4 7,3+1,1 7,841,3
DDVE (mm) 11,3+1,0 10,6+0,81 10,7+0,59
DSVE (mm) 9,02+1,4 8,24+0,90 8,310,7
Massa VE(g) 0,9+0,2 1,140,2 1,140,1
EDSIV (mm) 1,69+0,282 1,81+0,342" 1,46+0,222
EDPP (mm) 1,9+0,3 1,8+0,14 1,8+0,28
Area-diast. (mm2) 105,4+11,92 96,1+10,6 2° 87,6+11,4°
Area-sist. (mm?2) 76,148,22 69,5+8,5 % 62,948,6 "

S: grupo de animais infartados; P: grupo de animais infartados exercitados precocemente; T: grupos de animais irtados
exercitados tardiamente AE: atrio esquerdo; DDVE: didmetro diastélico do ventriculo esquerdo; DSVE: didametro
sistélico do ventriculo esquerdo; EDSIV: espessura diastélica do septo interventricular; EDPP: espessura diastélica da
parede posterior do ventriculo esquerdo; A-diast: 4rea diastdlica do VE no eixo menor paraesternal; A-sist: area
sistélica do VE em eixo menor paraesternal;Os dados sao expressos em média + desvio padrao (para distribuicdo
paramétrica) ou mediana. Letras iguais significam que ndo existe diferenca estatistica, enquanto letras diferentes
indicam diferencas estatisticas entre si.

Tabela 2: Dados Funcionais do ecocardiograma 3 meses apos o infarto.

S P T
Onda E (cm/s) 113+20,9 96,1+22,6 95,8+24,0
Onda A (cm/s) 22,8+11,6 46,2+23,3 48,2+32,2
TDE (ms) 37,5+9,3 41,0+6,9 39,3+9,7
TRIV (ms) 23,845,8 31,045,1 28,1+5,2
TRIV/R-R 50,2+10,7° 66,0+10,72° 61,3+9,4°
VEPP (mm/s) 24,4+42 28,245,9° 29,3+2,6°
Frac&o Ejecé&o 0,49+0,13 0,52+0,08 0,52+0,07

2,50(2,0-3,25) 2" 4,0(3,12-4,0)°
A' média (cm/s)  2,37(2,25-3,25)2 2,7(2,5-3,0) 3,5(3,5-4,37)°

FC (bpm) 261 (246-280) 272(270-275) 290(263-316)

A' septal (cm/s) 2,5(2,12-3,0)?

S: grupo de animais infartados; P: grupo de animais infartados exercitados precocemente; T: grupos de animais
infartados exercitados tardiamente; E/A: relagéo entre as ondas E e A avaliadas pelo fluxo transmitral; TDE: tempo de
desaceleracdo da onda E mitral; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico; TRIV/RR: tempo de relaxamento
isovolumétrico normalizado pela frequiéncia cardiaca; VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior do VE;
FC: frequéncia cardiaca; A’ septal; A’'média; Os dados sdo expressos em média + desvio padrdo (para distribuigdo
parameétrica) ou mediana e percentil 25 e 75 (para distribuicdo ndo paramétrica). Letras iguais significa que néo existe
diferenca estatistica, enquanto letras diferentes indicam diferengas estatisticas entre si. Letras iguais significam que
nédo existe diferenca estatistica, enquanto letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre si
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ab
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S P T
Figura 1- Espessura diastélica do septo intraventricular (EDSIV) dos grupos S, P e T
(S: grupo de animais infartados; P: grupo de animais infartados exercicio precoce; T:
grupo de animais infartados exercicio tardio). Letras iguais significam que n&o existe

diferenca estatistica, enquanto letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre
Si.
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Figura 2- Area Diastdlica do VE (A-diastolica) dos grupos S, P e T (S: grupo de
animais infartados; P: grupo de animais infartados exercicio precoce; T: grupo de

animais infartados exercicio tardio). Letras iguais significam que nao existe diferenca
estatistica, enquanto letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre si.

=) co
o o
1 1

A-diastolica (mm?)
I
[aw]




Resultados 49

a
ab
I b
0 | : l
S P T
Figura 3- Area Sistélica do VE (A - sistolica) dos grupos S, P e T (S: grupo de animais
infartados; P: grupo de animais infartados exercicio precoce; T: grupo de animais

infartados exercicio tardio). Letras iguais significam que ndo existe diferenca
estatistica, enquanto letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre si.
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Figura 4- Velocidade de encurtamento da parede posterior (VEPP) dos grupos S, P e
T (S: grupo de animais infartados; P: grupo de animais infartados exercicio precoce; T:
grupo de animais infartados exercicio tardio). Letras iguais significam que nao existe
diferenca estatistica, enquanto letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre
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Figura 5- Onda A’ média dos grupos S, P e T (S: grupo de animais infartados; P:
grupo de animais infartados exercicio precoce; T: grupo de animais infartados
exercicio tardio). Letras iguais significam que n&o existe diferenca estatistica,
enqguanto letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre si.
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Figura 6- Onda A’ septal dos grupos S, P e T (S: grupo de animais infartados; P:
grupo de animais infartados exercicio precoce; T: grupo de animais infartados
exercicio tardio). Letras iguais significam que ndo existe diferenca estatistica,
enquanto letras diferentes indicam diferengas estatisticas entre si.
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Figura 7- Tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV/R-R) dos grupos S, P e T (S:
grupo de animais infartados; P: grupo de animais infartados exercicio precoce; T:
grupo de animais infartados exercicio tardio). Letras iguais significam que néo existe
diferenca estatistica, enquanto letras diferentes indicam diferencas estatisticas
entre si.
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5.2. Estudo do Coracgéo Isolado

Os resultados referentes ao estudo do coracdo isolado estdo na
tabela 3. Variando-se a pressao diastélica de 0 a 25 mmHg, os grupo P e T
apresentaram maiores valores de pressao sistolica maxima, derivada positiva
maxima de pressdo e derivada negativa maxima de pressdao que 0 grupo

infartado.

Tabela 3: Dados do coracao isolado 3 meses ap0s o infarto

S P T
(n=4) (n=4) (n =5)
PS (mmHg) 51,2+7,2° 84,3+11° 84,5+18°"
— dP/dt (mmHg/s) 43747272 10624216 ° 1437+353°
+dP/dt (mmHg/s)  343+108°2 1156+471°2 9624505 2

S: grupo de animais infartados; P: grupo de animais infartados exercitados precocemente; T: grupos de
animais irtados exercitados tardiamente; PS: pressao sistolica; +dp/dt: derivada positiva de pressao; dp/dt:
derivada negativa de pressédo. Os numeros referem-se aos valores méaximos obtidos variando-se a pressao
diastdlica de 0 a 25 mmHg.Os dados sdo expressos em média + desvio padrdo (para distribuicdo
paramétrica) ou mediana com percentil 25 e 75 (para distribuicdo ndo paramétrica). Letras iguais significam
gue ndo existe diferenca estatistica, enquanto letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre si.
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5.3. Estudo morfolégico

Em relacdo ao estudo morfologico avaliado apds a eutandsia, ndo foram

encontradas diferencas estatisticas entre os grupos avaliados (tabela 4).

5.4. Estudo histolégico

Em relagdo ao tamanho do infarto e a area seccional do cardiomiécito
nao foram encontradas diferencas entre os grupos. Em relacéo e diametro dos
midcitos, os grupos P e T apresentaram maiores valores que 0S grupos S.
(S=19,9£2; P=23,5+3; T=22,6+1; p=0,002) Nao foram encontradas diferencas
entre os trés grupos em relacéo ao indice de colageno (tabela 5).

Tabela 4: Dados morfolégicos dos ratos 3 meses apos o infarto

S P T
VD (g) 0,5+0,1 0,4+0,15 0,4+0,14
VE (g) 0,9+0,2 1,1+0,2 1,1+0,1
VE/Tibia (mg/mm) 20+6 25+6 25+4
VD/Tibia (mg/mm) 11(9-10) 9(7-10) 10(5-10)

Teor de agua pulméo (%) 86,4 (71,9-78,5) 84,5 (69,4-76,5) 85,6 (73,3-80,7)
Teor de agua figado (%) 57,6 (67-68,8) 56,7 (66,2-68,1) 58,6 (65,5-68,9)
Teor de agua coracdao (%) 85,3 (73-75,7) 86,4 (714-76,8) 85,1 (74,5-76,8)

S: grupo de animais infartados; P: grupo de animais infartados exercitados precocemente; T: grupos de animais
infartados exercitados tardiamente VD: ventriculo direito; VE: ventriculo esquerdo. Os dados sdo expressos em
média + desvio padrdo (para distribuicdo paramétrica) ou mediana com percentil 25 e 75 (para distribuicdo néo
paramétrica). Letras iguais significam que ndo existe diferenga estatistica, enquanto letras diferentes indicam
diferencas estatisticas entre si.

Tabela 5: Dados histoldgicos dos ratos 3 meses ap6és o infarto

S P T
% Infarto 47,9+8,8 41,2+8,6 45,9+11,3
ASM (um) 377,6+185,7 452+131,3 446,9+86,8
Diametro do miécito (um) 19,9+2,20% 23,5+3,09° 22,6+1,70°
IC (%) 5,10+ 1,50 6,20 £ 2,20 5,30 +£1,60

S: grupo de animais infartados; P: grupo de animais infartados exercitados precocemente; T: grupos de animais
infartados exercitados tardiamente; ASM: area seccional do miécito; IC: indice de colageno. Os dados séo
expressos em média = desvio padrdo (para distribuicdo paramétrica) ou mediana. Letras iguais significam que
ndo existe diferenca estatistica, enquanto letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre si.
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5.5. Estudo bioquimico

Considerando as variaveis do estresse oxidativo, o tratamento com
exercicio fisico ndo interferiu nos niveis aumentados de superdxido dismutase
e nos niveis de glutationa peroxidadse, mas interferiu nos niveis de
hidroperéxido de lipidio que interage na fluidez e permeabilidade da membrana.
Os grupos P e T apresentaram melhora comparada com 0 grupo S
(5=205,001+17,032; P=118,486+29,864; T=124,412+21,310; p=<0,001)
(figura 8). Em relac&o as demais analises ndo foram encontradas diferencas.

Em relacdo as variaveis do metabolismo energético, os animais dos
grupos P e T apresentaram aumento dos niveis da CS e diminuicdo do LDH
comparado com S, sugerindo aumento da oferta dos substratos para o
metabolismo energético cardiaco, e uma atenuacdo do metabolismo
anaerobico, com consequente melhora do metabolismo aerodbico. (tabela 6).
CS (S = 11,830+2,394) (nmol/mg proteina); P = 20,088+4,868(nmol/ mg
proteina); T = 14,682+ 2,958(nmol/ mg proteina) ; p 0,004 (figura 9 ); LDH (S =
156,802 + 24,903 (nmol/mg proteina); P = 116,920 £ 12,011 (nmol/mg

proteina); T = 113,183 £+ 11,731 (nmol/mg proteina); p<0,001) (figura 10).
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Tabela 6: Estresse oxidativo e metabolismo energético cardiacos apés 3
meses de infarto

S P T
e 205+17,0° 118+29,9" 124+21,3°
(nmol/mg proteina) -0 eI, tel,
Catalase
(nmol/mg proteina) 42,9£7,9 43,5+7 48,3+7,6
SOD
(nmol/mg proteina) 10,7£2,2 10,7+2,12 9,3t2,1
GSH-px
(nmol/mg proteina) 28,3+4,51 30,546,65 27,518,45
NADH - D
(nmol/mg proteina) 4,8+0,6 5,1+0,7 5,140,7
ATP-sintase
(hmol/mg proteina) 49,6+5,5 53,2+12,8 47,6+11,2
CS

a b b
(nmol/mg proteina) 11,842,394 20,088+ 4,8 14,6+ 2,9

Fosfofrutoquinase
(nmol/mg proteina)
LDH
(nmol/mg proteina)
Complexo Piruvato
Desidrogenase
B-Hidroxiaci Itransferase
(nmol/mg proteina)
Complexo Il (succinato

oxido redutase) 3,7+0,9 3,6+1,4 3,9+1,5
(nmol/mg proteina)

130,8+28 85,6+23,2 112,4+38
156,8+24,92 116,9+12,01° 113,1+11,7°
206,7+34,1 250,9+31,3 223,1+20.,6

24,4+3,3 25,2+3,3 27,813,4

S: grupo de animais infartados; P: grupo de animais infartados exercitados precocemente; T: grupos de animais
irtados exercitados tardiamente; GSH-PX: glutationa peroxidase; SOD superoxido desmutase; HP:
hiperperéxido de lipidio; CS: citrato cintase; LDH: lactato desidrogenase;. Complexo Il (succinato 6xido
redutase) Os dados sdo expressos em média + desvio padrao (para distribuicdo paramétrica) ou mediana.
Letras iguais significam que ndo existe diferenca estatistica, enquanto letras diferentes indicam diferencas
estatisticas entre si.
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Figura 8 — Hidroperoxido de lipidio (HP) S: grupo de animais infartados; P: grupo de
animais infartados exercitados precocemente; T: grupos de animais infartados
exercitados tardiamente. Letras iguais significam que ndo existe diferenca estatistica,
enqguanto letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre si.
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Figura 9 — Citrato sintase (CS). S: grupo de animais infartados; P: grupo de animais
infartados exercitados precocemente; T: grupos de animais infartados exercitados

tardiamente. Letras iguais significam que ndo existe diferenca estatistica, enquanto
letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre si.

= M
9] o

CS (nmol/mg proteina)
)




LDH (nmol/mg proteina)

Resultados 57

180

160

140

120

100

80

60

40

20

S P T

Figura 10 — Lactato desidrogenase (LDH) S: grupo de animais infartados; P: grupo de
animais infartados exercitados precocemente; T: grupos de animais infartados
exercitados tardiamente. Letras iguais significam que nado existe diferenca estatistica,
enquanto letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre si
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O objetivo do nosso trabalho foi avaliar a influéncia do periodo de inicio
do exercicio fisico sobre a remodelacdo ventricular apos o infarto do miocardio
em ratos, por meio de variaveis morfologicas, funcionais, bioquimicas, e
intersticiais. Nossos resultados mostram que o exercicio iniciado na fase tardia,
mas nao o iniciado precocemente, atenuou variaveis morfolégicas e funcionais

cardiacas.

O primeiro aspecto importante a ser ressaltado em nossos resultados
refere-se a utilizacdo de protocolo de exercicio fisico em esteira rolante. Nosso
protocolo utilizado ja foi validado pela literatura, com a utilizacdo de protocolo
de exercicio fisico em esteira rolante a uma velocidade de 25 m/min. e com a
duracdo de 60 min. Esse protocolo € considerado atividade fisica de

intensidade moderada®.

Outro aspecto relevante € que, conforme descrito anteriormente, a
remodelacéo ventricular € caracterizada por variagdes moleculares, celulares e
intersticiais cardiacas, que se manifestam clinicamente por alteracbes no
tamanho, massa, geometria e funcdo do coracdo, em resposta a uma
determinada agressao*®. Em relacdo aos aspectos morfoldgicos, o IAM leva
a alteracbes complexas na arquitetura do coracdo. A dilatacdo do ventriculo
esquerdo e o afilamento da parede, em consequéncia do processo de
expansdo®®, sdo caracteristicas da regido infartada. Adicionalmente, na regi&o
nao infartada também ocorre aumento da cavidade, em consequéncia da
hipertrofia dos midcitos. Alem disso, observa-se que a relacdo raio da
cavidade/espessura da parede aumenta, caracterizando hipertrofia ventricular

do tipo excéntrica. Por essa razdo, esse fenbmeno, clinicamente, é
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diagnosticado por alteracdes do diametro da cavidade, da massa ou da

espessura ventricular esquerda®®®?.

Avaliando os efeitos do exercicio fisico em variaveis morfoldgicas da
remodelacdo, notamos que o exercicio fisico iniciado tardiamente, mas nao o
iniciado precocemente, resultou em diminuicdo da cavidade ventricular
esquerda. Nesse sentido, podemos observar diminuicdo das areas sistolicas e
diastolicas do ventriculo esquerdo em consequéncia do exercicio tardio.
Portanto, nosso trabalho sugere que o exercicio fisico tardio, mas nédo o
precoce, atenuou 0 processo de remodelacdo apos o infarto agudo do

miocardio.

Conforme descrito anteriormente, 0 processo de remodelacéao
desempenha papel fisiopatoldégico critico na progressdao da disfuncéo
ventricular. Assim, seria de se esperar que estratégias que atenuem a

remodelacéo sejam acompanhadas por melhora de variaveis funcionais.

Em concordancia com esse conceito, em relacdo aos efeitos do
exercicio fisico nas variaveis funcionais, no nosso estudo os animais infartados
exercitados tardiamente e precocemente apresentaram melhora da funcéo
sistélica, e o grupo T apresentou melhora na funcao diastélica, em comparacéo
aos outros grupos. Essa conclusdao tem embasamento principalmente nos
efeitos do exercicio fisico na velocidade de encurtamento da parede posterior e
onda A’ septal. Portanto, a melhora de variaveis morfolégicas induzida pelo
exercicio foi associada com melhora de variaveis funcionais. De modo
interessante, o exercicio fisico, precoce melhorou a fungdo ventricular

analisada pelo estudo do coracao isolado.
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Os efeitos da atividade fisica no processo de remodelacdo ventricular
apos o infarto agudo do miocéardio também tém sido alvo de diversos estudos
experimentais e clinicos. Quando iniciado na fase crénica do infarto, os estudos
mostram atenuacdo da remodelacdo ventricular, melhora de variaveis
funcionais, acompanhado de mudancas no padréo das proteinas contrateis e

protefnas do transito de calcio®2",

Por outro lado, quando o exercicio fisico € iniciado precocemente apés a
oclusdo coronariana, o0s resultados do processo de remodelacdo ndo séo

uniformes.

Em ratos com grandes infartos da parede anterior, o exercicio fisico
iniciado com menos de uma semana apos a oclusdo coronariana resultou em
aumento da expansao do infarto com dilatacdo da cavidade ventricular. Os
autores levantaram a hipotese de que o exercicio fisico precoce poderia
aumentar o estresse parietal e estimular o processo de remodelacéo®®3Y. Em
contraposicdo, em camundongos e ratos, exercicio fisico ndo intenso iniciado
com uma semana apos o infarto de diferentes tamanhos atenuou o processo
de remodelacdo ©%3% ou nado teve repercussdo morfoldgica®®. Os mesmos
resultados controversos com a reabilitacdo fisica foram obtidos em

humanos®49).

Considerando os mecanismos fisiopatolégicos que estdo envolvidos no
processo de remodelacdo ventricular, eles ndo estdo completamente
esclarecidos. No entanto, diversos fatores sdo sugeridos como moduladores da
remodelacdo e da disfuncdo ventricular. Entre esses fatores, destacam-se:

estresse oxidativo, déficit energético, hipertrofia cardiaca e alteracdes
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(66)

geométricas do ventriculo esquerdo Por esse motivo, estes foram os

mecanismos escolhidos para serem avaliados pelo nosso modelo.

O estresse oxidativo pode agir tanto na membrana celular causando a
lipoperoxidacdo como no nucleo celular interferindo no DNA e RNA.
Consequentemente, atua como indutor de danos celulares que alteram
variaveis funcionais e estruturais cardiacas. Por esse motivo, 0 estresse
oxidativo € um dos principais moduladores do processo de remodelacéo
cardiaca, pois pode atuar na sintese de colageno, ativacdo das
metaloproteases, proliferacdo de fibroblastos, apoptose, hipertrofia dos
midcitos e expressdo de genes do periodo fetal. Deve-se considerar, no
entanto, que as fontes produtoras de espécies reativas de oxigénio (ERO) e os
mecanismos pelos quais ela modula o processo de remodelacédo ventricular
ainda nado estdo completamente esclarecidos. Sabe-se que proporcéo
significante de EROS é produzida na fase aguda do IAM a partir de células do
infiltrado inflamatdrio na regido infartada. Posteriormente, na fase cronica, as
ERO podem ser produzidas também na regido ndo infartada. Nesta fase,
durante a progressao da remodelacdo ventricular, existem evidéncias que a
mitocOndria, a xantina oxidase e a NADPH oxidase sdo as fontes
predominantes de ERO®"%) Com a diminuicdo das defesas antioxidante,
permite-se 0 aumento da formacédo de espécies reativas de oxigénio, o que

caracteriza a condicao de estresse oxidativo.

Dentre alguns fatores reguladores do estresse oxidativo encontra-se o
exercicio. Estudos tém demonstrado que o exercicio fisico intenso provoca

estresse oxidativo em animais e humanos, estando, possivelmente, relacionado
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com fadiga e lesBes teciduais. Pode-se dizer, portanto, que a atividade fisica
intensa pode aumentar e promover o estresse oxidativo. Do mesmo modo que,
a gradativa elevacdo na producdo de ERO induzida pela realizacdo de
exercicios fisicos aerobios ou anaerébios pode promover um aumento a
resisténcia a novos estresses, efeito conhecido como uma adaptacdo ao

treinamento fisico.

No nosso trabalho, a atividade antioxidante do exercicio foi avaliada pela
atividade da SOD e GSH-PX, catalase e a HP. A superoxido dismutase (SOD)
foi a primeira enzima antioxidante descoberta que metabolizava ERO? e
constitui a primeira linha de defesa contra o excesso de oxidantes™ . A

catalase é a segunda enzima que atua na desintoxicacdo celular®. Essa
enzima reduz o H,O, em H,O e O,\Y. A enzima catalase compartilha essa

funcdo com a glutationa peroxidase, embora a especificidade e afinidade com o
substrato sejam diferentes’®. Ela esta amplamente distribuida na célula, sendo
encontradas em alta concentracéo principalmente nos peroxissomos, vesiculas
ligadas diretamente a membrana plasmatica, embora a mitocéndria e outras
organelas celulares possam apresentar consideravel atividade de catalase.
Além disso, a maioria dos 0Orgdos contém a enzima catalase, com maior
predominancia no figado e nos eritrocitos, enquanto que o cérebro, coracao e

musculo esquelético possuem quantidades menores.

O nosso estudo ndo encontrou diferenca na atividade da SOD e da
GSH-PX. As alteracbes das HP (hidroperoxidos de lipidios) nas membranas
levam a transtornos da permeabilidade, alterando o fluxo iénico e o fluxo de

outras substancias, o que resulta na perda da seletividade para entrada e/ou
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saida de nutrientes e substancias téxicas a célula, alteragcdes do DNA,
oxidacdo da LDL e comprometimento dos componentes da matriz extracelular
(proteoglicanos, colageno e elastina)*®. Basicamente, a LPO consiste na
incorporacao de oxigénio molecular a um AGPI para produzir um hidroperoxido
lipidico (HP) como produto primario inicial. No nosso presente estudo os
animais dos grupos exercitados mostraram diminuicdo nos niveis de HP
comparados ao grupo infartado, sugerindo melhora nas membranas, e na
permeabilidade da célula, melhorando a entrada e saida de nutrientes e

substancias toxicas.

Considerando o metabolismo energético, em condicdes normais 0s
acidos graxos livres (AGL) sdo o principal substrato energético do coracéo,
com participacao variando de 60 a 90%. Por meio do processo de B-oxidacéo,
metabolitos dos AGL participam da producdo de ATP nos transportadores de
elétrons na mitocdndria, transporte via corrente sanglinea, passagem pelas
membranas plasmatica e mitocondrial e, finalmente, a oxidacdo no ciclo de
Krebs. Apos a producao, a energia produzida é armazenada e transportada na

forma de fosfocreatina®"®.

Importante ressaltar que ja foram identificadas diversas alteracbes do
metabolismo energético na remodelagcédo, que se manifestam com a diminui¢cao
da producdo de energia: queda na utilizacdo de AGL e proporcionalmente
ocasionando aumento da utilizacdo de glicose como substrato energético,
diminuicdo da B-oxidacdo e alteracdes funcionais mitocondriais'’®. Essas
alteracOes estdo associadas a diminuicdo dos niveis de fosfocreatina, que

representa a forma na qual o ATP é estocado. Sabendo-se que 0s exercicios
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fisicos que se beneficiam de forma significativa do metabolismo dos AG séo
agqueles com duracao superior a 30 minutos e que se prolongam por algumas
horas. Os nossos animais infartados e exercitados apresentaram aumento das
duas vias, diferentemente dos animais infartados que intensificaram apenas a
via glicolitica. Assim, deduzimos que o infarto do miocéardio induziu a utilizacéo
de glicose como substrato energético, enquanto a atividade fisica proporcionou
aumento do substrato energético cardiaco pelas duas vias: utilizacdo de acidos
graxos e pela via glicolitica. Esse fendbmeno foi seguido pelo aumento da citrato

sintase, o que sugere melhora no metabolismo energético.

Substancias que ndo tém a capacidade de atravessar a barreira da
membrana sarcoplasmatica, como a LDH extravasam para o meio extracelular
apos o dano nas estruturas musculares, tornando o aumento da concentragao
sérica dessas substancias potentes marcadores indiretos de dano muscular. O
lactato é o produto final da glicélise em condi¢cbes anaerdbias. Sabe-se que o
exercicio fisico extenuante pode aumentar os niveis de LDH temporariamente,
assim como o infarto agudo do miocardio. Normalmente, a concentracédo de
LDH-2 é maior que a de LDH-1. Entretanto, apos IAM, a concentracao de LDH-
1 é geralmente maior que a de LDH-2 (denominado padrédo de LDH
"descontrolado”). O sistema isozimico da lactato desidrogenase (LDH - enzima
terminal da glicOlise anaerdbia) se constitui no mais estudado na maioria dos
vertebrados, pois € considerado um dos melhores meios para estudos de
ajustes metabdlicos (aspectos adaptativos) a variagbes nos parametros
externos ou internos das espécies’. No presente estudo foi evidenciada uma

menor atividade dessa enzima LDH (maior inibicdo) dos grupos exercitados P e
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T em relacéo ao grupo infartado, evidenciando adaptacéo fisiolégica a atividade

fisica, seguida de melhora do metabolismo aerdbico.

Pelo demonstrado, o exercicio fisico atenuou o0 processo de
remodelacdo ventricular apés o IAM, sendo que O grupo precoce nao
apresentou resultados significativos nas variaveis morfologicas analisadas.
Porém, ambos os grupos apresentaram alteracées no estresse oxidativo e no
metabolismo energético, o que ndo vem a explicar o porqué das diferencas
morfométricas entre os grupos P e T. Vale ressaltar que existem varios outros
mecanismos que podem participar do processo de remodelacdo ventricular, e
que nédo foram avaliados neste estudo. Neste sentido, € de grande relevancia
outros estudos sobre o exercicio fisico no modelo do infarto para melhor

entendimento de seu papel nessa agressao.
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Em concluséo, nosso trabalho evidenciou que o exercicio fisico iniciado
em ambos os periodos em animais infartados atenuou a remodelacao cardiaca
caracterizada por melhora das func¢des sistolicas e diastélicas, associado com
atenuacdo do estresse oxidativo e aumento do substrato energético cardiaco.
No entanto, nossos dados sugerem que o exercicio tardio pode ser superior ao
exercicio iniciado em fase muito precoce, apds a oclusao coronariana. Portanto
nossos achados sugerem que o exercicio fisico apés o IAM € benéfico, com

melhora acentuada no exercicio iniciado tardiamente.
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