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RESUMO

Introducdo: Diversos modelos experimentais tém avaliado o processo de remodelacéo
cardiaca (RC); dentre eles, destaca-se a inducdo a estenose adrtica supravalvar (EA0). Os
mecanismos fisiopatoldgicos responsaveis pela depressdo da funcdo cardiaca incluem
alteragBes no transito de calcio (Ca?*) e em suas proteinas regulatorias. O treinamento fisico
(TF) tem sido utilizado na terapéutica das cardiopatias. Na patologia cardiaca por sobrecarga
pressorica, o TF restaura, total ou parcialmente, a atividade e/ou expressdo das proteinas
regulatorias do transito de Ca?*, otimizando o fluxo de Ca2* intracelular e atenuando o prejuizo
funcional cardiaco. Objetivo: Analisar a participagdo do transito de Ca®" e suas proteinas
reguladoras na melhoria da funcdo cardiaca de ratos com EAo e disfuncéo ventricular pelo
TF. Material e Métodos: Ratos Wistar machos (70-90 g), submetidos a cirurgia de EAO,
foram divididos em dois grupos: controle operado (Sham) e EAo. Apds 18 semanas da cirurgia,
foi analisada funcgdo cardiaca para redistribuicdo dos grupos: ndo expostos ao TF (Sham, n=
36 e EA0, n= 29) e treinados (ShamTF, n= 33 e EA0TF, n= 32) durante 10 semanas. O
treinamento fisico aerébio (TFa) em esteira foi realizado com velocidade equivalente ao limiar
de lactato, obtida durante os testes de esforco (inicial, 4* e 7% semanas e final). A RC foi
avaliada por ecocardiografia, masculo papilar e cardiomidcito isolados e macroscopia post
mortem. O transito de calcio miocardico foi analisado pela elevacdo de célcio extracelular,
potenciacio pos-pausa e bloqueios da bomba de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico (SERCA2a),
pelo &cido ciclopiazoénico, e dos canais de calcio do tipo L, pelo diltiazem, no musculo papilar
e pelo cardiomidcito. A expressdo das proteinas envolvidas no transito de Ca?* foi avaliada
por Western Blot. Os resultados foram discutidos ao nivel de significancia de 5%. Resultados:
Na 182 semana, antes do TFa, os animais EAo0 apresentavam hipertrofia ventricular esquerda
concéntrica, disfuncéo diastolica e sistolica e intolerancia ao exercicio fisico. O TFa atenuou

a disfungdo diastolica e beneficiou a fungéo sistolica dos animais com sobrecarga pressorica.



Os animais EAOTF apresentaram melhor resposta a potenciacdo pés-pausa e ao bloqueio da
SERCAZ2a que os EA0, 0 que sugere adequacdes positivas na recaptura de Ca?* pelo reticulo
sarcoplasmatico. Apos inibicdo dos canais de calcio tipo L houve diferenca de resposta entre
0s grupos EAo e EAOTF, a qual também sugeriu melhor atividade da SERCAZ2a. Na anélise
do cardiomidcito, o TFa foi capaz de melhorar aspectos da fungdo mecanica e a responsividade
dos miofilamentos ao Ca?* dos animais cardiopatas. Os animais EAo apresentaram alterago
na expressao proteica do Receptor de Rianodina, da SERCA2a e do NCX, sendo que o TFa
restaurou os niveis da SERCA2a e do NCX proximos aos valores normais. Conclusao:
Adequacdes positivas no transito de Ca?* e suas proteinas reguladoras pelo TFa participam da
atenuacdo da disfuncédo ventricular em ratos com estenose aortica supravalvar.

Palavras-chave: estenose aodrtica; treinamento fisico aerdbio; hipertrofia fisioldgica; funcéo

cardiaca; transito de célcio.




ABSTRACT

Introduction: Several experimental models have been proposed for the study of cardiac
remodeling (CR); among them, the induction of supravalvular aortic stenosis (AoS). The
pathophysiological mechanisms responsible for the cardiac function depression include
changes in calcium (Ca?*) and its regulatory proteins. Exercise training (ET) has been used in
the management of cardiopathies. In cardiac pathology due to pressure overload, ET
completely or partially restores the activity and/or expression of regulatory proteins of Ca?*
handling, optimizing intracellular Ca?* flow and attenuating cardiac functional impairment.
Obijective: To analyze the participation of Ca* handling and its regulatory proteins in the
improvement of the cardiac function of rats with aortic stenosis and ventricular dysfunction
by ET. Material and Methods: Male Wistar rats (70-90 g) submitted to supravalvular aortic
stenosis (AoS) were divided into two groups: operated control (Sham) and aortic stenosis
(A0S). After 18 weeks of the surgical procedure, cardiac function analysis was performed for
redistribution of the groups: non-exposed to exercise training (Sham, n = 36 and AoS, n = 29)
and trained (ShamET, n =33 and AoSET, n = 32) for 10 weeks. The treadmill exercise training
was performed with a velocity equivalent to the lactate threshold, obtained during effort tests
(initial, 4" and 7" weeks, and final). CR was evaluated by echocardiography, papillary muscle
and cardiomyocyte isolated and postmortem macroscopy. The myocardial calcium handling
was analyzed by the elevation of extracellular calcium, post-pause potentiation and Ca%* pump
blockade of the sarcoplasmic reticulum (SERCAZ2a), by cyclopiazonic acid, and L-type
calcium channels by diltiazem in the papillary muscle and by the isolated cardiomyocyte.
Expression of the proteins involved in Ca?* handling was evaluated by Western Blot. The
results were discussed at a significance level of 5%. Results: At the 18th week, before the ET,
the AoS animals presented concentric left ventricular hypertrophy, diastolic and systolic

dysfunction and intolerance to physical exercise. The ET attenuated the diastolic dysfunction



and benefited the systolic function of the animals with pressure overload. AOSET animals
presented better response to post-pause potentiation and SERCA2a blockade than the AoS,
suggesting a positive adaptation to the Ca?* recapture by the sarcoplasmic reticulum. After
inhibition of the L-type calcium channels there was a difference in response between the AoS
and AoSET groups, which also suggested better SERCAZ2a activity. In the cardiomyocyte
analysis, the ET was able to improve aspects of the mechanical function and the
responsiveness of the myofilaments to the Ca?* of the AoS animals. AoS animals presented
alteration in the protein expression of the Rianodine Receptor, SERCA2a and NCX, and ET
restored SERCA2a and NCX levels near normal values. Conclusion: Positive adaptations in
the Ca?* handling and its regulatory proteins by ET participate in the attenuation of ventricular
dysfunction in rats with supravalvar aortic stenosis.

Keywords: aortic stenosis; aerobic exercise training; physiological hypertrophy; cardiac

function; calcium handling.




LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Enfermidades com desfechos modificaveis pelo treinamento fisico.........c.ccccccveunee. 22
Tabela 2. Beneficios do treinamento fisico aerébio (TFa) sobre o sistema cardiovascular......23
Tabela 3. Dados ecocardiograficos da 182 semana..................ccceeeevieeiniinieniiiieiisnnnn bl
Tabela 4. Dados ecocardiograficos da 28% semana... ...............cceeivviiiiiiiiii i 03
Tabela 5. Contragdo isométrica basal.. R RPPRRN V|
Tabela 6. Dados clinicos e patologlcos de |nsuf|C|enC|a cardlaca BT
Tabela 7. Estrutura macroscopica cardiaca post MOrtem. ...........coooiviiriiiiriiiien i 68

Tabela 8. Teor de agua nos tecidos cardiaco, hepatico e pulmonar................ccccceceeevveeennn. 70



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Concentragéo de lactato versus velocidade de corrida durante teste de esforgo.......31
Figura 2. Representacdo esquematica da curva de contragdo iSOMEtrica...........ccecvvevververneenne. 37
Figura 3. Representacdo dos pontos de mensuragdo da imagem dos midcitos cardiacos......... 41

Figura 4. Representacdo esquematica dos parametros analisados pelo cardiomidcito isolado.42
Figura 5. Potenciag80o pos-pausa (PPP)..........c.iiiiiiii a0, DO
Figura 6. Elevacdo de calcio extracelular ..., D8

Figura 7. Experimento Diltiazem. . e 00
Figura 8. Experimento Acido Clcloplazonlco PP OPPTRPPPPROPRRIN ¢ 4
Figura 9. Fungéo mecénica dos card|0m|OC|tos ........................................................................ 64
Figura 10. Transito de calcio dos cardiomiOCItOS..........ccvevuviieieerieiiese e 65
Figura 11. Curvas representativas do cardiomiocito iSolado..............ccoceevrveiiciniicnncinne, 66
Figura 12. Frequéncia de SIiNaIS CHNICOS..........ccccoiuiiiiiiees e s 67
Figura 13. Expressdo das proteinas regulatorias do transito de Ca.............ccoeveeverecrerreennnn. 70

Figura 14. Avaliacdo do condicionamento fiSICO.........cccevviiieiieii i 72




LISTA DE QUADRO

Quadro 1. Protocolo de treinamento fisico




SUMARIO

O L 21051007\ TR 16
2. MATERIAL E METODOS.......oiiiieieieiieseeisssessss ettt ssasssssssessses 26
2.1, ANIMAIS. ...ttt bbbttt b bRt e e et et b bRt e r et e bbbt benre s 26
2.2. Delineamento EXPErimental...........oooiiiiiiiiiiiiee e 26
2.3. Inducéo de estenose a0rtiCa SUPFAVAIVAL............ccvcveieerieeie e 27
2.4. Teste de eSFOrGO MAXIMO........oiviiiiiiie et 27
2.5. Treinamento fiSICO @BIODI0. .........ciiiiieie et 29
2.6. REMOJEIACA0 CAMGIACA. ... ...eeeueetieeieiesie e ettt 30
2.6.1. Analise estrutural e funcional do COragao iN VIVO.........cceoviieiieiieie e 30
2.6.2. Andlise da fungao MIOCArdiCa iN VItrO.........cooiiirieiiineecc e 32
2.6.2.1. MUSCUIO papilar iSOlAdO..........c.ccveiieiecc e 32
2.6.2.1.1. ParametroS fUNCIONAIS. ........eiueiierieeieiiesiee e eie st e sie et steesie et este e e sreesreenaesreenseeneens 34
2.6.2.1.2. ProtoColo fUNCIONAL ........cciiiiiiiiie e 35
2.6.2.1.2.1. POtENCIAGAOD POS-PAUSA. .....vcvereereteeeseesesresteeesesseseesessessesessessesessessessessssessessesessensans 35
2.6.2.1.2.2. Elevacdo da concentracao de calcio extracelular..............ccooveveiieiiciiciccicceee 36
2.6.2.1.2.3. Bloqueio do canal tipo L sarcolemal............cccoooiiiiiiiiiiiicie e, 36
2.6.2.1.2.4. BloqUEIO da SERCAZA........c.ccieieciecieee ettt 36
2.6.2.2. CardiomiOCito ISOIA0O0.........cverieieice et 37
2.6.2.2. 1. ISOIAMENTO. .....c.viiiietieiieiieie ettt bbbt sb e nes 37
2.6.2.2.2. FUNGEOD MECANICA. ... cveetienieeeiteste sttt b e b b ene s 38
2.6.2.2.3. Par@metros FUNCIONAIS. .......cciiieieieiiesie ittt st 39
2.6.2.2.4. Andlise do transito de CalCio intraCelular............cccoeveieiiiiieceeee e 40
2.7. Andlise das proteinas do transito de calcio intracelular miocardico..............cccccccevvveinannnne 41
2.7.1. Técnica de WESLEIN BlOL...........cveieieicie et 41
2.7.1.1. EXTraCao de PrOteINaS. ......c.civeiiiiieiieeiiesee ittt st e et te et te e s reesteeaesneesreeneens 41
2.7.1.2. EletrofOrese €M GeL......cc.o i 42
2.7.1.3. Transferéncia e identificacdo das proteinas............cccevveieiiiiieie s 42
2.7.1.4. QuUantifiCacao de ProteiNAS........ccuieririririieee et 44
2.8. Avaliacdo dos sinais de insuficiéncia Cardiaca.............cccevvevieiieiicie s 44
2.9. Anélise macroscopica do COragao POSt MOMEM.........cviiriririririeese e 45
2.10. Determinacdo do teor de agua nos tecidos cardiaco, pulmonar e hepatico..................... 45
2.11. ANALISE ESTALISTICA. ... .veiueeveeieieiesie ettt et ne e e e eneas 45
3. RESULTADOS.....cc oottt ettt ettt sttt b e s e st et et st sbenbenbeene e 48
3.1. Andlise da estrutura e fungdo cardiaca in VIVO..........cccoveieiiinniiie e 48
3.2. Analise da estrutura e fungdo cardiaca in VItro...........cccovveieiiiciiesc e 52
3.2.1. MUSCUIO Papilar ISOIAAO. ..o 52
3.2.1.1. CoNdIGAO DASAL........ccueiiiieiece st 52
3.2.1.2. POLENCIAGAD POS-PAUSA. ....vvrververtertestesseaseestestesbessesseeseeseebesbesbesbesbesseeseessessesbesbesaesnesreas 52
3.2.1.3. Elevacéo da concentragdo de calcio extracelular.............ccooovvieiiiiiiiinieie e 54
3.2.1.4. EXPerimento DIltIAZEM.........cciiiiiiiieie et 56
3.2.1.5. Experimento ACido CiClOPIAZONICO. .............cvveeeeeeeieeeeeeeeeeseeeeesees e, 58
3.2.2. CardiomiOCito ISOIAUO0. .......eviiieiieie et nre s 60
3.3. Avaliacdo dos sinais de inSufiCiencia CardiaCa...........coovrereiiiieninieierese e 65
3.4. Anélise macroscopica do COragao POSt MOITEM........ccurieierierierie st 66
3.5. Teor de agua nos tecidos cardiaco, pulmonar e hepatiCo............ccccceevvevieeiieie s, 67
3.6. Expresséo das proteinas do transito de calcio MIOCArdiCO........ccvvvvevvereereiie e 67
3.7. Avaliacdo do condicionamento fiSiCO dOS aniMaiS.........ccccovereiiiiniiienieee e 68

A, DISCUSSAO. ..o e e et e ettt et et e e e e et et er e eenann 72



5. CONCLUSAO...
6. REFERENCIAS



INTRODUCAO




16

1. INTRODUCAO

A remodelacdo cardiaca (RC) é um processo adaptativo que objetiva manter a
homeostase fisioldgica do coracdo em resposta a diferentes tipos de estimulos (1-5). Do
nascimento a fase adulta, o processo de remodelacéo, desenvolvimento natural do coracéo, é
proporcional ao crescimento do individuo (4-6); porém, o termo RC é, predominantemente,
utilizado para descrever as respostas cardiacas a agressdes nocivas, incluindo sobrecargas de
volume e de pressao e isquemia miocérdica (6,7).

A adaptacdo cardiaca em curto prazo é benéfica; entretanto, a sustentacdo da agressao
por longos periodos pode deprimir a capacidade adaptativa do coracdo, e acarretar a
deterioracdo da funcdo ventricular e ao quadro de insuficiéncia cardiaca (1,5,8-11). Isto ocorre
em virtude dos eventos transcricionais, traducionais e pés-traducionais desencadeados no
miocardio, como resultado secundario a ativacdo de mecanismos autdcrinos, paracrinos e
neuroenddcrinos compensatorios (4,10,11).

Estudos experimentais tém avaliado a RC nos seguintes modelos de sobrecarga
pressorica: ratos espontaneamente hipertensos (SHR) (12) e estenose das artérias renal (13),
abdominal (14-16) ou torédcica (17-23). Entre os exemplos citados, a estenose adrtica
supravalvar (EA0) tem sido utilizada por promover o desenvolvimento gradual de hipertrofia
ventricular esquerda em ratos jovens (17-25); a sobrecarga pressorica acentua-se
progressivamente a medida que 0s animais sofrem o processo de crescimento.

Em nosso laboratorio, tém sido desenvolvidos experimentos com EAo em ratos, a fim
de avaliar aspectos moleculares, celulares, metabolicos, estruturais e funcionais da RC durante
0 processo evolutivo, da agresséo a insuficiéncia cardiaca (IC), pontuando inclusive 0 momento
em que os sinais clinicos desta sindrome séo constatados (17,19-23,26,27). Esses estudos

mostraram, entre outros, disfuncdo diastolica e melhoria da funcdo sistélica na 6° semana e
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deterioracdo do desempenho sistélico e aparecimento de sinais de IC nas semanas subsequentes
(21-23,26-33).

Como citado anteriormente, apds agressao, de forma aguda, 0s mecanismos de reserva
adequam o estresse parietal e mantém o equilibrio funcional do coracdo. Entretanto, quando
esta ativacdo compensatdria é acentuada e persistente, ocorre perda da harmonia molecular e
celular do miocardio e alteracdo da geometria ventricular, culminando em deterioracdo da
capacidade adaptativa cardiaca (3,5,10,11). Os seguintes desajustes tém sido apontados como
envolvidos no processo de transicdo da RC adaptativa a maladaptativa: 1) em nivel de
cardiomidcito, alteracdo nas proteinas contrateis, no citoesqueleto e no metabolismo
energético, reprogramacdo fetal, diminuicdo da responsividade adrenérgica e prejuizos no
acoplamento excitacdo/contracdo/relaxamento; 2) em nivel miocardico, acentuada perda de
miocitos por necrose, apoptose ou autofagia, e alteracdes na matriz extracelular; e 3) nacamara
ventricular esquerda, dilatacdo, aumento da esfericidade, afinamento da parede e insuficiéncia
da valvula mitral (5,11). O prejuizo da resposta angiogénica, a acentuacdo das ativagGes dos
sistemas adrenérgico e renina-angiotensina-aldosterona e da liberacdo de mediadores
inflamatorios, o estresse oxidativo e a desregulacdo da expressdo génica miocardica via
microRNA’s sdo considerados os indutores cruciais a estas adaptac6es negativas (3,4,10,11).

Este trabalho tem como foco principal a avaliagdo do acoplamento
excitagdo/contracdo/relaxamento, especificamente, do transito de calcio (Ca®") dos
cardiomidcitos e seus elementos regulatdrios na terapéutica da remodelagdo patologica. O
transito de Ca?" intracelular é um dos principais mecanismos reguladores da contracdo e
relaxamento miocardico (34,35). Em nivel celular, o processo de contracdo cardiaca inicia-se
com a despolarizacdo do sarcolema pelo potencial de acéo, o que acarreta abertura dos canais
de Ca?* do tipo L com consequente influxo de Ca?* do meio extracelular para o interior da célula

(35,36). O influxo de Ca?* estimula a liberag&o de grande quantidade deste fon pelos receptores
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de rianodina (RyR) do reticulo sarcoplasmatico (RS) para o citosol, mecanismo conhecido
como liberacio de Ca?* induzida por Ca?* (36,37). O aumento de Ca?* citosolico viabiliza sua
ligacdo a troponina C (TnC) e, consequentemente, a interacdo entre actina e miosina. A
intensidade da contracdo depende, entre outros fatores, da quantidade e sensibilidade dos
miofilamentos de TnC ao Ca?*. ApGs 0 evento excitagdo-contracio, inicia-se o relaxamento
miocardico devido & reducio da concentragdo de Ca?* citosolico. A remogc&o dos jons Ca?* para
o interior do RS e a extrusdo para 0 meio extracelular sdo essenciais para o relaxamento. O
processo de recaptura de Ca?* para o interior do RS, onde é depositado na calsequestrina (CSQ),
é realizado pela Ca?* ATP’ase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA2a), cuja atividade é
regulada pela fosfolambam (PLB); a fosforilagio desta proteina permite a captura do Ca?* pela
SERCAZ2a (35). Outras proteinas do sarcolema, como o trocador Na*/Ca?* (NCX) e a bomba de
Ca?* ATPésica, e a mitocondria também atuam como reguladores da remocdo de Ca?* do
miocardio (36,38).

Pesquisadores referem, em modelos experimentais de disfuncdo ventricular e/ou
insuficiéncia cardiaca, alteracGes na expressao e/ou funcdo das proteinas intracelulares e
transmembranas reguladoras do transito de Ca?*; assim, modificacdes nas proteinas, canal L,
PLB, SERCA2a, NCX, CSQ e RyR, acarretam prejuizo na homeostase do Ca* miocardico,
sendo implicadas em uma variedade de doencas cardiovasculares (36,39-61). Especificamente,
na remodelacdo em resposta a estenose adrtica, estudo anterior do nosso grupo mostrou que
apos 6 semanas de cirurgia de inducdo a doenca ha prejuizo na atividade da SERCA2a (49).
Além disso, outros autores ratificaram, por diferentes métodos e periodos de EAo0, alteracdes
qualitativas (40,61,62) e quantitativas (48,50) das proteinas do RS e degradacgéo e diminuigédo
da atividade e expresséo dos canais do tipo L (52) como fundamentais para a deterioracédo do

desempenho cardiomiocitario neste modelo experimental. Adicionalmente, estudos mostram
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que héa ineficiéncia do mecanismo de liberagdo de Ca?* induzida por Ca?* (53) e prejuizo global
no transito de Ca?* na estenose adrtica (48,53).

Terapéuticas farmacoldgicas (57,63-66) e ndo farmacoldgicas (29-32,48,67—70) tém
sido empregadas para promover atenuacdo da disfuncao e/ou adiamento da faléncia ventricular
em individuos com remodelacdo cardiaca. Dentre as intervencbes ndo farmacologicas
atualmente adotadas, destaca-se a pratica regular de exercicio fisico (29-32,48,68-70).

O treinamento fisico (TF) é um tipo de atividade fisica programada, sistematizada e
cotidiana que tem como objetivo 0 aprimoramento do condicionamento corporal (71-73). A
importancia do TF no mundo contemporaneo € evidenciada pelo seu papel: 1) na melhoria da
aptidao fisica dos praticantes, essencial para otimizar a realizacdo de atividades cotidianas
(73,74); 2) na prevencdo de doencas, tornando improvavel que o individuo ativo na juventude
desenvolva fatores de risco a doengas crbnicas; 3) na atenuacdo dos efeitos de possiveis
enfermidades relacionadas ao envelhecimento (73,75-78); e 4) por amenizar consequéncias de
doencas vigentes (Tabela 1) (71,73,76,77,79-81). Com base nessas prerrogativas, o TF é
considerado fundamental na melhoria da qualidade de vida, na longevidade e na diminuicéo da

taxa de morbidade e mortalidade populacional (72,73,77-83).
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Tabela 1. Enfermidades com desfechos modificaveis pelo treinamento fisico.
Obesidade
Aterosclerose

Diabetes mellitus
Osteoartrite

Osteoporose

Doengas reumaticas
Depresséao

Doenca de Parkinson

Doenca de Alzheimer

Outras desordens mentais
Cancer

Hipertensao arterial sistémica

Insuficiéncia cardiaca

O comportamento do organismo frente a dois tipos de treinamento, o resistido,
realizado com pouco ou nenhum movimento (82) e designado para aumento de forca e
resisténcia muscular (ex: musculacdo), e o aerdbio ou de endurance (TFa), dinamico,
repetitivo e de longa duracdo, com a utilizacdo de varios musculos simultaneamente (ex:
ciclismo, natacéo e corrida), tém sido investigados na literatura (71).

Estudos em seres humanos e animais de experimentacdo saudaveis, isto é, isentos de
doencas, verificaram as repercussdes adaptativas benéficas proporcionadas pelo TFa em varios
sistemas, incluindo o cardiovascular. Neste aparato, especificamente, as adequacdes podem
ocorrer em niveis estrutural e funcional, incluindo, entre outras, as seguintes manifesta¢oes:
hipertrofia cardiaca fisioldgica, aumento das capacidades de ejecéo e enchimento ventricular,
diminuicdo da frequéncia cardiaca de repouso e da resisténcia vascular periférica e elevacao do

retorno venoso (Tabela 2) (4,84-89).
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Tabela 2. Beneficios do treinamento fisico aerobio (TFa) sobre o sistema cardiovascular.

Adaptacoes Treinamento fisico aerdbio
Vascular
Resisténcia vascular periférica I
Pressao arterial pds-exercicio N
Pressdo arterial sistolica / diastdlica de repouso |
Rigidez aortica i
Complacéncia adrtica ™
Complacéncia venosa ™
Retorno venoso TT
Cardiaca
Capacidade contratil do VE ()
Capacidade de enchimento diastélico do VE ™
Débito cardiaco de repouso ™
Débito sistélico de repouso ™
Frequéncia cardiaca de repouso 1
Resposta taquicardica durante a sessdo de TF 1l
Relagéo onda E/A -1
Hipertrofia fisiologica do VE ™
Hipertrofia patoldgica do VE 1l
Proliferacdo de cardiomiécitos <>
Capilarizacao ™

L~ valores diminuidos; 1]- efeitos médios; <»1, <> |- sem efeitos ou mudanca leve; <»«>- pouco estudado.
VE- ventriculo esquerdo; E/A- enchimento inicial/enchimento final. Adaptado de Egan et al (74).

Os mecanismos envolvidos nas alteracdes de estrutura e funcdo do sistema
cardiovascular normal pelo TFa ndo estdo totalmente esclarecidos. Neste contexto, as seguintes
adaptacGes tém sido observadas em individuos sadios treinados: 1) em nivel vascular,
destacam-se angiogénese (5), melhoria da fungéo endotelial por aumento da atividade da 6xido
nitrico sintase, diminuicdo do estresse oxidativo (90-92) e desativacdo do eixo renina-
angiotensina-aldosterona (93); 2) no coracdo, ativacao de vias de sinalizacdo que asseguram a
hipertrofia fisioldgica (insulina, fator de crescimento semelhante a insulina [IGF-1], horménio

tireoidiano [T3], Oxido nitrico, fator de crescimento do endotélio vascular [VEGF],
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neurorregulina 1, integrinas e microRNA’s) (4,5,94,95), diminuicdo da deposi¢édo de colageno
(4,94,96), atenuacao da modulacdo simpatica (4,87-89,94), elevacéo dos niveis de angiotensina
1-7 e diminuicdo da angiotensina Il (82,86,93,94,96), aumento do nimero e melhoria do
conteddo e da capacidade oxidativa das mitocondrias (86,94,97), protecdo antioxidante
(86,93,94,98), defesa contra 0s processos de necrose e apoptose (94,98,99) e melhoria do
transito de Ca?* intracelular (4,86,94,100-107).

Investigacdes prévias relacionando TFa, coracdo normal e transito de Ca®* fornecem
resultados contraditérios. Alguns estudos mostraram que, em cardiomiocitos isolados, ha
melhoria do inotropismo devido, entre outros fatores, a elevacéo do fluxo de Ca?* consequente
ao aumento da expressao génica e a melhoria da atividade das proteinas regulatérias, e da maior
sensibilidade da troponina C ao fon Ca?* (101,103-108); entretanto, na literatura existe um
corpo de evidéncias que ndo confirma a influéncia do TFa nos sistemas regulatérios do Ca?*
miocardico, em ratos ndo cardiopatas (109,110).

Nas doencas cardiacas, dado o seu potencial terapéutico e preventivo, o TFa tem sido
proposto como ferramenta ndo farmacolégica com a finalidade de melhorar e/ou recuperar a
capacidade funcional do coracdo (48,86,94,111-116). Entre os fatores responsaveis pelo
beneficio referido esta a melhoria do transito de Ca®* intracelular (48,70,94,100,116-123)

Em modelos de infarto do miocérdio em ratos (100,120,121,123), de hiperatividade
simpatica genética em camundongos (70,122) e de sobrecarga de frequéncia cardiaca por
marcapasso ventricular em cdes (117), o TFa preveniu o desenvolvimento de faléncia cardiaca;
este fendmeno foi resultado, entre outros, do aumento da sensibilidade dos miofilamentos ao
Ca?" (123), da melhoria da capacidade de remogdo do Ca?* diastdlico (120,121) e da
normalizacio da expressdo génica das proteinas regulatorias do transito de Ca®
(70,100,117,122). Ratos transgénicos com aumento da atividade da proteina kinase 2-

dependente de Ca2?*/calmodulina citosolica (CaMKI15c), submetidos a treinamento fisico,
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apresentaram melhoria da fungéo cardiaca in vivo e nos cardiomidcitos isolados (118). Estas
adaptagBes foram relacionadas aos aumentos do influxo sarcolemal do Ca?* pelos canais L, da
amplitude do transito e do Ca?* diastdlico; além disso, houve diminuicio dos sparks de Ca®* e
ajustes nos processos de recaptura do Ca?* pela SERCA2a do reticulo sarcoplasmatico e de
extrusdo celular do Ca®* pelo NCX (118). Em consonancia, 0 TFa promoveu respostas
benéficas similares em animais com sobrecarga pressérica por hipertensdo arterial sistémica
(116,119). Assim, Garciarena et al (116), em ratos SHR, verificaram melhoria do desempenho
do coracdo, provavelmente devido ao upregulation da SERCAZ2a. Carneiro-Junior et al (119),
utilizando o mesmo modelo experimental, constataram diminuicao das liberacdes espontaneas
de Ca*(sparks), e normalizacio da expressdo génica da RyR e da sua proteina estabilizadora,
a proteina de ligacdo FK506 (FKBP12.6) ou calstabina 2.

A literatura apresenta caréncia de estudos que avaliaram a participacdo do transito de
Ca*? e suas proteinas regulatorias na melhoria da funcio cardiaca de animais com EAo pelo
treinamento fisico aerdbio (48,50). Na disfuncdo cardiaca consequente a diferentes modelos de
estenose aortica experimental, ha divergéncia dos resultados apés intervencao com treinamento
fisico (48,50). Em porcos cardiopatas com EAo0 e fracdo de ejecdo preservada, o treinamento
fisico aerdbio de baixa intensidade melhorou as caracteristicas funcionais do cardiomiécito
isolado, sendo esta adequacdo positiva relacionada com a atenuacdo dos prejuizos
homeostaticos do transito de Ca?" (48); os autores observaram aumento da relacdo
SERCAZ2a/PLB, da PLB fosforilada na serina 16 e do NCX, além da diminuicio do Ca?*
diastélico. Em contrapartida, van Deel et al (50), em camundongos com estenose adrtica severa,
verificaram que o exercicio voluntario, incorporado imediatamente apds a cirurgia, ndo
restaurou os niveis de SERCAZ2a e de RyR.

Em nosso laboratorio, investigadores analisaram o desempenho ventricular em ratos

com estenose aortica supravalvar submetidos a 10 semanas de TFa, durante o processo de
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transicdo da disfuncdo a insuficiéncia cardiaca. Nestes estudos, foi observado que o treinamento
melhorou as funcgdes sistdlica (28-32) e/ou diastolica (29-33) do ventriculo esquerdo, avaliadas
por ecocardiografia. Além disso, 0s animais treinados apresentaram reducdo da frequéncia e
intensidade dos sinais clinicos de insuficiéncia cardiaca, em relacdo aos animais néo treinados.

Em razdo dessas investigacdes (28-33) ndo terem analisado 0s mecanismos
responsaveis pela melhoria da funcéo cardiaca, e dos resultados conflitantes na literatura em
relacdo as adaptacdes da dindmica de Ca®* miocardico (48,50), este trabalho teve como objetivo
analisar a participacio do transito de Ca?* e suas proteinas reguladoras na melhoria da funcéo
cardiaca de ratos com EAo0 e disfungdo ventricular. A hipdtese desta investigacdo € que as
adequagBes positivas no transito de Ca*? intracelular, consequente a restauragio da atividade e
expressao de suas proteinas regulatorias, tém participacdo fundamental na melhoria da funcgéo
cardiaca de ratos EAo submetidos a TFa. A importancia do trabalho foi identificar se o
restabelecimento do transito de Ca* esta entre os mecanismos envolvidos na melhoria do
desempenho cardiaco dos animais cardiopatas, e reforcar que o treinamento fisico, uma
terapéutica de baixo custo, facil implementacdo e execuc¢do, pode colaborar na manuten¢éo da
sobrevida de pacientes com cardiopatias graves, até o estabelecimento de uma terapéutica

definitiva.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

No presente estudo foram utilizados ratos Wistar machos, com 21 dias de idade,
provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP, S&o Paulo, Brasil. Os animais foram mantidos nas
seguintes condicdes: gaiolas individuais de polipropileno com tampas de arame cromado
forradas com maravalha de Pinus esterilizada; temperatura ambiente (24 = 2°C), umidade
controlada (55 * 5%) e ciclos de iluminacdo de 12 horas. A oferta de agua e racéo foi ad libitum
e, 0 peso corporal foi aferido semanalmente. Os procedimentos experimentais foram realizados
de acordo com o “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals publicado pelo U.S.
National Institutes of Health” e submetido a aprovacéo pela “Comissdo de Etica Experimental

em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP”.

2.2 Delineamento experimental

Foram formados dois grupos experimentais: controle operado (Sham; n= 69) e estenose
adrtica supravalvar (EA0; n=61). Apds 18 semanas do procedimento cirurgico, periodo em que
0s animais com EAo desenvolvem disfuncdo do VE, os ratos Sham e EAo foram submetidos a
ecocardiograma e redistribuidos de forma randomizada em dois subgrupos, quanto a presenca
ou auséncia de treinamento fisico, por periodo de 10 semanas. Dentro deste contexto, na
segunda etapa, o0 experimento foi composto por quatro grupos experimentais: controle operado
(Sham, n = 36); controle operado e treinamento fisico (ShamTF, n = 33); estenose aortica
supravalvar (EAo0, n = 29); e estenose adrtica supravalvar e treinamento fisico (EA0TF, n = 32).
O delineamento experimental, deste estudo, foi proposto em virtude de trabalhos anteriores

terem evidenciado influéncia benéfica do treinamento fisico sobre a funcéo cardiaca de ratos
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com EAo e disfuncdo ventricular (29,31,32). Entretanto, os autores ndo investigaram 0s

mecanismos relacionados a esses beneficios.

2.3 Inducéo de estenose aortica supravalvar

A EAo foi induzida de acordo com o método previamente descrito em nosso laboratério
(17-23). Os animais com trés a quatro semanas de vida, pesando de 70 a 90 gramas, apés
anestesia com cloridrato de ketamina (60 mg/kg; Dopalen®, Sespo Industria e Comércio Ltda-
Divisdo Vetbrands, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil) e cloridrato de xilidino (10 mg/kg; Anasedan®,
Sespo Industria e Comércio Ltda- Divisdo Vetbrands, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil) intramuscular,
foram submetidos a toracotomia mediana, a aorta ascendente foi dissecada e um clipe de prata,
com 0,62 mm de didmetro interno, foi colocado aproximadamente a 3 mm da sua raiz. A parede
toracica foi fechada utilizando-se fio mononylon 5.0 para suturar o esterno, as camadas
musculares e a pele. Durante a cirurgia, os animais foram ventilados manualmente com presséao
positiva com oxigénio a 100%. Concluido o ato cirurgico, os ratos receberam no subcutaneo 1
ml de soro fisiolégico aquecido e foram colocados em superficie aquecida até retornarem da
anestesia. Os animais do grupo Sham foram submetidos a mesma cirurgia, exceto pela

colocagéo do clipe.

2.4 Teste de esforco maximo (TE)

A prescricdo do treinamento fisico e a avaliagdo do condicionamento fisico foram
realizadas pelo TE. Apos 1 semana de adaptacéo a esteira, 0s grupos Sham, ShamTF, EAo e
EAOTF foram submetidos ao TE em esteira rolante. Antes do inicio do TFa foi realizado o TE
que teve como intuito prescrever a carga inicial de trabalho. Apds a 4% e a 72 semana de TFa
foram realizados novos TE com a finalidade de reajustar as cargas de trabalho. Ao final da 102
semana de TFa foi novamente realizado TE para avaliar o nivel de condicionamento fisico final

dos animais.
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O teste de esforco foi iniciado a velocidade de 6 m/mim, sendo progressivamente
aumentada (3 m/min) a cada 3 minutos, até a exaustao, conforme descrito anteriormente (124).
O término do teste foi definido pela exaustdo do animal; o critério de exaustdo adotado foi a
ndo manutencao da corrida, na velocidade imposta, durante 5 segundos. Durante os testes, no
momento basal e apds cada incremento de velocidade foi realizada coleta de 25 ul de sangue
da cauda do animal para analise das concentracdes de lactato. Para a coleta foram utilizadas
laminas de vidro, 25x75x1 mm, (Sigma Chemical Company®- USA, modelo Techware S8902),
micropipetas, 20 a 200 ul, (Nichiryo Co.®- Japdo, Modelo Nichipet NPX 200) e ponteiras
descartaveis. As amostras de sangue foram armazenadas em tubos, do tipo Eppendorf de 0,5
ml, contendo 50 pl de fluoreto de sodio a 1% e mantidas em freezer até o periodo de anélise. A
concentracdo de lactato foi determinada pelo método eletro-enzimatico com o uso de lactimetro,
marca Yellow Springs Instruments®, 2300 Stat Plus Glucose & L-Lactate Analyzer- USA.

Adaptado de Souza et al(31), a prescri¢do do TFa foi baseada na anéalise das curvas de
lactato, sendo prescrita a velocidade equivalente ao limiar de lactato (Vo). A determinacédo
deste ponto foi feita por meio da plotagem grafica das concentracdes de lactato versus a
velocidade de corrida dos estagios. O momento em que ocorreu quebra da linearidade da curva
em funcdo do aumento da velocidade, estabelecido por inspecéo visual, foi considerado o limiar
de lactato. A Figura 1 mostra os resultados do teste de esfor¢o de dois animais do estudo.

A anélise do lactato sanguineo permite avaliar com acuracia a capacidade aerobia e 0
condicionamento fisico do animal durante e ap6s o periodo de treinamento (125,126). As
variaveis analisadas para determinar o condicionamento fisico dos animais foram: as
velocidades de exaustdo (Vex) e do limiar (V.L), a distancia percorrida (DP), o tempo total de
teste (TTT), as concentragdes de lactato, em milimoles por litro (mmol/L), basal ([LAC]g), no
limiar ([LAC]LL), no pds-limiar ([LAC]eL) e na exaustdo ([LAC]ex) e suas corregdes pela

velocidade de corrida nos respectivos pontos, Li/Vi, Lei/VeL € Lex/VEx.
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Sham

Concentracio de lactato (mmol/L)
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Velocidade de corrida (m/min)

Figura 1. Concentragdo de lactato versus velocidade de corrida
durante teste de esforgo incremental. Setas vermelhas indicam o ponto
de inflexdo da curva, determinado como limiar de lactato. EAo:
estenose adrtica supravalvar; Sham: controle operado.

2.5 Treinamento fisico aerobio

O protocolo de TFa, adaptado de Souza et al(31), foi iniciado 18 semanas ap0s a cirurgia
e envolveu um programa de corrida em esteira rolante especifica para ratos (Insight
Instrumentos — Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil), com frequéncia de cinco vezes por semana,
perfazendo 10 semanas consecutivas (29,31,32). Os animais foram submetidos a um periodo
de adaptacdo a esteira rolante, o qual consistiu em caminhada de baixa intensidade, velocidade
de 5 m/min, com a finalidade de minimizar o estresse ao ambiente antes do inicio do protocolo
de TFa. O programa de TFa esta ilustrado no Quadro 1. A velocidade equivalente ao limiar de
lactato, obtida em teste de esforco incremental, foi determinada como a intensidade de
treinamento. O volume didrio aumentou progressivamente durante o treinamento, apresentando
as seguintes caracteristicas: 10, 12, 14 e 16 minutos de duracdo nas semanas 1, 2, 3 e 4,
respectivamente, e 16, 18 e 20 minutos de duracdo nas semanas 5, 6 e 7, respectivamente. O

volume de treinamento foi mantido em 20 minutos até o final do protocolo.



30

Quadro 1. Protocolo de treinamento fisico aerdbio.

Momentos Progres_séo do treinamgnto
Volume (min) Intensidade
Adaptacéao
Teste de esforco inicial
12 semana 10 VL
28 semana 12 ViL
3% semana 14 ViL
42 semana 16 ViL
2° teste de esforco
5% semana 16 ViL
62 semana 18 ViL
728 semana 20 ViL
3° teste de esforco
82 semana 20 Vi
92 semana 20 ViL
102 semana 20 Vi
Teste de esforco final

VL: velocidade equivalente ao limiar de lactato obtido durante teste
de esforco incremental.

2.6 Remodelacédo cardiaca
2.6.1 Andlise estrutural e funcional do coracdo in vivo

A andlise estrutural e funcional cardiaca foi realizada in vivo por meio do
ecocardiograma. A analise ecocardiografica foi realizada ap6s 18 e 28 semanas de inducdo de
EAo0. O estudo ap06s 18 semanas teve como finalidade caracterizar, estrutural e funcionalmente,
0s ratos Sham e EAo, a fim de formar grupos homogéneos com EAo (EAo0 e EAOTF) e Sham
(Sham e ShamTF). A analise apds 28 semanas avaliou a influéncia do treinamento fisico por
10 semanas. O ecocardiograma representa uma alternativa para o estudo da fungéo ventricular
e pode oferecer importantes informag6es sobre desempenho cardiaco em roedores (127). Ele
permite avaliar: 1) a morfologia e a funcdo do coracdo (22—-24); 2) a evolucdo da disfuncéo
cardiaca causada por diferentes tipos de agressao (128) e 3) os efeitos de diferentes intervencoes
sobre 0 coragdo (21). E um método versatil, seguro, indolor, ndo invasivo e importante para

analises seriais (129). E um processo que causa menos alteragdes fisiologicas cardiacas do que
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técnicas invasivas, como a hemodinamica (130). E amplamente aceito e utilizado para a
determinacdo da massa do ventriculo esquerdo, embora possa superestimar os valores
determinados pos-sacrificio (131).

Para a realizacdo do exame, os ratos foram anestesiados com cloridrato de ketamina (60
mg/kg; Dopalen®, Sespo Industria e Comércio Ltda- Divisdo Vetbrands, Jacarei, Sdo Paulo,
Brasil) e cloridrato de xilidino (10 mg/kg; Anasedan®, Sespo Industria e Comércio Ltda-
Divisdo Vetbrands, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil) e posicionados em decubito lateral esquerdo. Foi
utilizado o ecocardiégrafo modelo Vivid S6 (General Eletric Medical Systems, Tirat Carmel,
Israel), equipado com transdutor eletrénico de 12 MHz. Para medir as estruturas cardiacas,
foram utilizadas imagens em modo-M com o feixe de ultra-som, orientado pela imagem
bidimensional com o transdutor na posicdo paraesternal eixo menor. A imagem
monodimensional do ventriculo esquerdo (VE) foi obtida posicionando o cursor do modo-M
logo abaixo do plano da valva mitral entre os musculos papilares (24). As imagens da aorta e
do atrio esquerdo também foram obtidas na posicéo paraesternal eixo menor com o cursor do
modo-M posicionado ao nivel da valva aértica. O didmetro diastolico do VE (DDVE) e a
espessura diastolica da parede posterior do VE (EDPP) foram medidos no momento
correspondente ao didmetro méaximo da cavidade. O didmetro sistélico do VE (DSVE) foi
medido no momento correspondente ao didmetro minimo da cavidade. Para avaliar a fungdo
sistélica do VE, foram calculadas a porcentagem de encurtamento mesocardico, AD meso
{[(DDVE + % EDPP + ¥ EDSIV) — (DSVE + % ESPP + % ESSIV)] / (DDVE + ¥ EDPP +
EDSIV)}, e a velocidade de encurtamento da parede posterior do VE (VEPP), tangente maxima
do movimento sistolico da parede posterior, e fragio de ejecio (DDVES-DSVE/DDVE?). Para
a obtencdo dos fluxos relacionados a fungéo diastolica, o transdutor foi posicionado na regido
correspondente a ponta do coracdo na imagem denominada quatro camaras; a medida dos fluxos

foi realizada no monitor do ecocardiografo (132), sendo avaliados os picos das velocidades do
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fluxo transvalvar mitral correspondentes a fase de enchimento inicial (onda E) e a fase de
enchimento tardio, consequente a contracdo atrial (onda A), assim como a relacdo E/A. Em
adicdo, foram calculadas as ondas E’ ¢ A’, velocidades de deformagdo do tecido adjacente ao
anel mitral na fase de enchimento inicial e apos a contracgéo atrial, respectivamente, e as relacdes
E’/A’ ¢ E/E’. Foram também mensurados os tempos de relaxamento isovolumétrico (TRIV) e

de decaimento da onda E (TDE).

2.6.2 Analise da funcéo miocardica in vitro
A funcdo do miocéardio foi analisada in vitro por meio da técnica de masculo papilar

isolado.

2.6.2.1 Musculo papilar isolado

A técnica que utiliza o muasculo papilar isolado do ventriculo esquerdo, realizada
rotineiramente em nosso laboratério (133,134), avalia a funcdo mecanica do miocéardio in vitro.
Esta preparacdo permite detectar alteragdes na contracdo e no relaxamento do musculo cardiaco,
independente das variagdes da pos-carga, pré-carga, frequéncia cardiaca, influéncia hormonal
e substrato energético, o que é dificil de ser obtido na avaliacdo do coracdo in vivo.

Os animais foram anestesiados com cloridrato de ketamina (50 mg/kg/ip; Dopalen®,
Sespo Industria e Comércio Ltda - Divisdo Vetbrands, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil) e cloridrato
de xilazina (10 mg/kg/ip; Anasedan®, Sespo IndUstria e Comércio Ltda - Divisdo Vetbrands,
Jacarei, Sdo Paulo, Brasil), submetidos a eutanasia por decapitacdo e, posteriormente, a
toracotomia mediana. Os coragdes foram rapidamente removidos e colocados em solugéo de
Krebs-Henseleit de acordo com a seguinte composi¢cdo em mM: 118,5 NaCl; 4,69 KCI; 2,5
CaCl2: 1,16 MgS0g; 1,18 KH2PO4; 5,50 glicose e 24,88 NaHCO3, previamente aerados durante
10 minutos com 95% de oxigénio (O2) e 5% de dioxido de carbono (CO2) e mantidos a

temperatura de 28°C. Ap0s permanecerem aproximadamente 1 minuto na solugéo, os coragdes
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foram retirados e o ventriculo direito dissecado com a finalidade de expor o septo
interventricular; este foi dividido a fim de permitir a exposi¢do adequada dos dois musculos
papilares, anterior e posterior, do ventriculo esquerdo. Os musculos papilares foram
cuidadosamente dissecados, mantendo-se nas suas extremidades segmentos da parede
ventricular. Esses fragmentos foram presos a anéis de aco inoxidavel com diametro interno de
3,8 a 4,2 mm; a fixacdo dos anéis nestes fragmentos tem como finalidade evitar a lesdo da
extremidade dos masculos papilares. Estes, apOs terem suas extremidades presas aos anéis,
foram rapidamente transferidos para um sistema de banho de tecido isolado (PanLab - Harvard
Apparatus, Cornella, Barcelona, Espanha) contendo a mesma solucdo de Krebs-Henseleit
descrita acima, continuamente aerada com 95% de O; e 5% de CO> e mantida a temperatura de
28°C, usando-se um termorregulador acoplado ao sistema (PanLab - Harvard Apparatus,
Cornella, Barcelona, Espanha). O mdasculo papilar foi posicionado verticalmente e sua
extremidade inferior acoplada a um fio de aco inoxidavel, 0,38 mm de didmetro, conectado a
um transdutor de forga (MLT0201 Force Transducer, ADInstruments do Brasil, Sdo Paulo,
Brasil). O fio de ago atravessa uma fenda, preenchida por mercurio, existente no assoalho da
camara de vidro. A porcdo superior tendinosa do musculo papilar foi conectada a um fio de aco,
semelhante ao anterior, que esta ligado a extremidade do brago longo de uma alavanca isoténica
de metal. Sobre esta extremidade existe um micrémetro (L.S. Starrett. Co. Athol. Mass. n° 463,
USA) que controla a extensao dos movimentos da alavanca, permitindo ajustar o comprimento
de repouso do musculo papilar.

Os mausculos papilares foram estimulados 12 vezes por minuto (0,2 Hz) por meio de
eletrodos de platina tipo agulha, posicionados paralelamente ao eixo longitudinal dos mdsculos.
Os eletrodos foram acoplados a um estimulador elétrico (LE12406 - Estimulador, PanLab -
Harvard Apparatus, Cornella, Barcelona, Espanha) que emite estimulos em onda quadrada de

5 mili-segundos. A voltagem de estimulo utilizada foi de 12 a 15 volts, aproximadamente, 10%
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acima do valor minimo necessario para provocar resposta mecanica maxima do musculo. O pH
da solucdo foi entre 7,38 a 7,42 e a pressao parcial de oxigénio da solucdo foi mantida entre
550 a 600 mmHg.

Ap06s um periodo de 60 minutos, durante os quais 0s musculos contrairam contra uma
pré-carga (59), contracéo isotonica, foi colocado uma carga adicional de 50 g, denominada pds-
carga, no transdutor de forca. A carga total, pré-carga acrescida da pos-carga, impede que 0s
musculos encurtem, passando 0s mesmos a desenvolverem somente forca, contracdo isometrica.
O excessivo estiramento muscular que poderia ser causado pela adi¢do da pos-carga foi evitado
pelo micrdbmetro que impede a movimentacdo da alavanca. Apoés a estabilizacdo do musculo
em contracdo isométrica, este foi progressivamente estirado, por meio do micrémetro, até a
forca desenvolvida atingir o seu valor maximo. O comprimento de estiramento da fibra
muscular associado a forca ou tensdo méaxima desenvolvida, em contracdo isomeétrica,
denomina-se Lmax. Apoés atingir o Lmax, o musculo foi novamente colocado em contragédo
isotbnica durante 5 minutos. A seguir, 0 musculo papilar foi recolocado em contracdo
isométrica para determinacdo final de Lmax. O registro das variaveis foi iniciado apés verificar

que o musculo permanece estavel em contracdo isométrica durante 15 minutos.

2.6.2.1.1 Parametros funcionais

Os seguintes parametros mecanicos foram analisados de uma curva obtida em contragéo
isométrica: tensdo desenvolvida maxima (TD, g/mm?), tensdo de repouso (TR, g/mm?),
velocidade maxima de variacéo da tensdo desenvolvida (+dT/dt, g/mm?/s) e velocidade méaxima
de variagio de decréscimo da tensdo desenvolvida (-dT/dt, g/mm?/s). A curva de contracéo

isometrica que foi obtida durante os experimentos esta representada abaixo, na Figura 2.
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Figura 2. Representacéo esquematica da curva de contragdo isométrica.

As contracfes isométricas foram registradas em um sistema de aquisi¢cdo de dados computadorizado (Biopac,
ADInstruments do Brasil, Sdo Paulo, Brasil). A analise das curvas permite determinar os valores dos parametros
mecanicos. Os valores da TD, TR, +dT/dt e -dT/dt foram divididos pela area seccional do masculo papilar. Este
processo de normalizacéo permite comparar o desempenho de musculos de areas seccionais diferentes. Os dados
obtidos foram apresentados em valores relativos (g/mm?).

2.6.2.1.2 Protocolo funcional

Para determinar os mecanismos pelos quais a EAo acarreta disfungdo miocardica, 0s
musculos papilares, em contracao isométrica, foram avaliados em condicao basal (concentracéao
de Ca*? = 2,5 mM) e ap6s diferentes manobras inotropicas e lusitropicas. Essas intervencoes
tém a finalidade de identificar alteracGes da contracdo e do relaxamento que podem néo ser

observadas em condi¢des basais. As seguintes manobras foram realizadas:

2.6.2.1.2.1 Potenciacéo pds-pausa

A potenciacdo pos-pausa (PPP) é um instrumento utilizado para estudar a funcéo de
liberacdo e armazenamento de calcio pelo reticulo sarcoplasmético. Esta manobra permite
analisar o relaxamento miocardico e, indiretamente, o trocador Na*/Ca?* (135-137). A relagéo
entre PPP e a fun¢do miocardica foi realizada com concentragdo de célcio de 0,5 mM na solucdo
de Krebs-Henseleit e apds periodos de repouso de 10, 30 e 60 segundos com intervalos de 5

minutos entre cada elevacdo. Os periodos crescentes tiveram a finalidade de disponibilizar
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maiores quantidades de calcio citosélico e, portanto, intensificar a magnitude do desempenho

do musculo cardiaco.

2.6.2.1.2.2 Elevacdo da concentracao de calcio extracelular

A elevacio da concentracio de Ca?" intracelular acarreta aumento do influxo desse ion
por meio dos canais lentos de Ca?* e pela troca Na*/Ca?*, o que permite, também como o PPP,
avaliar os mecanismos relacionados com o transporte de Ca?* intracelular e a fungio miocardica
(138). A elevacdo da concentracdo de Ca®* na solugdo de Krebs-Henseleit foi realizada com
aumentos sequenciais de Ca?* de 0,5 para 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0 e 3,5 mM com intervalos de 5

minutos entre cada concentracéo.

2.6.2.1.2.3 Bloqueio do canal tipo L sarcolemal

Apds o protocolo inicial foi realizada analise da atividade do canal de célcio tipo L,
utilizando inibidor especifico denominado diltiazem. O diltiazem (Diltiazem Hydrochoride,
Sigma®-Aldrich, St Louis, MO, USA) é um bloqueador especifico dos canais lentos
sarcolemais da classe das benzotiazepinas (139,140). Os canais L no coragdo contém
subunidades aiC que sdo altamente sensiveis ao diltiazem, o que resulta em diminuicdo da
entrada de céalcio miocérdico. Neste experimento, os cardiomidcitos foram avaliados a partir
de elevagdo sequencial de Ca?* de 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0 e 3,5 mM na presenca ou auséncia

do bloqueador. A dose de diltiazem diluida em agua ultrapura foi de 10°M.

2.6.2.1.2.4 Bloqueio da SERCA2a
A analise da atividade da SERCAZ2a foi realizada utilizando blogueador especifico
denominado &cido ciclopiazénico (Penicillium cyclopium, Sigma®-Aldrich, St Louis, MO,

USA) na solu¢do nutriente na dose 30 uM. (141,142). Neste experimento, os musculos
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papilares foram avaliados a partir de elevacio sequencial de Ca®* de 0,5 para 1,5 e 2,5 mM na
presenca ou auséncia do bloqueador.

As acOes dos bloqueadores, diltiazem e acido ciclopiazonico, sobre a funcdo mecéanica
do musculo papilar foram analisadas da seguinte forma: porcentagem (%) média de bloqueio
foi calculado pela seguinte formula: A(%) = (M2-M1)/M1x100, onde M1 ¢ o valor da variavel
na concentracdo de calcio extracelular na auséncia do bloqueador e 0 M2 é o valor da mesma

variavel em resposta aos bloqueadores.

2.6.2.2 Cardiomidcito isolado

As andlises estrutural, funcional e do transito de Ca?* intracelular foram realizadas por
meio da técnica do cardiomidcito isolado, a qual avalia a funcdo cardiomiocitaria sem a
influéncia da matriz extracelular. A avaliacdo ocorreu ap0s 28 semanas de cirurgia, ou seja, ao

fim da 102 semana de TFa.

2.6.2.2.1 Isolamento

A anélise do cardiomidcito isolado foi realizada conforme técnica descrita realizada por
Guatimosim et al(143). Ao final do protocolo experimental, os animais foram anestesiados com
cloridrato de ketamina (50 mg/kg/ip; Dopalen®, Sespo IndUstria e Comércio Ltda - Divisdo
Vetbrands, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg/ip; Anasedan®, Sespo
Industria e Comércio Ltda - Divisdo Vetbrands, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil) e submetidos a
eutanasia e a toracotomia mediana. Os coragdes foram rapidamente removidos e transferidos
para uma placa de petri contendo solucdo Digestion Buffer (DB) + acido etileno glicol
tetracético (EGTA - ethyleneglycol-bis (R-aminoethylether)-N,N,N’, N -tetraaceticacid) + N-2-
hidroxietil piperazina N-2-etano sulfonico (HEPES). A solucdo DB consistia de solugao bésica

com agua ultrapura (milli-Q) e a seguinte composi¢do (mM): NaCl (130); MgCl2 (1.4); KCI
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(5,4); N-2-hidroxietil piperazina N-2-etano sulfénico (HEPES) (25); glicose (22); NaH2PO4
(0,33); pH = 7,39. A artéria aorta foi canulada utilizando-se a técnica de Langendorff e o
coracdo perfundido com solucdo de DB+HEPES+EGTA em fluxo constante para limpeza dos
vasos coronarios por um periodo de 2 a 3 minutos. Apds a canulacéo e limpeza, o coracao foi
perfundido com solug&o enzimatica contendo solugdo DB, collagenase (21 mg) e Ca?* (1 mM)
por 12 a 15 minutos. As solucdes utilizadas neste processo foram continuamente aeradas com
95% de O2 e 5% de CO e mantidas em banho maria a 37,5°C.

Apbs a perfusdo, os atrios foram retirados e o coracao foi cortado em uma placa de petri
contendo solugdo DB + albumina + collagenase + Ca?* (ImM). Os fragmentos do corac&o
(pellet) foram ressuspendidos levemente em um becker com pipeta pasteur por 2 minutos em
banho maria a 37,5°C. Em seguida, as células foram dissociadas, ressuspendidas e filtradas.
Apds 10 minutos, o sobrenadante foi removido e o pellet lavado a cada 10 minutos, com
solugbes de DB + albumina + Ca®*. A cada etapa os tubos contendo as células e as solucdes
foram mantidos em repouso por aproximadamente 10 minutos e o sobrenadante descartado.
Nessa etapa, foi adicionado ao pellet solugdo Tyrode com a seguinte composicdo (mM): NaCl
(140); HEPES (10); NaH2PO4 (0,33); MgCl. (1); KCI (5); CaClz (1,8) e Glicose (10). As

solugdes utilizadas neste processo foram aquecidas previamente a 37,5°C.

2.6.2.2.2 Fungdo mecanica

A funcdo mecénica celular foi mensurada por meio da técnica de alteracdo do
comprimento dos cardiomiocitos, conforme descrito previamente (143). As mensuracfes de
contragdo-relaxamento celular utilizaram um sistema de detec¢do de bordas acoplado ao
microscopio invertido (lonOptix, Milton, MA, USA) com lente objetiva de 40 vezes (Nikon
Eclipse - TS100, EUA). Os cardiomiocitos foram acomodados em cdmara experimental com

base de vidro, banhados por solugao Tyrode temperatura de 37,5° e visualizados em um monitor
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por meio de uma camera (Myocam, lonOptix, Milton, MA, USA, 240 Hz) acoplada ao
microscopio com um programa de deteccao de imagens (lonwizard, lonoptix).

Os cardiomidcitos foram estimulados em frequéncia de 1 Hz com duracdo de 5
milisegundos e voltagem de 20 V, utilizando-se um par de eletrodos de aco e um estimulador
elétrico de campo (Myopacer, lonOptix, Milton, MA, USA). Os movimentos das bordas dos
miocitos foram capturados pelo sistema de deteccéo de bordas (lonwizard, lon Optix, Milton,
MA, USA) e armazenados para analise posterior. As medidas de contracdo foram realizadas em
cardiomidcitos isolados que apresentaram as seguintes condicbes: bordas e estriaces
sarcoméricas bem definidas (Figura 3), relaxados em repouso e sem apresentar contracdes
voluntarias.
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Figura 3. Representacdo dos pontos de mensuracdo da imagem dos midcitos cardiacos.

2.6.2.2.3 Parametros funcionais

As propriedades contrateis dos cardiomidcitos foram avaliadas utilizando um sistema
de aquisi¢do do espacamento do sarcémero baseado por video (video-based sarcomere spacing;
SarcLen,lonOptix, Milton, MA). Midcitos quiescentes com a disposicao clara das estriacGes
foram escolhidos para as andlises contrateis. As células foram colocadas em uma camara de
cultura com sistema proprio de estimulagdo acoplado ao microscopio invertido (Nikon
TE2000U, Nikon, Melville, NY, EUA), sendo eletricamente estimuladas e perfundidas com
solucéo tampdo HEPES a temperatura ambiente. As altera¢cdes no comprimento dos sarcomeros

foram registradas e posteriormente analisadas utilizando software especifico (lon Wizard,
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lonOptix, Milton, MA, EUA). Foram avaliados o comprimento dos sarcOmeros e 0s seguintes
parametros contrateis: fracdo de encurtamento (FEnc), velocidades maximas de encurtamento

(VME) e relaxamento (VMR), tempos até 50% do pico de encurtamento (Tencsow) € de

relaxamento (Trewsow) (Figura 4).

Encurtamento do
Sarcémero Velocidade Maix. (encurtamento)

/ o Velocidade Maix. (relaxamento)

1.8

1.7 1

CS (pm)

1.64
1.5
144
Tempo do pico de_f T_ 50% do tempo de
encurtamento relaxamento
Estimulo ~glo 0.2 0.4 06

Tempo (s)

Figura 4. Representacdo esquematica dos parametros analisados
pela técnica do cardiomidcito isolado. CS: comprimento do
sarcémero.

2.6.2.2.4 Andlise do transito de Ca?* intracelular

Os cardiomidcitos foram incubados com o indicador fluorescente de Ca?* Fura-2 AM
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Para avaliacdo do transito de Ca®* as células foram
carregadas com 1 uM Fura-2 AM por 20 min, em temperatura ambiente, e lavadas com solucéo
extracelular de Tyrode para retirar 0 excesso de sangue (144). Antes da aquisicdo da imagem,
os midcitos foram estimulados a 1 Hz (Myopacer 100, lonoptix Inc.) com as seguintes
configuracdes: duracdo de 2 ms; estimulagéo continua pulso bifésico; voltagem ajustada a 120%
da tensdo de limiar que induz os transientes de Ca?*. As imagens de fluorescéncia foram obtidas
usando excitagdo de 340 nm a 380 nm e emisséao de intensidade de fluorescéncia detectada em
aproximadamente 510 nm. A avaliacdo da sensibilidade dos cardiomidcitos ao célcio foi

averiguada pelas relacfes do calcio sistolico com a fragdo (CS/FENc) e a velocidade maxima
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de encurtamento (CS/VME). Além disso, foram analisados os tempos para atingir o pico (TAPC)

e 50% do pico (TAPCsos) e do decaimento (TADCsox) do Ca®* citosolico.

2.7 Analise das proteinas do transito de calcio intracelular miocardico
As proteinas do transito de calcio foram avaliadas por meio da técnica de Western Blot

em fragmentos do ventriculo esquerdo.

2.7.1 Técnica de Western Blot

A expressao das proteinas canal L, RyR, NCX, SERCA2a, CSQ, PLB, pPLBthrl7 e
pPLBserl6 foi realizada pela técnica de Western Blot. Além disso, também foi realizada a
expressao da proteina de normalizacéo, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH). Este
método é frequentemente utilizado em pesquisas para detectar proteinas em um homogenato de
tecido biologico (145) sendo constituido das seguintes etapas: extracdo de proteinas,
eletroforese em gel, transferéncia das proteinas do gel para uma membrana de nitrocelulose,
identificacdo das proteinas por anticorpos especificos e quantificacdo dos blots de polipetideos

(146). A metodologia de Western Blot esta pormenorizadamente descrita abaixo.

2.7.1.1 Extracédo das proteinas

Fragmentos do VE foram rapidamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados
em freezer a -80°C. A amostra congelada foi homogeneizada em aparelho Polytron (lka Ultra
TurraxTM T25 Basic, Wilmington, USA) com tampao de lise RIPA (Amresco, Solon, OH,
USA) e coqueteis inibidores de protease e fosfatase. O processo foi realizado trés vezes durante
10 segundos a 4°C, com intervalos de 20 segundos O produto da homogeneizacdo foi
centrifugado (Eppendorf 5804R, Hamburg, Germany) a 12000 rpm por 20 minutos a 4°C, e 0

sobrenadante transferido para tubos eppendorfs e armazenado em freezer -80°C. A
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concentracdo de proteina foi analisada utilizando o kit BCA Protein Assay (Thermo Scientific.

Wilmington, DE, USA).

2.7.1.2 Eletroforese em gel

Ap0s a quantificacdo da concentracdo proteica, as amostras das proteinas foram diluidas
em tampao Laemmli (Tris-HCL 240mM, SDS, 0,8%, glicerol 40%, azul de bromofenol 0,02%
e B-mercaptoetanol 200mM) e separadas por eletroforese utilizando sistema Mini-Protean 3
Electrophoresis Cell (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). A corrida eletroforética foi realizada em
gel bifasico de empilhamento (Tris-HCL, 240mM, pH 6,8, poliacrilamida 30%, APS e Temed)
e de resolugdo (Tris-HCL, 240mM, pH 8,8, poliacrilamida 30%, APS e Temed), na
concentracdo de 6 a 10%, dependente do peso molecular da proteina analisada. No primeiro
poco do gel foi aplicado um padrao de peso molecular, Kaleidoscope Prestained Standards (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA) para identificacdo do tamanho das bandas. A corrida eletroforética
foi efetuada a 120V (Power Pac HC 3.0A, Bio-Rad, Hercules, CA, USA), aproximadamente 3

horas, com tamp&o de corrida (Tris 0,25M, glicina 192 mM e SDS 1%).

2.7.1.3 Transferéncia e identificacdo das proteinas

Em seguida, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose em
sistema Mini-Trans Blot (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) utilizando-se tampdo de transferéncia
(Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e SDS 0,1%). As membranas foram lavadas duas
vezes com tampéo TBS (Tris-HCI, 20mM, pH 7,6 e NaCl 137 mM). Os sitios inespecificos de
ligagéo do anticorpo priméario a membrana foram bloqueados mediante incubagdo com solugédo
a 0,5% de leite em p6 desnatado, dissolvido em tampao TBS-T, pH 7,4 (Tris-HCI, 20mM, NaCl
137mM e detergente Tween 20 0,1%) por 120 minutos a temperatura ambiente sob constante

agitacdo. Em seguida, a membrana foi lavada trés vezes em solucdo basal (Tris 1M, pH 2,8;
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NaCl 5M e Tween 20) e incubada com o anticorpo primario diluido na solucdo bloqueadora,
sob agitacdo constante por 12 horas. Apds a incubagdo com o anticorpo primario, a membrana
foi lavada trés vezes em solucdo basal e incubada com o anticorpo secundario em solugédo
bloqueadora por 2 horas, sob agitagdo constante. Para remover o0 excesso de anticorpo
secundario, a membrana foi lavada trés vezes em solucéo basal. A imuno-deteccéo foi realizada
por meio do método de quimioluminescéncia de acordo com as instru¢bes do fabricante
(Enhancer Chemi-Luminescence, Amersham Biosciences, NJ-USA). Finalmente, as
membranas de nitrocelulose foram analisadas em foto documentador Image QuantTM
LAS4000 (GE Healthcare Life Sciences, Chalfont, UK) e as analieses quantitativas das bandas
proteicas (blots) foram realizadas pelo software Scion Image (Scion Corporation, Frederick,
MD, USA).
Anticorpos primarios utilizados
e Serca2 ATPase, mouse IgGl (ABR, Affinity BioReagents, Golden, CO,
USA).Concentracdo recomendada pelo fabricante, 1: 2500.
e Phospholamban, mouse IgG2a (ABR, Affinity BioReagents, Golden, CO, USA).
Concentracdo recomendada pelo fabricante, 2:1000.
e Phospho-Phospholamban (Serl6), rabbit (Badrilla, Leeds, West Yorkshire, UK):
Concentracdo recomendada pelo fabricante, 1:5000.
e Phospho—-Phospholamban (Thrl7), rabbit (Badrilla, Leeds-UK): Concentracdo
recomendada pelo fabricante, 1:5000.
e Exchanger Na+/Ca2+, mouse 1gG2b (Upstate, Lake Placid, NY, USA): Concentracdo
recomendada pelo fabricante, 1:2000.
e Calcium Channel, Voltage Gated Alpha 1C, rabbit (Chemicon International, Temecula,

CA, USA). Concentragdo recomendada pelo fabricante, 1:100.
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¢ Ryanodine Receptor, mouse IgG1l (ABR, Affinity BioReagents, Golden, CO, USA).
Concentracdo recomendada pelo fabricante, 1:5000.
e Calsequestrin, mouse 1gG1 (ABR, Affinity BioReagents, Golden, CO, USA).
Concentracdo recomendada pelo fabricante, 1:300.
Anticorpo de normalizacao
e GAPDH, mouse IgG1 (Santa Cruz Biotechonology Inc, CA, USA): Concentracdo
recomendada pelo fabricante, 1:1000.
Anticorpos secundarios
Os anticorpos secundarios, conjugados a peroxidase (IgG anti-mouse ou anti-rabbit,
ECL, Amersham Biosciences, NY, USA), anti-anticorpos primarios, foram utilizados na
titulacdo de 1:10000. Os anticorpos primarios e secundarios foram testados em diferentes

titulagdes, assim como a solucdo bloqueadora e demais etapas metodolégicas.

2.7.1.4 Quantificacdo das proteinas
As analises quantitativas das bandas proteicas (blots) foram realizadas pelo programa
Scion Image (Scion Corporation, Frederick, Maryland, EUA), software livre, disponivel no

endereco http://www.scioncorp.com/.

2.8 Avaliacdo dos sinais de insuficiéncia cardiaca
O diagnostico de insuficiéncia cardiaca (IC), dos animais EAo e EAOTF, foi baseado
na presenca de alteracdo do padréo respiratorio, e confirmado pelos achados patologicos post

mortem, como derrame pleural, ascite e trombo no atrio esquerdo.
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2.9 Analise macroscopica do coragao post mortem

A analise macroscopica post mortem permite identificar a presenca de hipertrofia a nivel
atrial e ventricular e foi realizada somente 28 semanas apds a inducdo da EAo0. Os animais
foram submetidos a anestesia com cloridrato de ketamina (50 mg/kg/ip) e cloridrato de xilazina
(10 mg/kg/ip) e eutanasiados por decapitacdo. O coracdo dos animais foi removido e dissecado.
Para indicar o grau de hipertrofia cardiaca foram avaliados o peso dos ventriculos esquerdo

(VE) e direito (VD), dos atrios (AT) e do coracéo e suas relacdes pelo comprimento da tibia.

2.10 Determinacdo do teor de agua nos tecidos cardiaco, pulmonar e hepatico

Como os animais submetidos a inducdo da EAo podem desenvolver retencdo hidrica,
caracteristica de insuficiéncia cardiaca, a avaliacdo do teor de agua tecidual foi realizada nas
amostras de VE, ventriculo direito (VD), atrios (AT), pulméo e figado. Apds a remoc¢édo do
tecido a ser examinado, foi aferido o peso in natura. Em seguida, as amostras foram submetidas
a secagem em estufa sob temperatura de 55 + 5°C, por periodo de 48 horas. A determinacédo do
teor de &gua foi expressa em valores relativos e calculada pela seguinte formula: [(PN-PS)/PN]

x 100%, onde PN representa o peso in natura e o PS o0 peso seco.

2.11 Analise estatistica

Os dados foram expressos por meio de medidas descritivas de posicdo e variabilidade.
A comparagdo entre os grupos Sham e EAo na 182 semana p6s-inducédo da estenose adrtica foi
realizada pelo teste t de Student ou Mann-Whitney para amostras independentes.

As analises do ecocardiograma de 28 semanas, do musculo papilar isolado, em condicao
basal, do cardiomidcito isolado, do Western Blot, do teor de agua nos tecidos e da macroscopia
post mortem foram realizadas pelas técnicas de analise de variancia (ANOVA) para o0 modelo
de dois fatores ou Kruskal-Wallis e complementada com os testes de comparagdes multiplas de

Bonferroni ou Dunn, respectivamente (147). Para avaliar o desempenho dos musculos papilares
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durante as manobras inotropicas positivas e negativas foi realizada a analise de variancia
(ANOVA) de duas vias para 0 modelo de medidas repetidas complementada com teste de
comparagOes multiplas de Bonferroni. As conclus@es estatisticas foram discutidas ao nivel de

significancia de 5%.
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3. RESULTADOS

3.1 Andlise da estrutura e func¢do cardiaca in vivo

A Tabela 3 apresenta os dados ecocardiogréaficos dos grupos Sham e EAo ap6s 18
semanas de cirurgia. Os animais do grupo EAo0 apresentaram diminui¢do do PC, do tempo de
decaimento da onda E (TDE), do VEPP, do percentual de encurtamento mesocérdico (% Enc.
Meso), da fracéo de ejecdo (FE) e da onda A’, e aumento da espessura relativa (Esp.rel.VE) e
do indice de massa do ventriculo esquerdo (IMVE), do atrio esquerdo (AE) e sua relagdo com
0 didmetro da aorta (AE/AO), da onda E e das razdes E/A, E/E’ e E’/A’ em relagdo ao grupo
Sham. Os animais que constituiam os dois grupos experimentais foram redistribuidos em mais
dois grupos quanto a auséncia ou presenca do treinamento fisico, Sham, ShamTF, EAo e
EAOTF. A andlise estatistica ndo detectou diferenca entre os dois grupos Sham e entre os dois

grupos EAo para todas as variaveis (dados ndo mostrados).
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Tabela 3. Dados ecocardiograficos da 182 semana.

Grupos
Variaveis Valor de p
Sham EAo0

PC (9) 473 + 47 450 + 48 0,008

FC (bpm)* 290 (271; 301) 290 (271; 312) 0,416
DDVE (mm)# 7,30 (6,90; 7,59) 7,41 (6,90; 7,98) 0,165
Esp.rel.VE 0,43 +0,03 0,79+0,10 <0,001
IMVE 1,66 £ 0,21 4,78 + 0,93 <0,001

AE (mm)? 4,70 (4,60; 4,94) 7,59 (6,58; 8,18) <0,001
AE/AO* 1,21 (1,18; 1,28) 1,87 (1,62; 2,01) <0,001
FE (%) 94 (92; 94) 91 (89; 94) <0,001
% Enc. Meso 27,9+ 4,16 25,1+ 3,94 <0,001
VEPP (mm/s) 70,1+ 8,08 53,5+11,6 <0,001
TDE (ms) 47,6 + 4,61 36,8 + 10,5 <0,001
Onda E (cm/s) 82,2+ 7,36 125+21,9 <0,001
E/A 1,62 +0,18 356+1,71 <0,001

E’ (cm/s)* 5,60 (5,30; 6,10) 5,40 (3,70; 6,35) 0,106
A’ (cm/s)* 3,79 (3,52; 4,20) 3,20 (2,97; 4,52) 0,009
E/E* 14,4 (13,3; 15,3) 23,2 (19,7; 29,2) <0,001

E’ /A 1,50 (1,40; 1,57) 1,69 (1,15; 1,94) 0,023

Sham: animais submetidos a cirurgia simulada (n= 69); EAo: animais submetidos a cirurgia de inducéo a estenose
adrtica supravalvar (n= 61). PC: peso corporal; FC: frequéncia cardiaca; DDVE: diametro diast6lico do
ventriculo esquerdo; Esp. Rel. VE: relacdo entre a espessura da parede e o didmetro do ventriculo esquerdo;
IMVE: indice de massa do ventriculo esquerdo; AE: atrio esquerdo; AE/AQ: relacao entre os diametros do atrio
esquerdo e da aorta; FE: fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo; % Enc. Meso: porcentagem de encurtamento
mesocardico; VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior; TDE: tempo de decaimento da onda E;
Onda E: velocidade de fluxo transmitral durante o enchimento ventricular precoce; E/A: relagdo entre as
velocidades de fluxo transmitral nas fases de enchimento ventricular precoce e de contragéo atrial; E’: velocidade
do anel mitral durante o enchimento ventricular precoce; A’: velocidade do anel mitral durante a contrag&o atrial;
E/E’: relagdo entre a velocidade de fluxo transmitral durante o enchimento ventricular precoce e a velocidade do
anel mitral durante o enchimento ventricular precoce. E’/A’: relagéo entre a velocidade do anel mitral durante o
enchimento ventricular precoce e a velocidade do anel mitral durante a contracdo atrial. Dados expressos em
média + desvio padrdo, Teste “t” de Student. *: Dados expressos em mediana e percentis 25 e 75, teste de Mann-
Whitney. *p<0,05 vs Sham.
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A Tabela 4 mostra os dados do exame ecocardiografico na 28 semana de protocolo
experimental, apds 10 semanas de treinamento fisico aerdbio.

Os grupos EAo0 e EAOTF apresentaram aumento da Esp.rel.VE, do IMVE, do AE,
AE/AOQ, da onda E e das razdes E/A ¢ E/E’, e reducdo da onda E’, da FE, do VEPP e do TDE,
quando comparados aos respectivos grupos controle. Além disso, o grupo EAo apresentou
diminuicdo do PC, do % Enc. Meso e da onda A’ e aumento do DDVE ¢ da razao E’/A’ em
relacdo ao grupo Sham. N&o houve diferenca estatistica entre os grupos para FC.

O TFa foi eficiente em promover efeitos positivos sobre 0 VEPP, o TDE, a onda A’ e
as razdes E/A e E’/A’ no grupo EAOTF. Estes resultados apontam que o TFa atenua a
disfuncdo diastdlica e pode ter beneficios também sobre a funcdo sistélica de ratos com

estenose adrtica supravalvar e disfuncéo ventricular.



Tabela 4. Dados ecocardiogréficos da 28?2 semana.
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Grupos
Variaveis
Sham ShamTF EAo0 EAOTF
PC (9) 528 + 45 503 + 64 488 + 57* 478 £ 52
FC (bpm) 303 +44 290 + 34 295 + 39 301+35
DDVE (mm)* 7,43 (7,15;7,66) 7,41(7,09;7,92) 8,43 (7,66;9,20)* 7,98 (7,41; 8,69)
Esp.rel.VE® 0,42 (0,40; 0,44) 0,41 (0,40; 0,44) 0,67 (0,60; 0,81)* 0,67 (0,60; 0,75)%
IMVE® 1,58 (1,47;1,69) 1,63(1,45;1,83)  4,66(3,94;582)* 3,86 (3,38; 5,53)%
AE (mm)®  4,85(4,85;511) 4,85(4,85;511) 8,43 (7,86;8,75)* 7,53 (6,90; 8,18)&
AE/AQS 1,21(1,19;1,27)  1,25(1,19;1,27) 1,94 (1,81;2,06)* 1,88 (1,65; 2,00)%
FE (%) 93 (92; 95) 93 (92; 95) 89 (78; 92)* 90 (86; 93)%
% Enc. Meso 26,3+ 3,15 25,5+ 3,94 22,6 + 4,36* 23,8 14,04
VEPP (mm/s) 68,9 + 8,68 70,9 + 8,98 38,3+ 10,3* 47,8 +9,24%*
TDE (ms) 47,8 + 5,49 49,5+ 5,01 27,7 £ 6,45* 33,9 +10,7%
Onda E (cm/s) 85,4+ 7,37 81,3+8,25 126 £ 22,7* 122 + 24,9%
E/A 1,52 +£0,20 1,54 £ 0,17 5,08 £ 1,56* 4,27 + 1,948
E’ (cm/s) 6,15+ 0,82 6,15+ 0,69 5,23 +1,05* 5,19 +1,20%
A’ (cm/s)® 4,25 (3,70; 4,50) 4,00 (3,70; 450) 2,90 (2,55; 3,22)* 3,60 (2,70; 4,55)*
E/E’S 13,7 (12,9;14,9) 13,6 (12,2;14,6) 23,6 (21,4;27,4)* 24,1 (20,2; 26,8)%
E’/A’S 1,49 (1,37;1,60) 1,51(1,37;1,62) 1,86 (1,65;2,14)* 1,57 (1,07; 1,91)*

Sham: animais submetidos a cirurgia simulada (n= 36); ShamTF: animais submetidos a cirurgia simulada e ao protocolo de
treinamento fisico (n= 33); EA0: animais submetidos a cirurgia de inducdo a estenose aortica supravalvar (n= 29); EAoTF:
submetidos a cirurgia de inducéo a estenose adrtica supravalvar e ao protocolo de treinamento fisico (n= 32). PC: peso corporal;
FC: frequéncia cardiaca; DDVE: didmetro diastdlico do ventriculo esquerdo; Esp. Rel. VE: relacdo entre a espessura da parede
e o didmetro do ventriculo esquerdo; IMVE: indice de massa do ventriculo esquerdo; AE: atrio esquerdo; AE/AO: relagdo
entre os didametros do atrio esquerdo e da aorta; FE: fragdo de ejecdo do ventriculo esquerdo; % Enc. Meso: porcentagem de
encurtamento mesocérdico; VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior; TDE: tempo de decaimento da onda E;
Onda E: velocidade de fluxo transmitral durante o enchimento ventricular precoce; E/A: relagéo entre as velocidades de fluxo
transmitral nas fases de enchimento ventricular precoce e de contragdo atrial; E’: velocidade do anel mitral durante o
enchimento ventricular precoce; A’: velocidade do anel mitral durante a contragdo atrial; E/E’: relacdo entre a velocidade de
fluxo transmitral durante o enchimento ventricular precoce e a velocidade do anel mitral durante o enchimento ventricular
precoce; E’/A’: relagdo entre a velocidade do anel mitral durante o enchimento ventricular precoce e a velocidade do anel
mitral durante a contracdo atrial. Dados expressos em média + desvio padrdo. Os testes aplicados foram a ANOVA para
esquema de dois fatores independentes complementada com Bonferroni ou, para dados ndo normais, Kruskal-Wallis
complementado com Dunn. *Sham vs EAo, “EAo vs EAOTF, ShamTF vs EA0TF, Sham vs ShamTF. *Dados expressos em
mediana e percentis 25 e 75.
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3.2 Analise da funcéo cardiaca in vitro
3.2.1 Musculo papilar isolado
3.2.1.1 Condicao basal

O estudo da funcdo miocardica in vitro pelo musculo papilar isolado do ventriculo
esquerdo, em condicdo basal, estd apresentado na Tabela 5. Os grupos compostos por animais
com estenose adrtica apresentaram prejuizos na +dT/dt e no TPT quando comparados aos
respectivos grupos controle. Além disso, ocorreu diminui¢cdo da TD e aumento da TR no grupo
EAo0 em relacdo ao Sham. O TFa reduziu a TR dos animais com estenose aortica (EA0 vs

EAOTF).

Tabela 5 - Contracdo isométrica basal.

Variaveis Grupos
Sham ShamTF EA0 EA0TF
TD (g/mm?) 6,19 + 1,83 5,49+1,64 4,56 +1,42* 4,67 + 2,07
TR (g/mm?) 0,57+0,21 0,53+0,19 0,73 £0,23* 0,59 + 0,20*
+dT/dt (g/mm?/s) 65,5 + 20,4 58,7+ 184 40,1 +13,7* 42,4 +21,1%
-dT/dt (g/mm?/s) 22,2+5,35 20,4 £5,29 21,0 £ 6,67 21,0 £ 8,00

TPT (ms)® 180 (180; 200) 180 (170; 190) 200 (180; 220)* 200 (180; 220)%
AS (mm?) 1,19+0,18 1,30+0,26  1,28+0,23 1,38+ 0,28

Sham: animais submetidos a cirurgia simulada (n= 30); ShamTF: animais submetidos a cirurgia simulada e ao
protocolo de treinamento fisico (n= 27); EAo: animais submetidos a cirurgia de indugdo a estenose aortica
supravalvar (n= 23); EAo0TF: submetidos a cirurgia de indugdo a estenose adrtica supravalvar e ao protocolo de
treinamento fisico (n= 26). TD: tensdo maxima desenvolvida; TR: tensdo de repouso; +dT/dt: velocidade maxima
de variacdo da tensdo desenvolvida; -dT/dt: velocidade maxima de variacdo de decréscimo da tensdo desenvolvida;
TPT: tempo para atingir o pico de tenséo; AS: area seccional do musculo papilar. Dados expressos em média +
desvio-padrdo. Anélise de variancia (ANOVA) duas vias para grupos independentes e complementada com teste de
comparacfes multiplas de Bonferroni ou Kruskal-Wallis com complemento de Dunn. *p<0,05 EAo vs Sham;
#p<0,05 EAo vs EAOTF; %p<0,05 EA0TF vs ShamTF. *Dados expressos em mediana e percentis 25 e 75.

3.2.1.2 Potenciacao pos-pausa
As repercussdes da potenciagdo pds-pausa sobre a fungdo do masculo papilar dos

animais estdo ilustradas na Figura 5.
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A estenose aortica provocou alteragcdes negativas em diferentes pontos de anélise
(basal, 10, 30 e 60 segundos) para todas as varidveis estudadas. Na comparacao entre 0s
grupos sedentarios, 0 EAo0 apresentou prejuizos na TD (10, 30 e 60 segundos; Figura 5A), na
+dT/dt (basal, 10, 30 e 60 segundos; Figura 5B) e na -dT/dt, (30 e 60 segundos; Figura 5C),
em relacdo ao Sham, ao passo que, entre 0s grupos treinados, 0 EAOTF apresentou prejuizos
apenas na +dT/dt (10, 30 e 60 segundos; Figura 5B) quando comparado ao ShamTF. E
evidente que em condicdo sedentaria (EAo vs Sham), os animais com estenose adrtica
apresentaram prejuizo mais pronunciado que em condicdo de treinamento fisico (EAOTF vs
ShamTF). Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos EAo e EAOTF para as variaveis
nos diferentes momentos estudados.

Na analise da resposta de cada grupo aos diferentes momentos de paralisacdo do
estimulo elétrico (10, 30 e 60 segundos), os animais Sham e ShamTF apresentaram
incremento progressivo das 3 variaveis estudadas em todos os pontos de avaliacdo (Figuras
5A, B e C). Resultado interessante foi a fraca resposta do grupo EA0 a potenciacao pds-pausa;
apenas na paralisacdo de 30 segundos em comparac¢édo ao basal para TD, sendo que o0 grupo

EAOTF apresentou respostas positivas para as 3 variaveis (Figuras 5A, B e C).
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B Sham [J ShamTF [E EAo BE EAoTF Figura 5. Potenciacdo pos-pausa (PPP).
Sham: animais submetidos a cirurgia

A simulada (n= 30; coluna preta); ShamTF:
animais submetidos a cirurgia simulada e ao

107 protocolo de treinamento fisico (n= 27;
coluna branca); EAo: animais submetidos a
8- b X cirurgia de indugdo a estenose aortica
a b ¢ supravalvar (n= 21; coluna cinza); EAOTF:
6 a g b submetidos a cirurgia de indugdo a estenose
. Iy aortica supravalvar e ao protocolo de

4 treinamento fisico (n= 21; coluna listrada).
TD: tensdo desenvolvida (Fig. 5A); +dT/dt:

7 velocidade maxima de variacdo da tensdo
desenvolvida (Fig. 5B); -dT/dt: velocidade

: ‘ [ maxima de variacdo de decréscimo da

basal 0 30 tensdo desenvolvida (Fig. 5C). Dados
expressos em média + desvio-padréo.
Anélise de variancia (ANOVA) duas vias
para o modelo de medidas repetidas
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3.2.1.3 Elevacao da concentracdo de calcio extracelular

A Figura 6 mostra os efeitos da elevacdo da concentracdo de célcio extracelular sobre a

funcdo do musculo papilar dos grupos experimentais.
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Na comparagdo entre 0s grupos sedentarios (Sham vs EA0), os animais EAO0
apresentaram a TD e +dT/dt (Figuras 6A e B) diminuidas em todas as concentracdes de Ca?*,
exceto na TD em 0,5 mM. Em condicdo de treinamento fisico, os animais EA0TF apresentaram
resposta diminuida na +dT/dt (Figura 6B) nas concentracdes de 1,5, 2,0, 2,5, 3,0 e 3,5 de Ca?*,
em relacdo ao ShamTF. N&o houve diferenca estatistica nas variaveis analisadas entre 0s grupos
EAo e EAOTF nas diferentes concentracdes de Ca®*. Desta forma, os dados suportam que ndo
houve efeito do TFa sobre os prejuizos da funcdo miocardica pela EAo em diferentes
concentracdes de calcio.

Diferentemente dos achados pela analise de potenciacdo pds-pausa, 0S 4 grupos
experimentais responderam a elevacao de calcio extracelular, porém, os grupos EAo e EA0OTF
em menor magnitude (Figuras 6A, B e C). Ndo houve variacdo significativa para nenhuma das
variaveis a partir da elevacdo para 3,0 mM, o que mostra que o nivel de saturacdo tecidual de

Ca?* para ativar o aparato contréatil € 2,5 mM (Figuras 6A, B e C).
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B Sham [] ShamTF [ EAo BE EAoTF Figura 6. Elevacédo de célcio extracelular.
Sham: animais submetidos a cirurgia
A simulada (n= 30; coluna preta); ShamTF:
animais submetidos a cirurgia simulada e ao
iy protocolo de treinamento fisico (n= 27;
coluna branca); EAo: animais submetidos a
81 c CL cirurgia de inducdo a estenose adrtica
K b* C,.,c ;f % supravalvar (n= 21; coluna cinza); EA0TF:
E 6 b ¢ ¢ ¥ submetidos a cirurgia de indugéo a estenose
= adrtica supravalvar e ao protocolo de
E 4+ treinamento fisico (n= 23; coluna listrada).
= TD: tensdo desenvolvida (Fig. 6A); +dT/dt:
2 velocidade maxima de variagcdo da tensdo
desenvolvida (Fig. 6B); -dT/dt: velocidade
o-aL ! méxima de variacdo de decréscimo da
0.5 2, 0 25 3,5 tensdo desenvolvida (Fig. 6C). Dados
concentrac;ao de calcio (mM) expressos em média + desvio-padréo.
Anélise de variancia (ANOVA) duas vias
B para 0 modelo de medidas repetidas
complementada com teste de comparacGes
1007 multiplas de Bonferroni.
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3.2.1.4 Experimento Diltiazem
A Figura 7 apresenta os efeitos do blogqueio dos canais de Ca?* tipo L pelo diltiazem

sobre o musculo papilar.
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O diltiazem foi eficiente em acarretar depressao significativa das variaveis em todos 0s
grupos e pontos estudados (Figura 7A, B e C). A inibicdo maxima da TD em resposta ao
diltiazem na concentracdo de 0,5 mM de Ca*™? em cada grupo foi: Sham= 82,9% + 6,83;
ShamTF=81,1% + 12,2; EA0=91,8% + 4,81 e EA0TF= 83,2% £ 9,90 (Figura 7A).

O grupo EAo0 apresentou niveis de bloqueio do desempenho significativamente mais
acentuados que o grupo Sham para todas as variaveis estudadas em praticamente todos os
momentos, exceto na concentracio de 0,5 mM de Ca?* para TD, +dT/dt e -dT/dt e de 3,5 mM
para +dT/dt (Figura 7A, B e C), o que indica que estes animais apresentam prejuizo da funcao
dos canais de Ca?* tipo L apds 28 semanas de cirurgia.

O treinamento fisico foi capaz de atenuar estes efeitos deletérios da estenose adrtica,
desde que os musculos papilares dos animais EA0TF expressaram desempenho semelhante aos
dos grupos Sham durante a manobra, bem como apresentaram, com amparo estatistico, menor
depressdo da -dT/dt quando comparados aos animais EA0 nas concentracdes de 1,0-3,5 mM de
Ca?* (Figura 7C). Adicionalmente, nio houve diferenca entre os grupos ShamTF e EA0TF para

todas as variaveis em todos os momentos avaliados.
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3.2.1.5 Experimento Acido Ciclopiazonico

sobre a fungdo do musculo papilar.
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Figura 7. Experimento Diltiazem. Sham;
animais submetidos a cirurgia simulada (n=
15; coluna preta); ShamTF: animais
submetidos a cirurgia simulada e ao protocolo
de treinamento fisico (n= 13; coluna branca);
EA0: animais submetidos a cirurgia de
inducdo a estenose aortica supravalvar (n= 10;
coluna cinza); EA0TF: submetidos a cirurgia
de inducéo a estenose adrtica supravalvar e ao
protocolo de treinamento fisico (n= 10; coluna
listrada). TD: tensdo desenvolvida (Fig. 7A);
+dT/dt; velocidade maxima de variacdo da
tensdo desenvolvida (Fig. 7B); -dT/dt:
velocidade méaxima de variacdo de
decréscimo da tensdo desenvolvida (Fig. 7C).
Dados expressos em média + desvio-padrao.
Anaélise de variancia (ANOVA) duas vias para
0 modelo de  medidas  repetidas
complementada com teste de comparacGes
multiplas de Bonferroni.

*p< 0,05 EA0 vs Sham

#p< 0,05 EA0 vs EAOTF

4p< 0,05 vs 0,5 mM

Pp< 0,05vs0,5€ 1,0 mM
®p<0,05vs0,5,1,0e 1,5 mM
9p<0,05vs0,5,1,0,1,5e2,0mM
®p<0,05vs0,5,1,0,1,5,2,0e2,5mM

A Figura 8 apresenta os efeitos do blogueio da SERCAZ2a pelo acido ciclopiazdnico
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O Acido Ciclopiazonico foi eficiente em acarretar diminuicdo do desempenho das
varidveis em todos os grupos e pontos estudados. Entretanto, os achados propdem que a
estenose adrtica e o treinamento fisico ndo acarretam alteracfes na resposta funcional entre 0s

grupos experimentais para todas as variaveis analisadas (TD, +dT/dt e -dT/dt).
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3.2.2 Cardiomiécito isolado
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Figura 8. Experimento Acido Ciclopiazonico.
Sham: animais submetidos a cirurgia simulada
(n= 15; coluna preta); ShamTF: animais
submetidos a cirurgia simulada e ao protocolo
de treinamento fisico (n= 14; coluna branca);
EAo: animais submetidos a cirurgia de
inducdo a estenose aortica supravalvar (n=9;
coluna cinza); EA0TF: submetidos a cirurgia
de inducdo a estenose adrtica supravalvar e ao
protocolo de treinamento fisico (n= 8; coluna
listrada). TD: tensdo desenvolvida (Fig. 8A);
+dT/dt: velocidade maxima de variagdo da
tensdo desenvolvida (Fig. 8B); -dT/dt:
velocidade maxima de variacdo de decréscimo
da tensdo desenvolvida (Fig. 8C); ACP: &cido
ciclopiazénico. Dados expressos em média +
desvio-padrdo.  Andlise  de  variancia
(ANOVA) duas vias para o modelo de
medidas repetidas complementada com teste
de comparagdes multiplas de Bonferroni.

4p< 0,05 vs 0,5 mM

p<0,05vs 0,5¢€ 1,0 mM
°p<0,05vs0,5,1,0e1,5mM
9p<0,05vs0,5,1,0,1,5€2,0mM

O estudo do cardiomidcito isolado, fungdo mecanica e transito de célcio, esta expresso

nas Figuras 9, 10 e 11.
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O grupo EAO0 apresentou queda da fragdo de encurtamento (FEnc) e das velocidades
méaximas de encurtamento e relaxamento (VME e VMR, respectivamente) e aumento dos
tempos para o encurtamento de 50% do pico e para o relaxamento a 50% do basal (Tencso €
TreLso%, respectivamente), em relagcdo ao Sham (Figuras 9B, D, E e F); o treinamento fisico no
grupo EA0TF melhorou a VME, a VMR, a FEnc e 0 TreLso% quando comparado ao grupo EAo
(Figuras 9B, C, E e F). Na comparacdo entre EAOTF e ShamTF, houve diferenca estatistica
para as variaveis Tencsow € TreLsow. OS resultados da anélise mecénica dos cardiomidcitos
mostram melhoria significativa das funcdes de encurtamento e relaxamento no grupo EAoTF.

Na analise do transito de calcio, o grupo EAo0 apresentou aumento dos tempos para
atingir o pico (TAPC) e 50% do decaimento de Ca?* (TADCsox%) em relagio ao Sham, resposta
verificada também na comparacdo EAOTF vs ShamTF. O treinamento fisico teve efeitos
positivos sobre as relagdes da concentracio de Ca?* sistolico pela fracdo de encurtamento
(CS/FENC) e pela velocidade méaxima de encurtamento (CS/VME), o que sup8e que 0s animais
com estenose adrtica supravalvar que praticaram TFa apresentavam maior responsividade ao
Ca?* que os animais sedentarios ao final do experimento (Figura 10).

A Figura 11 expressa as curvas representativas do experimento do cardiomidcito

isolado (fungdo mecanica e transito de Ca?").
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Figura 9. Fungdo mecénica dos cardiomidcitos. Sham: animais submetidos a cirurgia simulada (n= 6; nc= 71); ShamTF: animais submetidos a cirurgia simulada e ao
protocolo de treinamento (n= 5; nc= 76); EA0: animais submetidos a cirurgia de inducdo a estenose adrtica supravalvar (n= 6; nc= 96); EA0TF: submetidos a cirurgia
de inducdo a estenose adrtica supravalvar e ao protocolo de treinamento fisico (n= 6; nc= 100). “nc”: nimero de células de cada animal. CC: comprimento do
cardiomiocito; VME: velocidade maxima de encurtamento; FEnc: fragdo de encurtamento; Tencsos: tempo de encurtamento até 50% do pico; VMR: velocidade maxima
de relaxamento; TreLso%: tempo de relaxamento até 50% do basal. Dados expressos em média + desvio-padrdo. Analise de variancia (ANOVA) duas vias para fisico
grupos independentes e complementada com teste de comparagdes multiplas de Bonferroni ou Kruskal-Wallis com complemento de Dunn. *p<0,05 EAo vs Sham;
#p<0,05 EAOTF vs EA0; #p<0,05 EA0TF vs ShamTF. # Dados expressos em mediana e percentis 10 e 90.
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Figura 10. Tréansito de calcio dos cardiomidcitos. Sham: animais submetidos a cirurgia simulada (n= 6; nc= 29); ShamTF: animais submetidos a cirurgia simulada e ao protocolo
de treinamento fisico (n=5; nc= 36); EA0: animais submetidos a cirurgia de inducdo a estenose adrtica supravalvar (n= 6; nc= 41); EAoTF: submetidos a cirurgia de inducéo a
estenose aortica supravalvar e ao protocolo de treinamento fisico (n= 6; nc= 46). “nc”: niimero de células de cada animal. CS/FEnc: razdo entre célcio sistdlico e fracdo de
encurtamento; CS/VME: razdo entre o célcio sistélico e a velocidade maxima de encurtamento; TAPC: tempo para atingir o pico de calcio; TAPCsoy,: tempo para atingir 50% do
pico de calcio; TADCsoy: tempo para atingir 50% do decaimento de calcio. Dados expressos em média + desvio-padrdo. Analise de variancia (ANOVA) duas vias para grupos
independentes e complementada com teste de comparagdes maltiplas de Bonferroni ou Kruskal-Wallis com complemento de Dunn. *p<0,05 EAo vs Sham; #p<0,05 EA0TF vs

EA0; #p<0,05 EA0TF vs ShamTF. # Dados expressos em mediana e percentis 10 e 90.
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Figura 11. Curvas representativas da funcdo mecéanica e do transito de calcio dos cardiomiécitos. Sham:
animais submetidos a cirurgia simulada (n= 6); ShamTF: animais submetidos a cirurgia simulada e ao
protocolo de treinamento fisico (n= 5); EAo: animais submetidos a cirurgia de inducéo a estenose aortica

supravalvar (n=6); EAoTF: submetidos a cirurgia de indugdo a estenose adrtica supravalvar e ao protocolo
de treinamento fisico (n= 6)

3.3 Avaliagéo dos sinais de insuficiéncia cardiaca
O diagnostico de IC foi baseado na presenca de alteracdo do padrdo respiratorio, e
confirmado pelos achados patologicos post mortem, como derrame pleural, ascite, trombo atrial

e congestdo hepatica. Apds 28 semanas de cirurgia, o grupo EA0 apresentou sinais clinicos e
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patoldgicos de IC em maior intensidade (Tabela 6) e frequéncia (Figura 12) que o grupo EAOTF.
Além disso, trés (3) animais EAo apresentaram calcificacdo no ventriculo esquerdo e um (1)

apresentou trombo no ventriculo direito. Nenhuma alteracdo foi observada nos grupos Sham.

Tabela 6. Dados clinicos e patoldgicos de insuficiéncia cardiaca (%).

Sinais clinicos Srupos
EAo EAOTF
Alteracdo do padrao respiratorio 45 (+); 38 (++); 7 (+++) 53 (+); 6 (++)
Ascite 48 (+); 3 (++); 3 (+++) 19 (+)
Derrame pleural 41 (+); 34 (+4); 17 (+++) 50 (+); 22 (++); 3 (+++)
Trombo atrial 14 (+); 34 (++); 14 (+++) 6 (+); 13 (++)
Congest&o hepatica 24 (+); 14 (+4); 7 (+++) 9 (4); 16 (++); 3 (+++)

EAo0: animais submetidos a cirurgia de inducéo a estenose adrtica supravalvar (n= 29); EA0TF: submetidos & cirurgia de
inducgdo a estenose adrtica supravalvar e ao protocolo de treinamento fisico (n= 32). Dados expressos em frequéncia relativa
(%). Intensidade do sintoma: + = leve; ++ = moderado; +++ = intenso.

§ 100- [ | Altqagéfo _do padrido
= respiratorio

1]

= 804 1 Ascite

E I Derrame Pleural

.= 601

s — BN Trombo atrial

é 404 E= Congestdo hepatica
=

2 204

(-]

: ni

= 0- T T

= EAo EAoTF

Figura 12. Frequéncia de sinais clinicos (%). EAo: animais submetidos a cirurgia de inducdo a
estenose adrtica supravalvar (n= 29); EAoTF: submetidos a cirurgia de inducéo a estenose adrtica
supravalvar e ao protocolo de treinamento fisico (n= 32).
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Os dados de estrutura macroscopica cardiaca post mortem dos grupos Sham, ShamTF,

EA0 e EAOTF estdo apresentados na Tabela 7. A estenose aortica supravalvar provocou

alteracdes em todas as variadveis cardiacas analisadas nesta secéo, tanto nas comparagdes entre

0s animais sedentarios como os treinados (EAo vs Sham; EA0TF vs ShamTF). O TFa foi

capaz de atenuar estas repercussdes negativas ao promover diminuicao da hipertrofia cardiaca

do grupo EAOTF em comparacdo ao EAo0, averiguada pela diminuicdo significativa das

seguintes variaveis: coracdo, VD e AT e suas respectivas relacbes com a tibia.

Tabela 7. Estrutura macroscopica cardiaca post mortem.

Variaveis Grupos
Sham ShamTF EA0 EA0TF
Tibia (cm) 4,46 £0,12 4,42 +0,12 4,41+0,17 4,39+0,10
Coracao (g) 1,30 £ 0,18 1,25 +0,12 2,49 + 0,38* 2,27 + 0,31%&
VE (g) 0,91+0,12 0,87 +£0,09 1,53 £0,24* 1,45 +0,14%
VD (g) 0,274+0,058  0,257+0,032  0,523+0,102* 0,447 +0,121%&
AT (9) 0,117 £ 0,020 0,122 + 0,025 0,439 + 0,106* 0,377 + 0,108"
Coragdo/Tibia  0,291+0,036 0,284 +0,027 0,565 + 0,085* 0,518 + 0,076"%
VE/Tibia 0,203+0,024 0,198 £ 0,020 0,347 + 0,053* 0,330 + 0,037%
VD/Tibia 0,061+0,013  0,058+0,008 0,119 +0,023* 0,102 + 0,028%%
AT/Tibia 0,026 £ 0,004 0,028 + 0,006 0,100 + 0,024* 0,086 + 0,025

Sham: animais submetidos a cirurgia simulada (n= 30); ShamTF: animais submetidos a cirurgia simulada e ao
protocolo de treinamento fisico (n=27); EAo: animais submetidos a cirurgia de inducéo a estenose adrtica supravalvar
(n=23); EAOTF: submetidos a cirurgia de indugdo a estenose adrtica supravalvar e ao protocolo de treinamento fisico
(n=26). VE: peso do ventriculo esquerdo; VD: peso do ventriculo direito; AT: soma do peso dos atrios direito e
esquerdo; Coracdo/Tibia: relacdo entre o peso do coragdo e o comprimento da tibia; VE/Tibia: relacdo entre o peso
do ventriculo esquerdo e o comprimento da tibia; VD/Tibia: relacdo entre o peso do VD e o comprimento da tibia;
AT/Tibia: relacdo entre a soma do peso dos atrios direito e esquerdo e 0 comprimento da tibia. Analise de variancia
(ANOVA) duas vias para grupos independentes e complementada com teste de comparagdes multiplas de Bonferroni.
Dados expressos em média + desvio padrdo. *p<0,05 EAo vs Sham; #p<0,05 EAo vs EA0TF; 4p<0,05 EAOTF vs

ShamTF.
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A avaliacdo do teor de agua nos tecidos cardiaco, pulmonar e hepatico dos grupos

experimentais estdo apresentados na Tabela 8. A estenose adrtica aumentou o teor de agua do

ventriculo direito dos animais EAo e EAOTF em relacdo aos respectivos controle, Sham e

ShamTF.

Tabela 8. Teor de 4gua dos tecidos cardiaco, hepatico e pulmonar.

Variaveis Grupos
Sham ShamTF Eao EAOTF
VE 77,1(76,1;78,3) 77,2(754;78,4) 78,3(77,1;79,5) 77,8 (77,2; 78,7)
VD 76,9 (77,3, 77,4) 76,8(76,2;77,3) 78,1 (77,7;78,6)* 77,8 (77,2;78,7)"
AT 79,1 (78,6, 80,3) 79,8 (79,1;81,3) 79,4 (78,8;79,8)  79,5(79,0; 79,9)

Pulméo 79,2 (77,5; 80,1)

Figado 68,2 (67,7; 68,6)

79,6 (78,0; 80,6)

68,2 (66,9; 68,7)

79,8 (78,6: 80,7)

68,6 (67,4; 70,4)

79,8 (79,1; 80,3)

68,9 (68,0; 69,8)

Sham: animais submetidos a cirurgia simulada (n= 30); ShamTF: animais submetidos a cirurgia simulada e ao protocolo
de treinamento fisico (n= 27); EAo: animais submetidos & cirurgia de inducdo a estenose adrtica supravalvar (n= 23);
EAOTF: submetidos a cirurgia de inducéo a estenose adrtica supravalvar e ao protocolo de treinamento fisico (n= 26).
VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito; AT: &trio. Dados expressos em mediana e percentis 25 e 75. Kruskal-
Wallis complementado com Dunn. *p<0,05 EAo vs Sham; #p<0,05 ShamTF vs EAoTF.

3.6 Expressdo das proteinas do transito de Ca?* miocardico

A Figura 13 apresenta a expressdo das proteinas regulatorias do transito de Ca?*

miocardico.

A estenose adrtica acarretou aumento do RyR, da SERCA2a e do NCX quando

comparados os grupos Sham vs EAo (Figura 13A, B e C), e da PLBtr17 na comparacao

ShamTF vs EAOTF (Figura 13E). Em contrapartida, o TFa evitou o aumento do NCX e da

SERCAZ2a no grupo EAOTF; os animais apresentaram menor quantidade destas proteinas em

relacdo aos EAo (Figura 13B e C).
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Figura 13. Expresséo das proteinas regulatérias do transito de Ca%*. Sham: animais submetidos a cirurgia simulada (n=7);
ShamTF: animais submetidos a cirurgia simulada e ao protocolo de treinamento fisico (n= 7); EA0: animais submetidos a
cirurgia de inducdo a estenose adrtica supravalvar (n= 7); EA0TF: submetidos a cirurgia de inducdo a estenose adrtica
supravalvar e ao protocolo de treinamento fisico (n= 7). RyR: Receptor de rianodina; SERCA2a: Bomba de calcio do
reticulo sarcoplasmatico; NCX: Trocador de sédio e calcio; PLB: Fosfolambam; PLBsers: Fosfolambam fosforilada na
serina 16; PLBw7: Fosfolambam fosforilada na treonina 17; CSQ: Calsequestrina. Dados expressos em média + desvio-
padrdo. Analise de variancia (ANOVA) de duas vias para grupos independentes e complementada com teste de comparagdes
multiplas de Bonferroni. *p<0,05 EAo vs Sham; #p<0,05 EA0TF vs EAo; ¥p<0,05 EA0TF vs ShamTF.

3.7 Avaliagéo do condicionamento fisico dos animais

A avaliacdo do condicionamento fisico dos animais esta apresentada na Figura 14.

A estenose aortica provocou diminuicéo da resisténcia ao esfor¢o dos grupos estenose,
em relacdo aos respectivos controle, nos 4 testes de esfor¢o, averiguada pela diminuicao das
variaveis Vex, DP, TTT e V. (Figura 14A, B, C e D), exceto no teste de esfor¢o inicial (TE

inicial) para a Gltima variavel citada. Entretanto, o TFa melhorou o panorama das variaveis



na comparacao entre 0s grupos controle e atenuou o prejuizo da condicédo fisica do grupo
EAOTF em relacdo ao grupo EAo (Figura 14A, B, C e D).

Quanto a andlise dos niveis de lactato durante as avalia¢fes, no TE inicial, os animais
EAOTF apresentaram maior quantidade relativa de lactato no ponto de limiar que os ShamTF
(Figura 14J). No 2° teste de esforco (TE 2), houve reducdo da quantidade relativa de lactato
no ponto pos-limiar no grupo EA0TF em relacdo ao EAo (Figura 14K).

No 3° teste de esforco, a estenose adrtica piorou os niveis absolutos de lactato basal
([LAC]g) e pontual corrigido pela velocidade de corrida pés-limiar, Lip/V e (Figura 14F e
K); o TFa foi capaz de melhorar estes parametros. Além disso, o grupo EAOTF apresentou
melhores niveis relativos de lactato no limiar e na exaustdo, Li./ViL e Lex/VEx, e absolutos
no pos-limiar, LpL que 0 grupo EAo (Figura 14H, J e L). Em relacdo aos animais Sham, o
TFa reduziu os niveis de lactato na exaustdo, Lex/Vex (Figura 14L). No final do experimento,
0 grupo estenose aortica que foi submetido ao TFa apresentava menores valores na razao

Lo/VeL (Figura 14H).
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Figura 14. Avaliacéo do condicionamento fisico. Sham: animais submetidos a cirurgia simulada (n= 21); ShamTF: animais submetidos a cirurgia simulada
e ao protocolo de treinamento fisico (n= 20); EAo: animais submetidos a cirurgia de indugdo a estenose aortica supravalvar (n= 12); EA0TF: submetidos a
cirurgia de inducdo a estenose aortica supravalvar e ao protocolo de treinamento fisico (n= 20). Vex: velocidade de exaustdo; DP: distancia percorrida; TTT:
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ShamTF; $p<0,05 ShamTF vs Sham; a # TE inicial; b # TE inicial e TE 2; ¢ # TE inicial, TE2 e TE 3; d # TE 2 ¢ TE 3.
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4. DISCUSSAO

O objetivo do trabalho foi analisar a participacdo do transito de célcio e suas proteinas
reguladoras na melhoria da funcdo cardiaca de ratos com estenose adrtica supravalvar e
disfungdo ventricular submetidos a treinamento fisico aerobio. Os dados do ecocardiograma,
dos ensaios do musculo papilar, do cardiomidcito e do Western Blot confirmaram a hipotese de
que a atenuacdo da disfuncdo cardiaca é acompanhada por adequagdes positivas no transito de
calcio miocardico.

Os resultados do primeiro exame ecocardiografico, ap6s 18 semanas de inducéo a
estenose adrtica (Tabela 3), mostraram alteracdes estruturais e disfuncdo ventricular, diastolica
e sistolica, similares aos estudos anteriores (28-33,148). Os valores aumentados da Esp.rel.VE,
do IMVE, do AE e do AE/AQO no grupo EAo em relagdo ao Sham, apontam que 0s animais
cardiopatas desenvolveram hipertrofia ventricular esquerda do tipo concéntrica e dilatacdo do
atrio esquerdo, caracteristicas marcantes neste modelo experimental de sobrecarga pressorica
cardiaca (26,27,29-32,148,149). Baseado na lei de Laplace (Estresse = Pressdo x Raio / 2 x
Espessura), o aumento da Esp.rel.VE teve a finalidade de normalizar o estresse parietal sistolico
decorrente da obstrucdo mecanica da aorta (5,149,150). Entretanto, a queda da funcdo sist6lica,
identificada pelas variaveis FE, % Enc. Meso e VEPP, sugere que mesmo ap0s 0 processo
hipertréfico, provavelmente, ter normalizado o estresse parietal sistdlico, a diminuigdo da
capacidade contratil foi responsavel pela depressdo do desempenho sistélico. A dilatacdo do
AE, verificada nestes animais, pode ser consequéncia do aumento do volume sanguineo residual
decorrente do déficit ejetivo e, principalmente, da disfuncao diastolica presente em cardiopatias
com sobrecarga pressorica (149,151), evidenciada pelas alteracdes nas variaveis TDE, ondas E
e A’ e razdes E/A, E/E’ e E’/A’, as quais supdem aumento da rigidez e da pressao diastolica
final do ventriculo esquerdo. Além disso, é importante destacar que, neste periodo, 0s animais

EA0 apresentaram intolerancia ao esforgo (Figura 13) em relacdo aos Sham, indicando que o
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déficit funcional cardiaco desencadeou prejuizos periféricos relevantes, panorama
caracteristico de insuficiéncia cardiaca.

A caracteristica fisiologica/adaptativa ou patologica/maladaptativa do processo
hipertréfico, depende da natureza do estimulo em nivel celular, da cascata de sinalizacéo
desencadeada e do tempo de exposicdo ao estresse cardiaco (5). Como referido na secédo
Introducéo, o déficit de oxigénio pela rarefacdo capilar, a acentuacéo das ativacoes dos sistemas
adrenérgico e renina-angiotensina-aldosterona e da liberacdo de mediadores inflamatdrios, o
estresse oxidativo e a desregulagdo da expressdo génica miocardica via microRNA’s sdo
considerados indutores cruciais da progressdo patolégica de estrutura e funcdo do coragédo
(3,4,10,11). Sendo assim, as seguintes respostas fisiopatoldgicas podem ter sido desencadeadas
ao longo das 18 semanas de EAO0, e deprimido a capacidade contratil e de relaxamento dos
animais cardiopatas: modificacGes na matriz extracelular, diminuicdo da responsividade
adrenérgica, alteracdes das proteinas contrateis, do citoesqueleto e do metabolismo energético,
perda de midcitos por necrose, apoptose ou autofagia, reprogramacao fetal e prejuizos no
processo de acoplamento excitacao/contracdo/relaxamento (3-5,10,11,149-153).

Ao final das 28 semanas de protocolo experimental foram avaliados de forma mais
profunda a estrutura e a funcdo cardiaca (ecocardiograma, musculo papilar e cardiomidcito) e,
especificamente, o transito de Ca?* intracelular (cardiomidcito) e suas proteinas regulatorias
(Western Blot).

Em concordancia com estudos anteriores (28-33,148), ap0s 28 semanas de cirurgia, 0s
animais com estenose aortica sedentarios (EA0) apresentaram acentuada remodelacéo cardiaca
em relacdo ao grupo Sham, evidenciada pelos dados do segundo exame ecocardiografico, o
qual mostrou aumento do DDVE, da Esp.rel.VE, do IMVE, do AE e do AE/AOQ, e pela anélise
macroscopica post mortem, a partir da elevacao dos pesos do coracéo, do VE, do VD e do AT

e suas respectivas correcOes pela tibia. Estes resultados mostram que os ratos cardiopatas
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mantiveram hipertrofia do tipo, predominantemente, concéntrica e aumento do didmetro atrial
em relacdo aos Sham. O inicio do processo de dilatacdo do VE objetiva restaurar o equilibrio
hemodinamico, isto é, diminuir a pressdo na camara cardiaca no final da diastole, a qual pode
estar aumentada nas cardiopatias por sobrecarga pressorica; porém, este evento marca o
agravamento do processo de remodelacdo patoldgica e tem relacdo direta com a progressiva
diminuicdo da capacidade de ejecdo do ventriculo esquerdo na IC (3,11), sinalizada pela
diminuicdo da FE, do VEPP e do % Enc. Meso. Além disso, similar ao observado no estudo de
18 semanas de EA0, os animais cardiopatas apresentaram disfuncdo diastdlica grave,
manifestada por alteracdes no TDE, nas ondas E, E’ e A’ e nas razdes E/A, E/E’ ¢ E’/A’. A
depressdo da funcdo cardiaca foi acompanhada pelo aparecimento de sinais clinicos e
patoldgicos de insuficiéncia cardiaca, incluindo: diminuicdo significativa do peso corporal e
intolerdncia ao esforco, caracteristicas na caquexia (148), aumento do teor de agua no VD,
alteracdo do padrdo respiratorio, ascite, derrame pleural, trombo atrial e congestéo hepatica. O
agravamento da disfuncdo cardiaca é decorrente da intensificacdo dos mecanismos
fisiopatoldgicos discutidos anteriormente (3-5,10,11,149-153), dentre os quais, esta incluido o
processo de acoplamento excitacao/contracdo/relaxamento.

Neste contexto, as técnicas experimentais, muasculo papilar, cardiomiécito e Western
Blot, foram realizadas para avaliar o desempenho cardiaco in vitro e elucidar a participacdo da
dindmica do Ca®" e suas proteinas reguladoras na disfuncdo cardiaca pela EAo. A fungéo
mecanica dos musculos papilares e dos cardiomiécitos dos ratos EAo reproduziu o
comportamento funcional averiguado no exame ecocardiografico; estes animais apresentaram
rigidez miocardica (1TR) e lentificacdo e diminuicdo das capacidades de desenvolver forca
({+dT/dte TD e 1TPT), encurtar (| FEnc, VME e 1Tencsox) € relaxar (| VMR e 1TrevLso%). Estes
danos funcionais do musculo papilar isolado em fase tardia da estenose adrtica estdo alinhados

com estudos anteriores do grupo, os quais analisaram a cardiopatia ap6s 6 semanas de cirurgia
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(49) e com protocolo experimental similar a esta pesquisa (33). Além disso, em concordancia
com os resultados do cardiomidcito isolado, a literatura mostra que ha diminuicéo da fracdo e
da velocidade de encurtamento (48).

Como exposto anteriormente, o desajuste do Ca?* citosélico nos cardiomidcitos € um
dos mecanismos determinantes para o mal funcionamento cardiaco em resposta a diversos tipos
de agressdo (3,149,154). Pesquisadores verificaram, em modelos de insuficiéncia cardiaca,
incluindo a estenose aortica experimental, alteracdes na expressao e/ou funcéo das proteinas
intracelulares e transmembranas reguladoras do transito de Ca®* (36,39-61). No presente estudo,
0 aumento da expressao proteica da SERCA2a e do NCX pode ter sido um processo adaptativo
no intuito de diminuir ou evitar a sobrecarga de Ca?* citosolico no final da diastole. A referida
resposta foi, parcialmente, eficiente, desde que mesmo ndo ocorrendo alteracdes do Ca?*
diastdlico, na analise do cardiomidcito, constatou-se lentificacdo do tempo para atingir 50% do
decaimento de Ca?* (TADCsow); esta adaptacdo negativa pode ter tido papel preponderante na
diminuicdo da velocidade maxima de relaxamento (VMR) e no aumento do tempo de 50% do
relaxamento (TreLso%) NOs cardiomidcitos dos animais sedentarios com estenose adrtica. A
literatura mostra que na insuficiéncia cardiaca ha aumento da expressdo proteica do NCX
(48,155), entretanto, diverge quanto aos achados da SERCAZ2a, a qual, geralmente, estd
inalterada ou diminuida neste cenario patologico (48,155,156). E importante salientar que a
lenta recaptura de Ca?*, averiguada nos animais EAo, pode diminuir a concentracio deste ion
no RS por intervalo de tempo e, consequentemente, a quantidade disponivel para liberacéo
(154,155), via RyR, durante a sistole, no mecanismo de liberagdo de Ca?* induzida pelo Ca?*
proveniente dos canais L; esta pode ser a explicacdo para o aumento da expressédo proteica da
RyR no grupo EAo em relagdo ao Sham, no intuito de potencializar a liberagdo de Ca?* e manter
a homeostase também do Ca?" sistdlico. Entretanto, este parece ter sido outro processo

adaptativo ineficiente, desde que os animais EAo apresentaram lentificagdo do tempo para
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atingir o pico de Ca®" (TAPC) e consequente aumento do tempo para atingir 50% do
encurtamento (Trersow) € prejuizos sobre a velocidade maxima (VME) e a fragdo de
encurtamento (FEnc). Em concordancia com estes achados, Hiemstra et al (48) averiguaram
deterioracdo funcional contratil dos cardiomidcitos e aumento da expressao proteica da RyR
em porcos com EAo0 e fracdo de ejecdo preservada. Entretanto, outros estudos mostram que,
embora a referida proteina ndo apresente modificacdes de expressdo proteica (62,154,157),
sofre alteracdes pos-traducionais complexas, incluindo, nitrosilacdo (154), oxidacdo (154) e
hiperfosforilacao (62,154,157), associadas ao processo arritmogénico na insuficiéncia cardiaca.
Convergindo com a discussdo acima, Szymanska et al (40) propuseram que, na insuficiéncia
cardiaca pela estenose adrtica, ha modificagBes tanto na captura quanto na liberagdo de Ca?*
pelo RS, e que estes fatores podem contribuir para deteriorar 0s processos de contracdo e
relaxamento cardiaco.

Com a finalidade de melhor compreender a funcdo da SERCA2a e dos canais L na
cardiopatia, foram realizadas quatro manobras inotropicas e lusitropicas, durante o ensaio do
musculo papilar isolado (potenciacdo pos-pausa, bloqueio da SERCAZ2a, elevacio de Ca?*
extracelular e bloqueio dos canais L).

A potenciagio pds-pausa avalia o potencial de recaptura de Ca?* via SERCA2a. Nesta
manobra, os animais EAo0 apresentaram desempenho prejudicado em relacdo aos Sham e nédo
responderam aos tempos de pausa do estimulo elétrico para as variaveis TD, +dT/dt e -dT/dt.
Estes dados estdo de acordo com estudos anteriores que apontam a estenose aortica como
indutora da deterioracdo da funcdo da SERCAZ2a (40,49,61). Nossos achados apontam que o
aumento da expressio da SERCAZa, principal agente mantenedor da homeostase do Ca?*
citosélico, ndo foi suficiente para compensar a possivel queda da atividade intrinseca destas
proteinas na recaptura de Ca®*; esta hipdtese ¢ reforcada pelos resultados deste trabalho, os

quais mostraram alteragdo do TADCsos no cardiomiocito isolado e manutengéo da relagéo entre
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SERCAZ2a/PLB. Estudo anterior do grupo (158) mostrou que os animais EA0, ap0s 2 semanas
de cirurgia, apresentam aumento do fator induzivel de hipoxia (HIF-1a), 0 mais importante
sinalizador de déficit de oxigénio tecidual, o que poderia indicar reducdo da producdo
energética, isto €, da adenosina trifosfato (ATP); em virtude da SERCA2a ser uma ATPase, em
condicdes de baixa quantidade de ATP, a atividade intrinseca desta proteina poderia estar
prejudicada, acarretando desordem no processo de recaptura de Ca®* pelo RS (159). O desfecho
citado pode ter sido o fator determinante para o aumento da expressdo do NCX, com a finalidade
de evitar a sobrecarga diastdlica de Ca®* no citosol (48,154). Entretanto, a potencializaco da
retirada do Ca®* para o meio extracelular, via NCX, poderia diminuir a concentra¢io do Ca?*
sistélico e comprometer 0s encurtamentos posteriores (48); este fenémeno pode ocorrer em
virtude da menor recaptura pelo RS acarretar queda do deposito de Ca?* e, consequentemente,
menor liberacdo via RyR do reticulo sarcoplasmatico (154), como mencionado acima.

Além disso, a atividade da SERCAZ2a foi avaliada em estudo composto pelo bloqueio
da referida proteina, via &cido ciclopiazonico (ACP), acompanhado da elevacdo de Ca?*
extracelular. O ACP diminui a afinidade da ATP ao dominio de ligacdo de nucleotideo da
SERCAZ2a, 0 que compromete a capacidade ATPasica desta proteina (160,161). Esta analise da
atividade da SERCAZ2a ndo expressou diferenca de resposta entre 0s grupos experimentais, para
todas as concentracdes de Ca?* estudadas. Os achados divergem de Silveira et al (49), que aps
6 semanas de EAo0 e a utilizacdo do farmaco, explicitaram diminuigdo da resposta nos animais
cardiopatas, propondo a partir da manobra que os mesmos apresentavam diminui¢do da
atividade da SERCAZ2a. Entretanto, os referidos pesquisadores ndo encontraram diferenca
estatistica na quantidade desta proteina entre os animais EAo e Sham (49). Os resultados de
Silveira et al (49) estdo de acordo com outros estudos, 0s quais mostraram que a estenose aortica

acarreta alteracdes na funcéo de recaptura de Ca®* pela SERCA2a (40,61).
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Como notado, houve diferenca de resposta entre as duas manobras (PPP e ACP) para
analise da funcdo da SERCAZ2a. A potenciacdo pos-pausa mostrou que a atividade da SERCA2a
estd deteriorada apds 28 semanas de estenose aortica. Entretanto, na andlise apds bloqueio da
SERCAZ2a pelo ACP, os grupos Sham e EA0 apresentaram respostas similares para as variaveis
estudadas. Levando em consideracdo que o grupo cardiopata apresentou maior expressao da
referida proteina, o percentual de blogueio deve ter sido maior no grupo Sham, em virtude de
apresentar menor numero de SERCAZ2a que o grupo EAo; porém, como o nimero de proteinas
ndo blogqueadas do grupo EAo foi maior que do grupo Sham, é possivel inferir que esse conjunto
de SERCAZ2a dos animais EAo0 apresentava prejuizo funcional, devido a similaridade de
resposta dos dois grupos durante a manobra com o bloqueador.

A elevagdo de Ca?* extracelular também foi realizada para analisar o transporte de Ca?*,
porém, do meio extracelular para o intracelular, principalmente, pelos canais L e, em menor
magnitude, pelo NCX; neste cenario, mesmo que o grupo EAo respondeu inotropicamente as
mudancas de concentracdo, apresentou pior desempenho comparado ao Sham nas
concentracdes de 1,0 a 3,5 mM para as variaveis TD e +dT/dt, o que supde que 0s animais
cardiopatas tinham funcéo diminuida dos canais L (52,53). O bloqueio dos referidos canais pelo
diltiazem confirmou a deterioracio da capacidade de transporte de Ca?* do meio extracelular
para o intracelular do grupo EAo quando comparado ao Sham, como averiguado na manobra
anterior. Como citado anteriormente, os niveis de RyR estdo aumentados nos animais estenose
adrtica sedentarios, o que reforca a possibilidade de prejuizo dos canais L. Neste contexto, o
aumento do tempo para atingir o pico de Ca?*, detectado pela técnica do cardiomidcito isolado,
pode ser produto da lentificagdo do transporte de Ca?* pelos canais L, 0 que pode ter promovido
menor sinalizacéo para liberagdo de Ca?* pela RyR no grupo EA0; cenario que pode explicar a
reducédo da FEnc, da VME e aumento do Tencsow N0S animais cardiopatas. Estes achados estéo

de acordo com o corpo de evidéncias da literatura, o qual mostra que a agressdo pela EAo gera
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uma variante de splicing fetal (Cavl.2e21+22) que reduz expressao e atividade destes canais e,
consequentemente, a corrente de Ca®* do meio extra para o intracelular (lcs), além de aumentar
a ubiquitinacdo dos canais L via degradacdo proteassomal (52). Além disso, na remodelagéo
patologica pela EAo, somada a diminuicdo da lca, ocorre ineficiéncia do acoplamento dos
canais L com os receptores de RyR, tanto pela degradacéo dos tibulos T quanto pela diminuigéo
da juntofilina, proteina responsavel pela ancoragem do reticulo sarcoplasmatico a membrana
celular (53).

Em virtude da complexidade do processo fisiopatoldgico da doenca, o tratamento da IC
tem sido um dos grandes desafios da comunidade cientifica nas Gltimas décadas, sendo que o
sucesso terapéutico e/ou o prognostico positivo dependem do tipo, do tempo e da intensidade
da agressdo, além das caracteristicas do individuo (11,162,163). Dentro deste contexto, diversos
farmacos tém sido testados em pesquisas e utilizados na terapéutica do desequilibrio
hemodinamico, caracteristico da IC (149), dentre os quais podemos citar: 1) diuréticos, com a
finalidade de reverter a retencdo de fluidos pelos rins e evitar edemas periféricos; 2)
vasodilatadores, que contrapdem a vasoconstricao arteriolar, atenuando a deficiéncia funcional
cardiaca; 3) B-bloqueadores, os quais acarretam diminuicdo da atividade contratil e poupam
energia do musculo cardiaco; e 4) digitalicos, que aumentam o inotropismo miocardico (149).
Entretanto, além dos medicamentos, a pratica de atividade fisica estruturada, referenciada
treinamento fisico, tem apresentado potencial para atenuar e/ou reverter o processo de transi¢cdo
da hipertrofia patologica a IC (4,5,164). Neste sentido, posteriormente a inimeras pesquisas e
intervencdes, tanto no contexto preventivo ou de tratamento complementar as cardiopatias, 0
treinamento fisico aerdbio (TFa) emergiu e foi consolidado como ferramenta terapéutica no
manejo das doencas cardiovasculares (4,73,77,79-83,86,94).

A proposta deste trabalho foi implementar o TFa apos o estabelecimento da disfuncao

ventricular nos animais com 18 semanas de EAo0, panorama observado em estudos anteriores
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(28-33,148). O treinamento teve as seguintes caracteristicas: baixo volume e moderada
intensidade; a natureza do protocolo se justifica pela baixa resisténcia dos animais com
sobrecarga pressorica grave ao esforco fisico (28-33,148). Este fato foi confirmado no primeiro
teste de esforco, ap6s 18 semanas de cirurgia, no qual os animais cardiopatas mostraram
intolerancia ao exercicio, visualizada pela velocidade de exaustédo, distancia percorrida e tempo
do teste, em relacdo aos respectivos grupos controle.

O exame ecocardiografico, apos 10 semanas de TFa, ndo detectou efeitos significativos
da terapéutica sobre a morfologia cardiaca dos animais cardiopatas, porém, a analise da
macroscopia post mortem expds que a pratica regular de exercicio fisico acarretou menor
hipertrofia cardiaca, pela diminui¢do do coracgdo total, do VD e do AT e suas respectivas
correcdes pela tibia em comparacdo aos sedentarios, sem alteracdes no VE; desfecho
semelhante ao observado em estudos anteriores do grupo (29-31). As caracteristicas intrinsecas
dos tipos de hipertrofia do coracdo pelo exercicio ou por agresses nocivas divergem quanto
aos aspectos molecular, celular e tecidual (4,5,94,95,164); enquanto no curso patoldgico ha
potente processo hipertrofico mediado, principalmente, por angotensina Il, endotelina | e
norepinefrina, caracterizado por desorganizacdo estrutural e queda da funcdo cardiaca
(4,5,11,155), em resposta ao exercicio fisico cronico ocorre ativacdo de vias de sinalizacdo que
asseguram a hipertrofia fisiologica (insulina, fator de crescimento semelhante a insulina [IGF-
1], horménio tireoidiano [T3], 6xido nitrico, fator de crescimento do endotélio vascular [VEGF],
neurorregulina 1, integrinas e microRNA’s), de menor magnitude, porém, caracterizada pelo
crescimento harménico dos componentes do musculo cardiaco e manuten¢do ou aumento de
funcdo (4,5,94,95,164). Desta forma, os animais EAOTF podem ter apresentado menor nivel
hipertréfico em virtude do aumento dos fatores que estimulam o crescimento sadio do coragéo;
este cenario pode ter diminuido a importancia da hipertrofia por elementos nocivos, a qual

acarreta deterioracéo estrutural e resposta adaptativa funcional prejudicada. A manutencédo da
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morfologia do VE pode ser explicada pelo estresse parietal sustentado e intenso que, por
estimulos mecanico e bioquimico, acarreta hipertrofia maladaptativa, a qual poderia superar a
resposta hipertrofica fisioldgica adaptativa pelo TF. Entretanto, mesmo com a similaridade da
hipertrofia do VE entre os grupos cardiopatas, para inferir se houve diminuicdo do predominio
da via hipertrofica patologica no grupo EAOTF, foi realizada a avaliacdo funcional do coragéo.

Neste estudo, como em pesquisas anteriores com protocolos experimentais similares, o
exame ecocardiografico mostrou que o TFa atenuou a disfuncao sistélica e, principalmente, o
prejuizo diastélico consequente a sobrecarga de pressdo imposta pela estenose aortica (28-33).
Os ratos cardiopatas treinados apresentaram maiores valores de VEPP, TDE e A’ e menores
valores das razdes E/A e E’/A’ em relacdo ao grupo sedentario; estes desfechos apontam
aumento da capacidade contratil e menor rigidez miocardica dos animais EA0TF. Na literatura,
em modelos de infarto do miocardio em ratos (100,120,121,123), de hiperatividade simpatica
genética em camundongos (70,122) e de sobrecarga de frequéncia cardiaca por marcapasso
ventricular em cdes (117), houve prevencdo da faléncia cardiaca pelo TFa; os autores
relacionaram os beneficios & melhoria do transito de Ca?* e seus agentes regulatorios.
Garciarena et al (116), em SHR, atribuiram a melhoria funcional cardiaca pelo TF ao aumento
da densidade capilar, a diminuicdo da sinalizacdo pré-apoptotica e a normalizacdo da fibrose
intersticial. Em consonéancia, camundongos com 1 semana de estenose aortica, submetidos a 9
semanas TF moderado, também apresentaram diminuicdo da area de fibrose no miocérdio (165);
quanto a melhoria da funcéo sistolica, os autores propuseram que, neste modelo experimental,
esta relacionada a reducao do estresse oxidativo e ao aumento da producdo de NO pela sintase
de oxido nitrico neuronal (nNOS), ambos associados a ativa¢do do receptor -3 adrenérgico
(165). Entretanto, outras pesquisas em camundongos com estenose adrtica, averiguaram
agravamento da disfuncdo ventricular associado a alteracGes nas proteinas regulatorias do

transito de Ca?* (50) e ao aumento da deposicdo de colageno (50,166) e do estresse oxidativo
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(166), apds 8 semanas de exercicio voluntario, iniciado imediatamente ap0s a cirurgia; 0s
autores propuseram que a estenose aortica impede o efeito benéfico vasodilatador do TFa, via
ativacdo da sintase de oxido nitrico endotelial (eNOS), em razdo da obstrucdo fixa da aorta
(166). Nesta linha, é possivel que a atenuacdo do prejuizo morfofuncional cardiaco pelo TFa
seja mais evidente quando o agente agressor sofre influéncia da terapéutica, por exemplo, na
hipertensdo arterial sisttémica (88,93,116). Porém, em nosso estudo, mesmo sem modificar o
agente agressor (obstrucdo aortica), pudemos detectar importantes beneficios funcionais,
sistdlico e diastdlico, pela analise ecocardiografica; neste sentido, podemos inferir que as
adaptacdes positivas sdo produtos da melhoria intrinseca das células e dos constituintes do
tecido cardiaco.

Em adicdo as respostas benéficas funcionais no perfil cardioldgico dos animais
cardiopatas treinados, é possivel inferir que ocorreram adequac@es periféricas importantes pela
avaliacdo dos sinais de insuficiéncia cardiaca; os ratos EA0TF apresentaram melhor tolerancia
ao esforco e menores frequéncia e intensidade de derrame pleural, ascite, alteracdo do padrédo
respiratorio, congestdo hepatica, trombo atrial e retencdo hidrica no VD em relacdo aos EAo.
Como exposto acima, o grupo EAoTF apresentou atenuacdo, principalmente, da disfuncao
diastdlica, o que pode ter acarretado diminuicdo da hipertensdo venocapilar pulmonar e
sistémica, a qual esta relacionada a processos congestivos, incluindo derrame pleural, ascite e
congestdo hepatica, no curso da IC (167,168). E possivel que os animais cardiopatas treinados
tenham desenvolvido maior capacidade de excrecdo de liquidos, o que pode estar relacionado
ao melhor funcionamento renal, em razdo da diminuicdo da congestdo venosa e da ativagdo
neuro-hormonal, exacerbadas em animais com IC (169). Além disso, o melhor desempenho
funcional, durante os testes de esforco, expressaram a melhoria da qualidade de vida e 0 ganho
de condicionamento fisico dos animais EAOTF, o que pode ter tido influéncia, além dos fatores

mencionados, do aumento da capacidade aerdbia musculoesquelética (31,148), constatada pelas
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menores concentragdes de lactato corrigidas pelas velocidades maxima e submaxima de corrida
durante os testes de esfor¢o, em concordancia com estudos anteriores (125,126).

Desta forma, no intuito de melhor compreender as adaptacfes positivas intrinsecas aos
cardiomidcitos e ao musculo cardiaco nos animais cardiopatas submetidos ao treinamento fisico,
foram realizadas as técnicas do cardiomiocito isolado e do masculo papilar e a analise molecular
pelo Western Blot, para avaliagio do transito de Ca?* e seus agentes regulatorios.

Os efeitos do treinamento fisico aerobio sobre os masculos papilares e os cardiomiécitos
estdo alinhados aos achados do exame ecocardiografico; estes animais apresentaram
diminuigdo da rigidez miocardica (| TR) e incrementos das capacidades de encurtar (1FENc,
VME e | Tencsow) € relaxar (VMR e | Trersos). A melhoria da fracdo de encurtamento e do
tempo de relaxamento nos cardiomidcitos de animais cardiopatas treinados, em relacdo aos
sedentarios, foi mostrada em importante estudo com ratas infartadas (123), sendo o principal
foco da literatura, atualmente, elucidar os mecanismos molecular, celular e tecidual
relacionados a essas adaptacoes.

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a participacdo do transito de Ca?* na
atenuacdo do prejuizo cardiaco pelo TFa nos animais cardiopatas; este mecanismo €
considerado fundamental para a melhoria do desempenho do coracdo pelo TFa na disfuncéo e
insuficiéncia cardiaca (48,70,94,100,116-123). Segundo Kim et al (162), a restauracdo dos
niveis de expressdo proteica proximo ao coracdo normal dos elementos relacionados ao
acoplamento excitacdo-contracdo-relaxamento estd entre as adaptacGes positivas as
terapéuticas implementadas no curso da IC. Nossos resultados confirmam a proposicao, desde
que os animais EAOTF apresentaram menor expressao proteica de SERCA2ae NCX em relagéo
aos EAo0, sendo estes valores similares aos grupos controle; entretanto, os dados estdo em
desacordo com a literatura que, majoritariamente, aponta manutengao ou aumento da expressao

da SERCAZ2a pelo TFa, em animais normais, infartados e hipertensos (94,116,123,170). Em
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porcos com EAO e fragdo de ejecdo preservada submetidos a TFa, autores observaram aumento
da relacdo SERCA2a/PLB, da PLB fosforilada na serina 16 e do NCX, além da diminui¢do do
Ca?* diastolico, associadas a melhorias funcionais dos cardiomidcitos, em relagdo aos animais
sedentarios (48). Entretanto, van Deel et al (50) ndo identificaram melhoria da fungéo cardiaca
e adequacdes positivas no transito de calcio pelo treinamento voluntario em camundongos com
EAO0; a explicacdo pode estar relacionada ao modelo e a severidade da estenose adrtica e o
momento de implementacdo e tipo de protocolo de treinamento fisico. E importante destacar
que, em nosso estudo, a diminuicdo da SERCAZ2a, nos animais cardiopatas treinados, foi
acompanhada da melhoria da fungdo cardiomiocitaria em relacdo aos EAo0; na analise do
cardiomidcito isolado, estes ratos expressaram melhores valores para VMR e TreLso% que 0S
sedentarios. Além disso, o grupo EAo0TF apresentou melhoria da VME, da FEnc e do Tencso,
0 que pode estar relacionado com a maior sensibilidade dos miofilamentos ao Ca?*, proposta
pelas razbes Ca?* sistlico/FEnc e Ca?" sistdlico/VME. Em acordo, estudos anteriores
mostraram aumento da sensibilidade dos miofilamentos ao Ca?* pelo TFa, em ratas normais
(101,104) e infartadas (123).

As manobras realizadas durante o muasculo papilar isolado, explanadas anteriormente,
forneceram suporte quanto aos efeitos do TFa sobre a atividade da SERCAZ2a e dos canais L
nos animais cardiopatas. Na potenciacdo pds-pausa e no bloqueio do sitio de ligacdo do ATP
da SERCAZ2a pelo &cido ciclopiazdnico, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos EA0TF
e EA0 para todas as variaveis e momentos estudados. Como houve queda significativa da
expressao da SERCA2a no RS dos ratos EA0TF em relagdo aos EAO0, a similaridade de resposta
sugere melhor funcdo da SERCAZ2a no grupo EAOTF em relacdo ao EAO0; este grupo deveria
ter apresentado melhor desempenho apos as pausas do estimulo elétrico e menor percentual de
inibicdo ap6s o ACP, em virtude de apresentar maior quantidade de SERCAZ2a. Autores

mostraram, em ratos normais (107,108) e infartados (123), aumento da atividade da SERCA2a
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pelo treinamento com exercicio aerdbio intervalado. Como citado anteriormente, a referida
proteina é ATPasica, dependendo dos niveis de ATP citosolico para desempenhar suas fungoes
normais (159); neste contexto, o nimero e funcionamento das mitocéndrias tem papel regulador
fundamental (171). A literatura mostra que o TFa leva a melhoria da fun¢do mitocondrial,
prejudicada nas cardiopatias (97), e a diminuicdo do estresse oxidativo (93), aumentado em
condicdes patologicas (11); sendo assim, no presente estudo, estes mecanismos podem ter tido
relacdo com a atenuacgéo dos prejuizos funcionais da SERCAZ2a.

A avaliacdo da elevacdo de Ca®* extracelular ndo expressou efeitos positivos do TFa
sobre a funcdo dos canais L dos animais EAOTF em relacdo aos EAo. Entretanto, quando
bloqueados os referidos canais pelo diltiazem, o grupo EA0TF apresentou menores niveis de
inibicdo para a variavel —dT/dt, nas concentragbes de 1,0 a 3,5 mM de Ca?*. A literatura diverge
quanto aos efeitos do treinamento fisico sobre a Ica, a qual & governada pelos canais L, em ratos
normais (108-110,172); enquanto autores mostraram aumento da expressdo proteica (108) e
plasticidade adaptativa dos canais L (172), outras pesquisas ndo detectaram efeitos do
treinamento sobre a Ica € a referida proteina (109,110). N&o acreditamos que o comportamento
da —dT/dt tenha relacdo com a funcéo dos canais L, que seria melhor detectada por alteractes
na TD e +dT/dt; é possivel que os achados estejam associados a prejuizos da SERCAZ2a, desde
que o desempenho da —dT/dt sinaliza o desacoplamento do Ca?* & troponina C, regulada
principalmente pela funcdo da SERCAZ2a. Ndo encontramos explicagdo para o melhor
desempenho de recaptura de Ca*™® em baixas concentragdes citosolicas deste ion; porém, é
importante ressaltar que a maior parte das adequacOes positivas pelo TF, observadas neste
estudo, parecem ter tido relagdo com a melhor atividade da SERCAZ2a, a qual perpassa pela

melhoria da capacidade oxidativa e da producéo de ATP dos cardiomidcitos doentes.
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5. CONCLUSAO

Com base nos resultados, podemos concluir que o trénsito de célcio miocardico pode
ter participacdo na melhoria da fungdo cardiaca dos animais com estenose adrtica supravalvar
e disfuncédo ventricular pelo TFa, visto que as técnicas de analise do desempenho cardiaco in
vitro mostraram que houve melhoria da capacidade de recaptura de Ca®* pelo reticulo
sarcoplasmaético, consequente a adequacao positiva da atividade da SERCA2a, e aumento da
responsividade dos miofilamentos ao Ca?*. A dindmica de Ca?* é a (ltima manifestacdo
molecular envolvida no processo contracdo-relaxamento; neste sentido, é fundamental
investigar o(s) mecanismo(s) intermediario(s) as respostas positivas pelo TFa no musculo

cardiaco hipertrofiado disfuncional, como as observadas neste trabalho.
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