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RESUMO



Introducgdo: Efeitos benéficos do exercicio fisico aerobio foram descritos apds infarto do miocérdio
(IM) e insuficiéncia cardiaca. Mais recentemente, foi observado que também a pratica de exercicios
resistidos é segura e benéfica para pacientes cardiopatas. Entretanto, 0os mecanismos envolvidos em seus
efeitos na musculatura esquelética ainda ndo estdo completamente esclarecidos. Poucos pesquisadores
avaliaram os efeitos do exercicio fisico resistido sobre vias de sinalizacdo celular relacionadas a
manutencdo da massa muscular esquelética durante o processo de remodelacdo cardiaca induzida por
IM. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do exercicio fisico resistido sobre alteracdes
fenotipicas e moleculares que ocorrem na musculatura esquelética apds o IM. Métodos: Trés meses
apos inducdo de IM, ratos Wistar foram divididos nos grupos Sham (n=14), IM sedentéario (IM-Sed,
n=9), e IM submetido a exercicio resistido (IM-R, n=13). Os ratos foram treinados trés vezes por
semana, por trés meses, em protocolo de exercicio resistido em escada. A capacidade funcional foi
avaliada pela capacidade méaxima de carga e pelo teste de tolerdncia ao esfor¢o fisico em esteira.
Ecocardiograma transtoracico foi realizado antes e ap6s o treinamento. A porcentagem de area infartada
e o trofismo muscular do séleo foram avaliados por morfometria. A expressao de proteinas da via do
IGF-1 (fator de crescimento semelhante a insulina tipo-1)/Akt (proteina quinase B)/mTOR (complexo
alvo da rapamicina) foi analisada por Western-blot. A atividade das enzimas antioxidantes catalase,
superoxido dismutase e glutationa peroxidase foi avaliada por espectrofotometria. Marcadores do
estresse oxidativo foram analisados no musculo ou no soro (hidroperéxido de lipidio, malondialdeido e
carbonilagdo de proteinas). Andlise estatistica: ANOVA de um via complementada com pos teste de
Bonferroni ou Dunn. Resultados: O exercicio resistido aumentou a capacidade de carga maxima, sem
alterar a capacidade funcional ou a funcao do ventriculo esquerdo. A atividade da catalase foi menor no
grupo IM-Sed que no Sham e da glutationa peroxidase foi menor no IM-Sed que nos grupos Sham e
IM-R. A carbonilagéo proteica foi maior no grupo IM-R que no IM-Sed. O metabolismo energético ndo
diferiu entre os grupos, exceto pela menor atividade da fosfofrutoquinase no grupo IM-R que no IM-
Sed. A expressdo proteica da p70s6K e p-FoxO3a, e a relagdo p-FoxO3a/FoxO3a foram menores no
grupo IM-Sed que no Sham e a relagdo p-p70s6K/p70s6K foi maior no IM-Sed que no Sham.
Conclusdes: O exercicio fisico resistido em ratos com infarto do miocéardio é seguro, atenua a
mortalidade, e melhora a capacidade de carregamento méximo independentemente de alteracGes na
estrutura cardiaca e funcdo ventricular esquerda. No muasculo séleo, o exercicio resistido preserva a
atividade de enzimas anti-oxidantes e da fosfofrutoquinase e a expressdo de proteinas envolvidas no

trofismo muscular.

Palavras-Chave: infarto do miocardio; estresse oxidativo; metabolismo energético, exercicio fisico

resistido; IGF-1; musculo esquelético.



ABSTRACT



Introduction: Beneficial effects of aerobic exercise have been described after myocardial infarction
(MI) and heart failure. More recently, it has been observed that resistance exercise is also safe and
beneficial for patients with heart disease. However, the mechanisms involved in its effects on skeletal
muscle are not yet fully understood. Few researchers have evaluated the effects of resistance exercise
on cellular signaling pathways related to maintenance of skeletal muscle mass during the MI-induced
cardiac remodeling process. The aim of this study was to evaluate the effects of resistance exercise on
phenotypic and molecular changes that occur in skeletal muscle after MI. Methods: Three months after
MI induction, Wistar rats were divided into Sham (n = 14), sedentary MI (MI-Sed, n = 9), and resistance
exercise MI (MI-R, n = 13) groups. The rats were trained three times a week for three months in a
climbing ladder protocol. Functional capacity was assessed by maximum load capacity and treadmill
physical exercise tolerance test. Transthoracic echocardiography was performed before and after
training. The infarction size and soleus muscle cross sectional area were evaluated by morphometry.
The protein expression of the IGF-1 (insulin-like growth factor-1) / Akt (protein kinase B) / mTOR
(rapamycin target complex) pathway was analyzed by Western blot. The activity of antioxidant enzymes
catalase, superoxide dismutase and glutathione peroxidase was evaluated by spectrophotometry.
Oxidative stress markers (lipid hydroperoxide, malondialdehyde and protein carbonylation) were
analyzed in muscle or serum. Statistical analysis: One-way ANOVA followed by with Bonferroni or
Dunn posttest. Results: Resistance exercise increased maximal load capacity without altering functional
capacity or left ventricular function. Catalase activity was lower in the IM-Sed group than in Sham group
and glutathione peroxidase was lower in MI-Sed than the other groups. Protein carbonylation was higher
in the IM-R compared to IM-Sed group. Energy metabolism did not differ between groups, except for
the lower phosphofrutokinase activity in the MI-R group than in the MI-Sed. The protein expression of
p70s6K and p-FoxO3a, and the p-FoxO3a / FoxO3a ratio were lower in the MI-Sed group than in Sham
and the p-p70s6K / p70s6K ratio was higher in MI-Sed compared to Sham. Conclusions: Resistance
exercise in rats with myocardial infarction is safe, attenuates mortality, and improves maximum carrying
load, regardless changes in cardiac structure and left ventricular function. In the soleus muscle,
resistance exercise preserves the activity of antioxidant enzymes and phosphofrutokinase and the

expression of proteins involved in muscle mass regulation.

Keywords: myocardial infarction; oxidative stress; energy metabolism, resistance exercise; IGF-1;

skeletal muscle.



INTRODUCAQO



De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, as doencas cardiovasculares
(DCVs) se constituem na maior causa mundial de mortalidade e morbidade dentre as doencas
cronicas ndo transmissiveis !, sendo responsaveis por aproximadamente 17,9 milhdes de 6bitos
anualmente 2. No Brasil, as DCVs sdo as principais causas de morte, tendo sido responsaveis
por 358.822 mil 6bitos no ano de 2017, o que correspondeu a 27% de todas as mortes 3.

O infarto do miocéardio € uma das principais causas de DCVs. O infarto é
definido pela presenca de lesdo miocardica aguda causada por isquemia miocérdica que leva a
morte dos cardiomidcitos . Em 2017, foram registradas cerca de 93 mil mortes por IM no

Brasil®.

A piora da funcéo ventricular com reducdo do débito cardiaco leva a intolerancia
aos esforgos fisicos com a ocorréncia precoce de fadiga e dispneia >°. Ha cerca de quatro
décadas, alteracGes da musculatura esquelética passaram a ser descritas e reconhecidas como
parcialmente responsaveis pela intolerancia as atividades fisicas que ocorre na insuficiéncia
cardiaca "1, Em estudos experimentais e clinicos, foram observadas atrofia muscular, fibrose,
mudanga no padrdo das fibras musculares, reducdo de mitocondrias, alteracdo da expresséo de
metaloproteinases e fatores de regulacdo miogénica, anormalidades metabolicas de enzimas
oxidativas e lipoliticas, e diminuicdo da capacidade para desenvolver forca por unidade de area
muscular 2717, O conjunto das alteragdes da musculatura esquelética que ocorrem em doentes

com faléncia cardiaca cronica foi denominado miopatia associada a insuficiéncia cardiaca 2.

Entre as anormalidades musculares, destaca a alteracdo do tipo de fibra
muscular, com diminuicdo das fibras do tipo | (também denominadas vermelhas, lentas ou
oxidativas) e aumento na proporcdo de fibras do tipo Il (brancas, rapidas ou glicoliticas) 1°2°,
A mudanca no tipo de fibra muscular é associada a reducdo da capacidade para exercicios
fisicos ! com diminuic&o da oxidac&o de acidos graxos, o que leva a alteragdes no metabolismo
energético 2%, De fato, pesquisadores tém sugerido que o processo de remodelacéo cardiaca é
acompanhado por miopatia metabolica generalizada que envolve, principalmente, redugédo na
capacidade oxidativa, mudanca na utilizacdo de substratos e alteracdo na transferéncia de
energia por fosfotransferase quinases 2%?2. Em modelos animais, a diminuicdo da capacidade
oxidativa muscular apds infarto do miocardio esta relacionada a reducéo da sinalizagéo pela

cascata de transcri¢do da biogénese mitocondrial %,
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Outra alteragdo frequentemente observada durante a remodelacgdo cardiaca € a
atrofia muscular 6. Inibicio da sintese proteica e aumento do catabolismo estdo envolvidos
no processo de atrofia muscular **. Uma via de sinalizacdo anabélica importante no musculo
esquelético é a via do fator de crescimento semelhante a insulina tipo-1 (IGF-1)/fosfatidil-
inositol-3 quinase (PI3K)/proteina quinase B (Akt), que comumente encontra-se alterada na
insuficiéncia cardiaca *°. Aproximadamente 40% dos pacientes com insuficiéncia cardiaca tém
deficiéncia de IGF-1 e/ou de seu ativador, 0 horménio do crescimento 242%, Em pacientes
infartados, a concentracdo de IGF-1 € reduzida, principalmente, quando ha insuficiéncia
cardiaca 2’ ou caquexia cardiaca 2¢. Concentragdes menores de IGF-1 estdo associadas com

diminuicdo da performance muscular e pior progndéstico(27,29).

O IGF-1, por meio de ligagdo a seu receptor transmembrana, fosforila o substrato
do receptor de insulina 1, que ativa a via PI3K/Akt, levando a inibi¢do da enzima glicogénio
sintase quinase-3 (GSK3) e a ativacdo do complexo 1 do alvo da rapamicina (MTORC-1). A
mTORC-1 promove sintese proteica e hipertrofia muscular por meio de fosforilagdo da p70s6
kinase (p70s6K) e por inibicdo da elF-4E-binding protein (4E BP). Além de seu papel na
sinalizacdo anabolica, a ativacdo da Akt também suprime a degradacdo proteica no masculo
esquelético por meio de fosforilacdo e inativacdo de fatores de transcricdo da forkhead box
(FoxO). Portanto, inibicdo da FoxO, mediada pela fosforilacdo da Akt, impede a expressdo da

MuRF-1 e MAFbx e seus efeitos catabdlicos no musculo esquelético 1°2°,

O estresse oxidativo tem sido considerado importante fator no desenvolvimento
de alteracBes musculares 3%, O estresse oxidativo é causado pelo desequilibrio entre a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio e mecanismos antioxidantes.
Durante a insuficiéncia cardiaca, o estresse oxidativo estd aumentado tanto no miocardio como
na musculatura esquelética *>%. No tecido muscular esquelético, o sistema de enzimas
antioxidantes composto por superdxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase protege as
células das acdes de EROs 3. Em estudos clinicos e experimentais, a expresso e atividade de
enzimas antioxidantes encontram-se reduzidas apds a injdria cardiaca 3>° e o aumento na
producdo muscular de EROs esta relacionado a atrofia muscular 34, O estresse oxidativo pode
modular diversas vias de sinaliza¢do intracelular. Em relacdo a via do IGF-1, o estresse

oxidativo esta associado a prejuizo na fosforilagdo da Akt °.

Apesar do grande progresso no tratamento do infarto do miocéardio, sua

morbidade e mortalidade ainda sdo elevadas. Além disso, ndo ha terapia especifica para
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prevencdo ou recuperacdo de alteracdes da musculatura esquelética associadas a remodelacédo
cardiaca. Exercicios fisicos tém papel primordial na manutencéo e aumento da massa muscular
esquelética. Estudos clinicos mostraram gque um programa supervisionado de exercicios fisicos
é seguro para pacientes infartados. Assim, diretrizes internacionais 4% e brasileira *° passaram
a preconizar a pratica regular de exercicios fisicos para o tratamento de pacientes estaveis, com
insuficiéncia cardiaca em classes funcionais I a I11 de acordo com a classificacdo da New York

Heart Association.

Desde o trabalho classico de Sullivan e cols. #!, em 1988, diversos estudos tém
mostrado efeitos benéficos do exercicio fisico aerdbio sobre a fungdo cardiovascular,
marcadores inflamatdrios e de estresse oxidativo e 0 metabolismo energético em pacientes com
insuficiéncia cardiaca. Além disso, a préatica regular de exercicios melhora a capacidade
funcional e a qualidade de vida, e reduz internages hospitalares >4, Em relagdo ao musculo
esquelético, o exercicio fisico propicia aumento na atividade de enzimas antioxidantes,
densidade capilar, proporc¢éo de fibras musculares do tipo |, area seccional transversa das fibras,
e forca e resisténcia muscular °. A adaptacdo ao treinamento aer6bio envolve aumento de
glicdlise e do metabolismo oxidativo, com aumento no volume e densidade de mitocondrias e

proteinas mitocondriais e na eficacia da transferéncia de energia 224

A compreensdo dos beneficios do exercicio fisico em pacientes com faléncia
cardiaca resultou, primariamente, de investigacdes com exercicio fisico aerobio, uma vez que
treinamento muscular resistido ndo era considerado seguro para essa populacdo. Somente mais
recentemente, foi observado que a pratica de exercicios resistidos € segura e também associada
a beneficios complementares aqueles fornecidos pelo exercicio aerébio 448, Em individuos
saudaveis, a pratica de exercicios resistidos preserva e/ou melhora a capacidade funcional,
densidade 6ssea, forca muscular, metabolismo basal e resisténcia a insulina, reduz o risco de
osteoporose e diabetes, e auxilia no controle da hipertenséo arterial 4*>°. Também em pacientes
cardiopatas, foram descritos efeitos benéficos do treinamento resistido como melhora da
capacidade fisica com aumento do consumo maximo de oxigénio, melhora da forca e endurance
muscular, da performance para atividades de vida diaria e da qualidade de vida >°, Entretanto,
avaliacdo da musculatura esquelética apds exercicio resistido foi restrita a analise de area

muscular, atividade de enzimas metabolicas, e producéo de ATP mitocondrial 4%%%,

Poucos autores avaliaram os efeitos do exercicio fisico resistido sobre vias de

sinalizacdo relacionadas a manutencdo da massa muscular apés o infarto do miocardio >.

Introducao
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Adicionalmente, ndo esta esclarecido se a préatica de exercicios resistidos, realizada durante o
processo de remodelacéo ventricular, porém antes da insuficiéncia cardiaca estar estabelecida,
pode prevenir ou atenuar alteracdes na musculatura esquelética. Neste estudo, testaremos a
hipGtese que o exercicio fisico resistido, realizado durante o processo de remodelacéo cardiaca,
previne ou atenua alteracdes fenotipicas e moleculares da musculatura esquelética apés o infarto
miocardio.

Introducao
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Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do exercicio resistido, iniciado durante a fase de remodelacao
cardiaca compensada, sobre alteracdes fenotipicas e moleculares que ocorrem na musculatura

esquelética apos o infarto do miocérdio em ratos.

Objetivos Especificos

1. Awvaliar o processo de remodelacdo cardiaca por meio de ecocardiograma;
2. Analisar a capacidade funcional e a forca muscular geral in vivo;
3. Determinar a &rea seccional transversa das fibras musculares;

4. Quantificar o estresse oxidativo e a atividade de enzimas antioxidantes no
musculo séleo;

5. Avaliar componentes do metabolismo energético no musculo soleo;

6. Verificar se o treinamento resistido atenua ou previne alteragcdes musculares

e se este potencial efeito benéfico € mediado pela via IGF-1/Akt/mTOR.

Objetivos
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Grupos experimentais

Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso corporal entre 200 e 250 g,
provenientes do Biotério do Campus de Botucatu da Universidade Estadual Paulista, UNESP.
Os animais foram alimentados com racdo comercial Purina® e dgua ad libitum e mantidos em
gaiolas coletivas, com trés ratos por caixa, em ambiente com temperatura controlada (24 + 2
°C) e ciclos invertidos de luminosidade de 12 h. O projeto foi aprovado pela Comissio de Etica
em Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, sob Certificado
n°1268/2018.

O infarto do miocérdio foi induzido de acordo com o método previamente
descrito em nosso laboratério *°. Em resumo, os ratos foram anestesiados com cloridrato de
ketamina (60 mg/kg) e submetidos a toracotomia lateral esquerda. Apos a exteriorizacao do
coracao, o atrio esquerdo foi afastado e a artéria coronaria descendente anterior esquerda ligada
com fio mononylon 5.0 entre a saida da artéria pulmonar e o atrio esquerdo. A seguir, 0 coragdo
foi recolocado no térax, os pulmdes foram inflados com presséo positiva e o térax fechado por
sutura com algoddo. Os animais pertencentes ao grupo controle foram submetidos ao mesmo
procedimento cirurgico, porém sem a ligacao da artéria coronaria responsavel pela producéo do

infarto.

Foram constituidos, inicialmente, dois grupos de animais: controle (Sham) e
infarto do miocardio (IM). Trés meses apds a cirurgia, os ratos foram submetidos a
ecocardiograma transtoréacico e subdivididos nos seguintes grupos: 1) Sham (n=14); 2) IM
sedentério (n=26); e 3) IM submetido a exercicio fisico resistido (n=21).

Estudos prévios de nosso laboratério em ratos com insuficiéncia cardiaca
mostraram que a inclusé@o de 10 a 15 animais por grupo é suficiente para mostrar diferencas nas
estruturas cardiacas, na funcdo do ventriculo esquerdo (VE) e em variaveis relacionadas a
miopatia associada a insuficiéncia cardiaca 23?5, Como a mortalidade no periodo pos-
operatorio é de aproximadamente 40%, optamos por iniciar cada grupo experimental com

aproximadamente 20 animais.

Como em estudos prévios *°7 verificamos que, a partir do sexto més pos-

cirurgia, os ratos passam a apresentar insuficiéncia cardiaca e elevada mortalidade, optamos

Material e métodos
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por iniciar o experimento trés meses ap6s a inducéo do infarto. O protocolo de treinamento foi
aplicado durante trés meses. Antes e ap0s o periodo de exercicios, foi realizada avaliacdo das
estruturais cardiacas e funcdo do ventriculo esquerdo por ecocardiograma transtoracico, e da
capacidade funcional e forca muscular. No dia subsequente ao ecocardiograma final, os ratos
foram anestesiados e eutanasiados para coleta de sangue e obtencao de tecidos 147

Teste de esforco

A capacidade funcional foi avaliada pelo teste de tolerancia ao esforco fisico,
realizado antes e ao término do treinamento. O teste consistiu em corrida em esteira rolante,
sem inclinacéo, iniciado na velocidade de 5 m/min, com incrementos de 3 m/min a cada trés
min, até a exaustdo do animal. A exaustdo foi definida por incapacidade do rato de correr e/ou
dificuldade na coordenagdo motora para trocar passos. A velocidade méxima de corrida foi
registrada e a distancia total percorrida calculada 338, Os ratos foram adaptados ao ambiente

de teste durante uma semana antes das avaliac6es, por 5 min/dia.

Teste de carga maxima

A determinacdo da carga maxima para o exercicio resistido foi realizada em teste
em escada especialmente construida para ratos (110 cm de altura, com 54 degraus de ferro
posicionados a cada 2 cm e 80 graus de inclinacdo). Antes do teste, os ratos foram
familiarizados com o aparato por meio de trés subidas na escada por trés dias. Antes da primeira
tentativa, os animais foram mantidos na camara, no topo da escada (20x20x20 cm), durante 60
s, para que percebessem que o ambiente ndo representava ameaca. Na primeira tentativa, 0s
ratos foram colocados na por¢do mais alta da escada, proximo a porta da cdmara. Na segunda
tentativa, o animal foi posicionado no meio da escada e, na terceira tentativa, colocado na base
da escada. Entre cada tentativa houve periodo de 60 s de recuperagdo com os ratos posicionados

dentro da camara no topo da escada °°.

Material e métodos



17

Apo0s os trés dias de familiarizacdo, a carga méxima foi avaliada por meio de
subidas em escada com aumento progressivo da carga. Inicialmente, foi colocado peso
correspondente a 75% do peso corporal do animal que, progressivamente, foi acrescido de 15%
até que o rato ndo conseguisse subir todos os degraus. O maior peso com o qual o rato foi capaz
de subir o comprimento total da escada foi considerado sua capacidade maxima de carga %%,
O teste foi repetido apos 45 dias, para ajuste da intensidade do exercicio, e ao final do periodo

experimental, de 12 semanas.

Protocolo de exercicio fisico resistido

O exercicio resistido foi realizado trés vezes por semana, em dias alternados,
com aumento gradativo de carga, de acordo com protocolo adaptado de Leite et al. 5293,
Inicialmente, houve um periodo de adaptacdo, no qual os ratos foram estimulados a subir a
escada sem carga. A seguir, foi adicionada carga correspondente a 15% do peso corporal, que
foi aumentada gradativamente, conforme exposto na Tabela 1. A partir da segunda semana, as
sessOes de treinamento consistiram de quatro subidas na escada com cargas correspondentes a
50%, 75%, 90% e 100% da capacidade méxima, previamente estabelecida para cada rato. O
periodo de recuperacdo entre cada subida foi de 2 min. O treinamento foi mantido até o final

do periodo experimental de 12 semanas.

Tabela 1- Adaptacédo ao protocolo de exercicio fisico resistido.

i Carga i i
Dias Quantidade de subidas
(% do peso corporal)
1° 0 3
20 15 3
3° 30 3

Avaliacéo cardiaca por ecocardiograma

Material e métodos
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As estruturas cardiacas e a funcdo do VE foram avaliadas por ecocardiograma
transtoracico, utilizando-se equipamento da marca General Electric Medical Systems, modelo
Vivid S6 (Tirat Carmel, Israel), com transdutor multifrequencial de 5 a 11,5 MHz. Apos
anestesia com cloridrato de ketamina (50 mg/kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg), por via
intramuscular, os ratos foram posicionados em dectbito lateral esquerdo *4. As variaveis
foram obtidas de acordo com a metodologia previamente descrita em nosso laboratorio %6, A
avaliacdo dos fluxos transvalvar mitral e aortico foi realizada com o mesmo transdutor operando
em 50 MHz. As estruturas cardiacas foram medidas manualmente com o auxilio de um
paquimetro de precisdo, de acordo com as recomendagdes da American Society of
Echocardiography °. As estruturas cardiacas foram medidas em, pelo menos, cinco ciclos
cardiacos consecutivos. As seguintes variaveis estruturais foram analisadas: diametros
diastolico (DDVE) e sistélico (DSVE) do ventriculo esquerdo (VE), espessura diastolica da
parede posterior do VE (EDPP), e didametros da aorta (AO) e do éatrio esquerdo (AE). A
espessura relativa da parede posterior do VE foi calculada como 2 x EDPP/DDVE. A massa do
VE foi calculada pela formula [(DDVE+EDPP+EDSIV)3 -DDVE3] x 1,04, na qual 1,04
representa a densidade especifica do miocardio. O indice de massa do VE foi calculado pela
divisdo da massa do VE pelo peso corporal e o tamanho do infarto calculado pela divisdo da
medida endocéardica do segmento infartado pelo perimetro endocardico total. A funcéo sistélica
foi avaliada pelas seguintes varidveis: porcentagem de encurtamento endocardico (% enc.
endoc.): [(DDVE - DSVE)/DDVE]; porcentagem de encurtamento mesocardico (% enc.
mesoc.): [(DDVE + % EDPP + % EDSIV) - (DSVE + % ESPP + ¥ ESSIV)]/(DDVE + % EDPP
+ % EDSIV)]; velocidade de encurtamento da parede posterior do VE (VEPP), que é a tangente
méaxima do movimento sistolico da parede; fracdo de ejecdo do VE (FE): [(DDVE 3 — DSVE3
)/DDVE3]; velocidade maxima de deslocamento sistolico do anel mitral (onda S’), obtida por
Doppler tissular; e indice de performance miocardica do VE, conhecido como indice de Tei. A
funcdo diastolica foi analisada pelos seguintes indices: razéo entre os picos de velocidade de
fluxo de enchimento inicial (onda E) e da contragéo atrial (onda A) do fluxo transmitral; tempo
de desaceleracdo da onda E (TDE); tempo de relaxamento isovolumétrico em valores absolutos
(TRIV) e normalizados pela frequéncia cardiaca (TRIVn): TRIV/(R-R)*°, sendo que R-R € a
distancia entre dois complexos R ao eletrocardiograma em segundos; pico de velocidade de

deslocamento diastolico inicial do anel mitral (E’) e pico de velocidade de deslocamento
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diastolico tardio do anel mitral (A”), obtidas por Doppler tissular; e razdo entre as ondas E ¢ E’

(E/E).

Coleta da musculatura esquelética e de outros tecidos para analise

Os ratos foram pesados, anestesiados com tiopental (150 mg/Kg; i.p.), e
eutanasiados por decapitacdo. Apds coleta de sangue, o coracao foi retirado por toracotomia
mediana. Os atrios, o ventriculo direito (VD) e o VE, incluindo o septo, foram dissecados e
pesados separadamente. O sangue foi centrifugado a 4 °C, a 4.000 rpm por 15 min; amostras
do soro foram separadas e armazenadas a -80 °C até o momento das dosagens. A seguir, 0
tecido epitelial dos membros posteriores foi removido e os musculos gastrocnémios rebatidos,
possibilitando a retirada dos musculos séleos. Imediatamente apos a disseccdo, as amostras
musculares foram pesadas, congeladas em nitrogénio liquido e conservadas a -80 °C. O peso
dos pulmdes foi utilizado para determinacao do grau de congestdo pulmonar. O pulmao inteiro
e fragmentos dos ventriculos direito e esquerdo foram pesados antes e ap0s desidratacdo em

estufa a 65 °C por 72 h para avaliar o grau de edema dos tecidos.

Analise histologica do coracéo

Amostras anelares do VE foram fixadas em solucdo de formal a 10% por 24 h e,
a sequir, lavadas em agua corrente e transferidas para solucdo com etanol 70%, de acordo com
o método previamente descrito °’. Para o célculo do tamanho do infarto, foi realizado corte com
distdncia de 5 a 6 mm do apice do VE. Os valores obtidos nessa regido correspondem a média
dos valores obtidos em cortes de todo o coragdo. Os cortes histoldgicos foram corados em
lamina com picrosirius red e examinados em microscopio Leica DM LS acoplado a camera de
video, que envia imagens digitais a computador dotado do programa Image Proplus (Media
Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA). O tamanho do infarto foi determinado pela razéo

entre a soma dos comprimentos epicardico e endocardico do segmento infartado e a soma das
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circunferéncias epicérdica e endocérdica totais. O valor foi expresso em porcentagem da area
total do VE.

Anélise histoldgica da musculatura esquelética

O trofismo muscular foi avaliado por analise morfométrica. Para o preparo das
laminas histologicas, amostras do soleo foram transferidas para camara de micrétomo criostato
(-20 °C). Os blocos de tecido foram, entdo, fixados em suportes metélicos do criostato (JUNG
CM 1800 - Leica) e orientados de modo que os cortes fossem feitos transversalmente a direcao
das fibras. Os cortes foram corados por hematoxilina e eosina. A area seccional das fibras
musculares foi avaliada em microscopio com sistema computadorizado de imagem. Em cada
lamina, foram mensuradas as areas seccionais de 150 a 200 fibras por examinador cego ao

tratamento.

Anélise da atividade de enzimas antioxidantes e dosagem de hidroperdéxido de lipideo

Amostras do musculo esquelético séleo (= 100 mg) foram descongeladas e
homogeneizadas em Potter Elvehjem com pistilo de teflon, em 2 mL de tampéo fosfato de sédio
0,1 M, pH 7,0. Os homogenatos foram centrifugados a 10.000 rpm por 15 min, em centrifuga
a4 °C. O sobrenadante foi utilizado para determinacao da concentracao de proteinas totais e do
hidroperoxido de lipideo, e da atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase,
glutationa peroxidase e catalase °°. As leituras foram realizadas no espectrofotometro
Pharmacia Biotech (com software Swift 11, England), em leitor de microplaca (nQuant-MQX
200 com Kcjunior software, Bio-Tec Instruments, USA). Todos os reagentes foram adquiridos
da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

A atividade da glutationa peroxidase (GSH-Px, E.C. 1.11.1.9) foi determinada
por oxidagdo da glutationa em presenca de perdxido de hidrogénio e cumene hidroperoxido. A
atividade da superoxido dismutase (SOD, E.C. 1.15.1.1) foi determinada pela alteragéo na

reducdo do nitroblue-tetrazolio (NBT) por radicais superdxido gerados pela mistura NADH
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(nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido) e fenazina metassulfato em pH fisioldgico. A
atividade da catalase (Cat, E.C. 1.11.1.6) foi determinada em tampdo fosfato pH 7,0, utilizando-
se 12,5 pL de amostra e peréxido de hidrogénio (30%). As leituras espectrofotométricas foram

realizadas a 240 nm

A concentracdo de hidroperdxido de lipidio foi determinada pela oxidacdo do
Fe2* (sulfato ferroso amoniacal). O Fe®*" formado reage com alaranjado de xilenol formando
composto colorido. As leituras foram realizadas a 560 nm. As andlises descritas nesta se¢éo
foram realizadas no Laboratério de Pesquisa do Departamento de Quimica e Bioquimica do
Instituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP, sob orientacdo da Prof. Dra. Ana Angélica

Fernandes.

Quantificacao sérica de malondialdeido sérico

Para avaliar o estresse oxidativo sistémico, foi quantificada a concentracdo sérica
de malondialdeido (MDA). Aliquotas da amostra de 250 uL foram adicionadas de 750 pL de
acido tricloroacético 10% para precipitacdo de proteinas. As amostras foram centrifugadas
(3000 rpm por 5 min; Eppendorf® Centrifuge 5804-R, Hamburg, Germany). Ao sobrenadante
foi adicionado acido tiobarbitdrico (TBA) 0,67% na proporcao 1:1. A seguir, as amostras foram
aquecidas por 15 min a 100 °C. O MDA reage com o TBA na propor¢do 1:2 MDA-TBA; ap06s
resfriamento, foi realizada a leitura a 535 nm em leitor de microplaca Spectra Max 190
(Molecular Devices®, Sunnyvale, CA, USA). A concentracdo de MDA foi obtida através do
coeficiente de extingdo molar (1,56x105 M cm™) e das absorbancias das amostras; o resultado
foi expresso em nmol/g de proteina ®’. O ensaio foi realizado na Unidade de Pesquisa
Experimental da FMB, UNESP, sob orientacdo da pesquisadora Dra. Camila Renata Correa

Camacho.
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Quantificacao sérica de proteinas carboniladas

A carbonilacdo de proteinas foi quantificada pelo método adaptado de Mesquita
etal. %8 em 100 uL da amostra para 100 uL 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH; 10 mM em HCI
2 M). As amostras foram incubadas por 10 min em temperatura ambiente. A seguir, ap6s adicdo
de 50 pL de NaOH (6 M), as amostras foram novamente incubadas por 10 min em temperatura
ambiente. A leitura foi realizada a 450 nm em leitor de microplaca Spectra Max 190 (Molecular
Devices®, Sunnyvale, CA, USA). O resultado foi obtido da absorbancia das amostras e do
coeficiente de extingdo molar (22000 Mt.cm™) e expresso em mol/mg de proteinas. O ensaio

foi realizado sob orientacdo da Dra. Camila Renata Correa Camacho.

Avaliacdo do metabolismo energético

Nesta etapa, foram analisadas as atividades maximas de enzimas que participam
do metabolismo da glicose, fosfofrutoquinase (PFK, E.C.2.7.1.11) e piruvato quinase (PK, EC
2.7.1.40); da via anaerdbica, lactato desidrogenase (LDH, EC 1.1.1.27); do ciclo de Krebs e via
aerobica, citrato sintase (CS, E.C. 4.1.3.7); e da oxidacdo de acidos graxos, carnitina
palmitoiltransferase 1 (CPT1, EC 2.3.1.21). Amostras do musculo séleo (= 30 mg) foram
homogenizadas em 50 mM de Tris-HCI, 1 mM de EDTA, e coquetel de inibidor de protease,
pH 7,4, utilizando esferas de zirconio (0,5 mm) durante 5 min a 4 °C, em homogenizador Bullet
Blender® (Next Advance, Inc., NY, USA). O lisado foi centrifugado a 12000 rpm durante 10
min a 4 °C e o sobrenadante coletado. Todas as atividades enzimaticas foram determinadas a
25 °C utilizando espectrofotdmetro de microplacas Spectra Max 250 (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA). Para avaliacdo da atividade da fosfofrutoquinase, foram utilizados 10 pL de
amostra e tampdo de ensaio contendo 50 mM Tris HCI, 2 mM MgSO4, 5 mM KCI, 0,2 mM
NADH, 1 mM ATP, 3 mM de frutose 6 fosfato (F6P), 2 mM de fosfoenolpiruvato (PEP), 2 U
de lactato desidrogenase (LDH), 4 U de piruvato quinase (PK) e 0,05% triton x-100. A reagdo
foi iniciada pela adicdo da F6P; a oxidacdo de NADH foi acompanhada pela medida do
decréscimo na absorbancia em 340 nm °. Para a mensuragio da atividade da piruvato quinase
(PK), foi utilizado 1 pL de amostra e tampéo contendo 100 mM KH2PO4, 10 mM MgCl>, 80
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mM KCI, 0,05% Triton x 100, 9 U LDH, 0,17 mM NADH, 5 mM ADP e, como iniciador da
reacdo, 2 mM de PEP. A leitura da absorbancia foi efetuada a 340 nm em placas ultravioleta
(UV) 7°. Para as andlises enzimaticas de LDH, utilizamos kits comerciais da LABTEST,
seguindo o protocolo do fabricante (LDH liquiform, Labtest, Belo Horizonte, MG, Brasil). A
atividade da citrato sintase foi medida em mistura de reagdo contendo 2 pL da amostra
adicionados a 100 mM de Tris-HCI, 1 mM de MgCl2, 1 mM de EDTA, 0,2 mM de &cido 2-
nitrobenzodico (ditio-bis), 0,3 mM de acetil-CoA, e 0,5 mM de oxaloacetato (omitido no
controle), em pH 8,1. A taxa de alteracdo da absorbancia foi monitorada a 412 nm . A
atividade maxima da enzima carnitina palmitoiltransferase 1 foi avaliada utilizando 20 pL de
amostra em tampdo (pH 8,1) constituido de 60 mM Tris-HCI, 1,5 mM EDTA, 0,25 mM DTNB,
Triton X-100 0,05% (v/v), e 0,035 mM palmitoil-CoA. A reacdo foi iniciada com a adicao de
1,25 mM L-carnitina e as absorbancias lidas a 412 nm 2. Os ensaios descritos nesta se¢io foram
realizados no Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da

USP, sob orientacdo do pesquisador Dr. Gilson Murata.

Atividade enzimatica da creatina quinase

A atividade da creatina quinase foi avaliada em solu¢do com 10 pL da amostra
e tampdo contendo 50 mM Tris HCI, 2 mM MgSOs, 5 mM KCI, 0,2 mM NADH, 1 mM ATP,
10 mM creatina, 2 mM de fosfoenolpiruvato, 2 U de lactato desidrogenase, 4 U de piruvato
quinase e 0,05% triton x-100. A reacgdo foi iniciada pela adicdo da creatina; a oxidacdo de
NADH foi acompanhada pela medida do decréscimo na absorbancia em 340 nm em leitor de
placas de 96 pocos, considerado como branco a auséncia do homogenato. O ensaio foi realizado
no Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da USP, sob

orientacédo do pesquisador Dr. Gilson Murata.

Analise da expressao proteica por Western blot
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A expressdo das proteinas envolvidas na sinalizacdo anabolica da via
IGF1/Akt/mTOR (IGF-1, IGF-1R, p-Akt-Ser473, total Akt, p-mTOR-Ser2448, total mTOR, p-
p70s6K-Thr389, total p70s6K, p-FoxO3a e total FoxO3a) foi avaliada por Western blot.

A proteina de fragmentos do musculo séleo (30-40 mg) foi extraida em tubos
com tampdo RIPA, utilizando esferas de zircénio (0,5 mm) durante 5 min a 4 °C, em
homogenizador Bullet Blender® (Next Advance, Inc., NY, USA). Apds o procedimento de
homogenizacao, as amostras foram centrifugadas por 20 min, a 12.000 rpm, a 4 °C. O contetdo
de proteinas do sobrenadante foi quantificado pelo método de Bradford. As amostras das
proteinas foram diluidas em tampdo Laemmli [1:1] (Sigma, ref. S3401) 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-HCI 240
mM, pH 6,8, poliacrilamida 40%, APS e Temed) e de resolucdo (Tris-HCI 240 mM, pH 8,8,
poliacrilamida 40%, APS e Temed), na concentracdo de 6 a 12%, dependendo do peso
molecular da proteina analisada. A corrida eletroforética foi efetuada a 120 V (Power Pac HC
3.0A, Bio-Rad, Hercules, CA, USA), por aproximadamente 2 h, com tampé&o de corrida (Tris
0,25 M, glicina 192 mM e SDS 1%). Em seguida, as proteinas foram transferidas para
membrana de nitrocelulose em sistema Trans Blot (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) utilizando-
se tampao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e SDS 0,1%). Regides
inespecificas de ligacdo do anticorpo primario a membrana foram bloqueadas por incubacéo
com solucédo a 5% de leite em pé desnatado dissolvido em tampao TBS-T, pH 7,4 (Tris-HCI 20
mM, NaCl 137 mM e Tween 20 0,1%) por 60 min a temperatura ambiente sob constante
agitacdo. Em seguida, a membrana foi lavada trés vezes em solucdo basal (Tris 1,0 M, pH 2,8,
NaCl 5,0 M e Tween 20) e incubada overnight, a 4 °C, com o anticorpo priméario [1:1000]
diluido na solucdo de bloqueio, sob agitacdo constante. Apds a incubacdo com o anticorpo
primario, a membrana foi lavada e incubada com o anticorpo secundario [1:5000] em solugéo
bloqueadora por 90 min. A seguir, a membrana foi lavada com TBST. Os sinais foram
visualizados com auxilio de kit para quimioluminescéncia (ECL Western Blotting Substrate,
Pierce Protein Research Products, Rockford, USA) e analisador de imagens Image Quant LAS
4000 (GE Healthcare Life Sciences). As bandas foram quantificadas por densitometria

utilizando-se o programa Gel Pro 3.1. Os resultados obtidos para as proteinas alvo foram

Material e métodos
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normalizados pelos resultados da proteina constitutiva GAPDH (sc-32233, Santa Cruz

Biotechnology) *°.

Andlise estatistica

Os resultados estéo apresentados em média e desvio padrdo ou mediana e quartis,
de acordo com a distribuicdo. As comparagdes entre os grupos foram realizadas por anéalise de
variancia de uma via com pds-teste de Bonferroni, ou Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn.
O tamanho do infarto foi comparado pelo teste t de Student e a mortalidade pelo teste de

Goodman. O nivel de significancia considerado foi de 5%.

Material e métodos
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Caracterizacdo dos grupos experimentais e variaveis anatémicas

Neste estudo, somente foram incluidos ratos com infarto do miocardio > 30% da
area total do VE. Assim, ap6s andlise histologica do tamanho do infarto, animais com infartos
menores que 30% foram excluidos do estudo, sendo 13 ratos do grupo IM-Sed e 7 do IM-R.
Quatro ratos do grupo IM-Sed e 1 do IM-R faleceram durante o estudo. Na Tabela 2, estdo
apresentados os dados referentes ao tamanho amostral e & mortalidade durante o protocolo
experimental.

Tabela 2 - Tamanho amostral e mortalidade.

Tamanho amostral

Grupo Inicio do . - Final do
. Exclusao Obito .
treinamento treinamento
Sham 14 0 0 14
IM-Sed 26 13 4* 09
IM-R 21 7 1 13

Sham: grupo controle; IM-Sed: infarto do miocérdio (IM) sedentério; IM-R: IM submetido a exercicio resistido.
Teste de Goodman; * p < 0,05 vs Sham.

As variaveis anatbmicas estdo apresentadas na Tabela 3. O peso corporal final
ndo diferiu entre os grupos. O peso do ventriculo direito e dos atrios, em valores absolutos ou
normalizados pelo peso corporal, foi maior nos grupos infartados que no Sham. O peso dos
pulmdes e a relagéo peso dos pulmdes/peso corporal foram maiores no grupo IM-Sed que no

Sham. O peso do musculo séleo néo diferiu entre 0s grupos.

Resultados
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Sham (n=14) IM-Sed (n=9) IM-R (n=13)
PC (g) 552 (527-582) 531 (511-572) 526 (476-570)
VE (U/S) 3,98 (3,61-4,11) 4,13 (3,94-4,41) 3,97 (3,57-4,15)
VD (g) 0,24 (0,21-0,26) 0,36 (0,30-0,43)* 0,34 (0,30-0,50)*
VD/PC (mg/g) 0,43 (0,41-0,45) 0,71 (0,52-0,86)* 0,65 (0,56-0,94)*
VD (U/S) 3,91 (3,77-4,22) 4,38 (4,00-4,93) 4,20 (4,09-4,27)
Atrios (g) 0,10 (0,09-0,14) 0,15 (0,11-0,31)* 0,16 (0,14-0,19)*
Atrios/PC (mg/g) 0,19 (0,15-0,27) 0,32 (0,22-0,54)* 0,31 (0,24-0,40)*
Pulmé&o (g) 1,98 + 0,68 2,98 £ 0,89* 2,64 +0,70

Pulmao/PC (mg/g)

Pulmao (U/S)
So6leo (g)
S6leo/PC (mg/g)

3,65 (3,19-3,70)

4,49 (4,38-4,53)

0,25 (0,23-0,27)
0,46 + 0,05

5,18 (4,43-7,24)*

4,28 (4,01-4,84)

0,23 (0,20-0,25)
0,43 0,07

4,82 (3,77-5,27)

4,50 (4,22-4,87)

0,25 (0,21-0,27)
0,48 + 0,10

Dados expressos em media + desvio padrdo ou mediana e percentis. Sham: grupo controle; IM-Sed: infarto do
miocéardio (IM) sedentério; IM-R: IM submetido a exercicio resistido; n: tamanho amostral. PC: peso corporal;
VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito; U/S: relagdo entre peso imido e peso seco. ANOVA e Bonferroni
ou Kruskal-Wallis e Dunn; * p<0,05 vs Sham.

Avaliacdo da capacidade funcional e da forga muscular

Teste de esforco

No teste de esforco inicial, os grupos infartados tiveram menor distancia
percorrida, tempo de permanéncia na esteira, e velocidade atingida que o grupo Sham. Ao final

do estudo, ndo observamos diferencas entre os grupos (Figura 1).
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Figura 1. Teste de tolerancia ao esforgo em esteira antes (Inicial) e apds (Final) 12 semanas de

treinamento resistido. Sham: grupo controle; IM-Sed: infarto do miocérdio (IM) sedentario;
IM-R: IM submetido a exercicio resistido. A: distancia total percorrida; B: tempo de
permanéncia na esteira; C: velocidade maxima atingida; n: tamanho amostral. Dados
expressos em média + desvio padrdo. ANOVA e Bonferroni; * p < 0,05 vs Sham.

Teste de Carga Maxima

Antes do treinamento, o grupo IM-Sed apresentou menor capacidade de carga
méaxima que o Sham. Ao final do periodo experimental, o grupo IM-R teve maior carga maxima

que os grupos Sham e IM-Sed (Figura 2).
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Teste de carga maxima antes (Inicial) e ap6s (Final) 12 semanas de treinamento
resistido. Sham: grupo controle; IM-Sed: infarto do miocérdio (IM) sedentario; IM-R:
IM submetido a exercicio resistido; n: tamanho amostral. Dados expressos em média
* desvio padrdo. ANOVA e Bonferroni; * p < 0,05 vs Sham; # p < 0,05 vs IM-Sed.

Figura 2.

Avaliacdo ecocardiografica

As variaveis cardiacas estruturais antes do treinamento estdo apresentadas na
Tabela 4. Os diametros diastolico e sistdlico do VE, a espessura diastolica da parede posterior
do VE, o diametro do atrio esquerdo, a massa do VE, e as areas sistdlica e diastolica do VE
foram maiores em ambos 0s grupos infartados que no Sham. A porcentagem de variagdo da
area do VE foi menor nos grupos infartados que no Sham. N&do observamos diferencas

significantes entre os grupos IM-R e IM-Sed.
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Tabela 4 - Avaliacdo ecocardiografica inicial dos parametros estruturais do coracao.

Sham (n=14) IM-Sed (n=09) IM-R (n=13)
PC (9) 471 + 46,6 458 + 42,7 447 + 46,9
DDVE (mm) 7,97 (7,70-8,58) 10,4 (10,0-10,9)* 9,79 (9,63-10,4)*
DDVE/PC (mm/kg) 17,3+1,39 23,2 +2,68* 22,8 £ 2,56*
DSVE (mm) 4,10 (3,81-4,30) 8,16 (7,99-8,62)* 7,89 (7,23-8,55)*
EDPP (mm) 1,33 (1,27-1,37) 1,65 (1,54-1,95)* 1,65 (1,49-1,74)*
Esp. rel. VE 0,33 (0,32-0,34) 0,30 (0,30-0,34) 0,32 (0,30-0,37)
AO (mm) 4,01 (3,83-4,01) 3,94 (3,78-4,01) 3,83 (3,61-4,01)
AE (mm) 5,29 (5,11-5,66) 7,66 (6,70-8,27)* 6,75 (6,27-7,41)*
AE/AO 1,35 (1,32-1,39) 1,94 (1,67-2,27)* 1,80 (1,55-1,99)*
AE/PC (mm/kg) 11,6 (10,4-12,3) 17,4 (13,9-19,5)* 15,34 (13,29-17,54)*

Massa VE (g)
Indice MVE (g/kg)
Area diastole (mm?)
Area sistole (mm?)
% variacao area
Perimetro (mm)
Perimetro IM (mm)

% de area infartada

0,71 (0,65-0,80)
1,54 (1,46-1,66)
44,2 + 7,43
15,6 (12,5-18,0)
65,7 £ 5,52
sem infarto
sem infarto

sem infarto

1,53 (1,28-1,69)*
3,58 (2,70-3,95)*
89,5 + 14,7*
61,6 (55,6-72,1)*
28,6 + 8,19*
36,3 +2,88
15,0 + 3,60
41,2 +7,61

1,13 (1,08-1,63)*
2,74 (2,43-3,58)*
80,5 + 14,3*
52,2 (43,1-58,9)*
33,7 + 7,50%
34,4+ 3,03
13,0+ 2,97
37,6 +6,72

Dados expressos em media + desvio padrdo ou mediana e percentis. Sham: grupo controle; IM-Sed: infarto do
miocardio (IM) sedentario; IM-R: IM submetido a exercicio resistido; n: tamanho amostral; PC: peso corporal;
DDVE e DSVE: diametros diastdlico e sistolico do ventriculo esquerdo (VE), respectivamente; EDPP: espessura
diastolica da parede posterior do VE; Esp. rel. VE: espessura relativa do VE; AO: didmetro da aorta; AE: didmetro
do atrio esquerdo; MVE: massa do VE; IM: infarto do miocardio. ANOVA e Bonferroni ou Kruskal-Wallis e

Dunn; * p< 0,05 vs Sham.

Apols o periodo de treinamento fisico, 0s grupos infartados apresentaram o

mesmo padrdo de remodelacéo cardiaca observado na avaliacdo inicial. Ndo foram observadas

diferencas entre os grupos IM-R e IM-Sed (Tabela 5).
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Sham (n=14) IM-Sed (n=09) IM-R (n=13)
PC final (g) 552 (527-582) 531 (511-572) 526 (476-570)
DDVE (mm) 8,34 +0,43 11,1 £0,88* 10,9 + 0,82*
DDVE/PC (mm/kg) 14,9 (14,3-15,7) 21,5 (18,5-22,2)* 20,8 (19,8-22,4)*
DSVE (mm) 4,09 £ 0,38 8,96 + 1,33* 8,62 +1,16*
EDPP (mm) 1,42 (1,38-1,43) 1,80 (1,64-2,01)* 1,69 (1,60-1,73)*
Esp. rel. VE 0,34 (0,33-0,35) 0,32 (0,30-0,36) 0,31 (0,28-0,32)*
AO (mm) 4,21+0,15 4,01+0,23 4,06 + 0,27
AE (mm) 5,68 + 0,46 8,23 +1,30* 7,80 = 1,26*
AE/AO 1,38 (1,24-1,44) 2,22 (1,63-2,34)* 1,86 (1,78-2,23)*
AE/PC (mm/kg) 10,1 (9,21-11,1) 15,9 (12,0-17,5)* 14,6 (12,8-17,1)*

Massa VE (g)

indice MVE (g/kg)
Area diastole (mm?)
Area sistole (mm?)

% variacao area

Perimetro (mm)

Perimetro IM (mm)

% de area infartada

0,87 (0,76-0,91)
1,51 (1,45-1,59)
49,2 (47,0-51,1)
14,7 (14,1-17,7)
68,2 + 4,25
Sham
Sham
Sham

1,66 (1,47-1,98)*
3,32 (2,75-3,97)*
89,9 (85,1-96,1)*
64,5 (55,6-72,3)*
29,7 +8,02*
37,2 +2,86
15,5+ 3,73
41,2 +7,75

1,61 (1,39-1,78)*
3,06 (2,55-3,46)*
93,5 (79,9-105)*
59,5 (47,0-76,3)*
34,5 +12,2%
36,9 + 3,00
13,5 + 4,17
36,1+ 9,44

Dados expressos em media + desvio padrdo ou mediana e percentis. Sham: grupo controle; IM-Sed: infarto do
miocardio (IM) sedentario; IM-R: IM submetido a exercicio resistido; n: tamanho amostral; PC: peso corporal;
DDVE e DSVE: diametros diastdlico e sistolico do ventriculo esquerdo (VE), respectivamente; EDPP: espessura
diastolica da parede posterior do VE; Esp. rel. VE: espessura relativa do VE; AO: didmetro da aorta; AE: didmetro
do atrio esquerdo; MVE: massa do VE; IM: infarto do miocardio. ANOVA e Bonferroni ou Kruskal-Wallis e

Dunn; * p< 0,05 vs Sham.

Os indices de funcao sistolica do VE antes do treinamento estdo mostrados na

Tabela 6. Os grupos infartados apresentaram menor porcentagem de encurtamento endocéardico

e mesocardico, velocidade de encurtamento da parede posterior do VE, fracdo de ejecéo e fracdo

de variagdo da area, e maior indice de Tei que o grupo Sham. A velocidade maxima de

deslocamento sistolico do anel mitral (S) foi menor no grupo IM-R que no Sham.
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Sham (n=14) IM-Sed (n=09) IM-R (n=13)
FC (bpm) 292 +25,1 295 + 26,1 276 +23,9
% enc. endoc. 49,3 +4,10 20,7 £ 6,20* 21,9 £ 6,24*
% enc. mesoc. 56,4 + 3,58 31,4 £5,78* 32,4 £5,99*
VEPP (mm/s) 40,5 £ 5,58 245+ 7,67* 28,6 + 8,37*
indice Tei 0,47 (0,44-0,53) 0,74 (0,63-0,89)* 0,76 (0,63-0,81)*
FE (%) 0,86 (0,84-0,89) 0,51 (0,43-0,57)* 0,50 (0,42-0,58)*
FVA (%) 65,7 £ 5,52 40,9 + 10,29* 37,2+9,13*
S’ lateral (cm/s) 3,64 £0,28 3,26 £ 0,49 3,03 £ 0,43*
S’ septal (cm/s) 3,32+0,31 3,01+0,28 2,76 £ 0,59*
S’ média (cm/s) 3,48 0,24 3,13+ 0,36 2,90 = 0,46*

Dados expressos em média + desvio padrdo ou mediana e percentis. Sham: grupo controle; IM-Sed: infarto do
miocardio (IM) sedentario; IM-R: IM submetido a exercicio resistido; n: tamanho amostral; FC: frequéncia
cardiaca; bpm: batimentos por minuto; % enc. endoc. e mesoc.: porcentagem de encurtamento endocardico e
mesocardico, respectivamente; VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior do ventriculo esquerdo
(VE); Tei: indice de performance miocardica; FE: fragdo de ejecdo; FVA: fragdo de variacdo da area do VE; S’:
velocidade méaxima de deslocamento sistolico do anel mitral das paredes lateral e septal e sua média. ANOVA e

Bonferroni ou Kruskal-Wallis e Dunn; * p<0,05 vs Sham.

O mesmo padrdao de disfuncdo sistolica do VE foi observado ao final do

protocolo experimental (Tabela 7). A onda S’ septal e média foi menor nos grupos infartados

que no Sham.
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Tabela 7 - Avaliacdo ecocardiografica final da funcéo sistolica do ventriculo esquerdo.

Sham (n=14) IM-Sed (n=09) IM-R (n=13)
FC (bpm) 280,15 + 39,18 300,67 £ 32,26 292,15 + 20,54
%enc.endoc. 51,03 + 3,26 19,83 + 6,27* 21,10 + 6,45*
%benc.mesoc. 57,735 2,35 30,60 + 5,76* 31,19 + 6,31*
VEPP (mm/s) 41,49 +6,18 25,41 + 9,35* 27,96 + 6,20*
indice Tei 0,47 + 0,06 0,62 +0,14* 0,66 + 0,12*
FE 0,88 (0,87-0,90) 0,46 (0,40-0,54)* 0,53 (0,42-0,59)*
FVA (%) 68,22 + 4,25 42,69 + 9,33* 37,57 £ 10,50*
S’ lateral (cm/s) 3,49 £ 0,46 3,07 £0,62 3,00 £ 0,54
S’ septal (cm/s) 3,33+0,33 2,53 +0,44* 2,85+0,51*
S’ média (cm/s) 3,41+0,34 2,80 +0,49* 2,93 £ 0,45*

Dados expressos em média + desvio padrdo ou mediana e percentis. Sham: grupo controle; IM-Sed: infarto do
miocardio (IM) sedentario; IM-R: IM submetido a exercicio resistido; n: tamanho amostral; FC: frequéncia
cardiaca; bpm: batimentos por minuto; % enc. endoc. e mesoc.: porcentagem de encurtamento endocérdico e
mesocardico, respectivamente; VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior do ventriculo esquerdo
(VE); Tei: indice de performance miocardica; FE: fragdo de ejecdo; FVA: fragdo de variacdo da area do VE; S’:
velocidade méaxima de deslocamento sistdlico do anel mitral das paredes lateral e septal e sua média. ANOVA e
Bonferroni ou Kruskal-Wallis e Dunn; * p<0,05 vs Sham.

Os indices de funcao diastolica, avaliados antes e apds o treinamento, estdo
apresentados nas Tabelas 8 e 9, respectivamente. Ndo foram observadas diferencas entre os
trés grupos, exceto pelo aumento da onda E mitral no grupo IM-Sed em relagdo ao Sham

antes do treinamento.
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Sham (n=14)

IM-Sed (n=09)

IM-R (n=13)

E mitral (cm/s)
A mitral (cm/s)
E/A

TDE (ms)
TRIV (ms)
TRIV/R-R

E’ média (cm/s)
E’ lateral (cm/s)
E’ septal (cm/s)
E/E’ média

A’ média (cm/s)
A’ lateral (cm/s)
A’ septal (cm/s)
E’/A°

80,3 +7,53
47,0 (45,0-55,0)
1,65 (1,47-1,82)
48,0 (45,0-49,0)
26,0 (22,0-26,0)

54,8 + 6,83

4,09 + 0,66

3,96 +0,73

4,23 +0,69
19,1 (17,7-21,7)
3,07 (2,65-3,74)

3,70 +1,06
2,70 (2,37-3,27)

1,30 +0,40

99,1 + 16,5*
44,0 (21,0-64,0)
2,02 (1,44-5,27)
39,0 (36,0-44,5)
30,0 (25,5-33,0)
63,1+ 10,7
4,10 + 0,52
4,33+ 0,36
3,87 0,61
24,1 (21,4-25,1)
2,90 (2,50-4,05)
332+1,18
3,30 (2,40-4,50)
1,35 + 0,47

88,5+ 18,3
42,0 (23,3-57,5)
1,63 (1,41-4,70)
43,0 (37,0-56,5)
30,0 (25,0-32,3)
62,0 +13,3
3,76 +0,50
3,75+ 0,58
3,77+0,76
25,1 (19,8-26,6)
3,00 (2,55-3,50)
2,89+0,71
3,20 (2,70-3,70)
1,31+0,38

Dados expressos em média + desvio padrdo ou mediana e percentis. Sham: grupo controle; IM-Sed: infarto do
miocardio (IM) sedentério; IM-R: IM submetido a exercicio resistido; n: tamanho amostral; E: pico de velocidade
do fluxo de enchimento mitral inicial; A: pico de velocidade do fluxo de enchimento mitral tardio; TDE: tempo de
desaceleragdo da onda E mitral; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico; TRIV/R-R: TRIV normalizado para
frequéncia cardiaca; E’: pico de velocidade de deslocamento diastolico inicial do anel mitral; A’: pico de
velocidade de deslocamento diastdlico tardio do anel mitral. ANOVA e Bonferroni ou Kruskal-Wallis e Dunn; *

p<0,05 vs Sham.
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Sham (n=14) IM-Sed (n=09) IM-R (n=13)
E mitral (cm/s) 77,0 (74,0-85,5) 102 (78,5-120) 77,5 (72,0-121)
A mitral (cm/s) 50,8 + 14,8 38,6 £ 27,7 47,3+20,8

E/A

TDE (ms)
TRIV (ms)
TRIV/R-R

E’ média (cm/s)
E’ lateral (cm/s)
E’ septal (cm/s)
E/E’ média

A’ média (cm/s)
A’ lateral (cm/s)
A’ septal (cm/s)
E’/A°

1,71 (1,41-1,80)
49,0 (45,8-54,0)
26,0 (22,0-29,0)
52,7 (50,0-61,8)
3,99 +0,68
4,02 +0,84
3,96 + 0,61
21,1 (16,9-22,1)
3,88+1,24
3,65 (2,70-4,90)
3,80+1,16
1,14 + 0,44

4,27 (1,30-5,99)
33,0 (33,0-47,5)
24,0 (22,0-33,0)
57,0 (49,0-69,0)
4,18 +0,76
4,39 +1,06
3,97 +1,22
22,5 (20,4-24,9)
331+1,34
2,70 (2,30-2,90)
3,44 +131
1,38 0,42

1,41 (1,24-5,53)
39,5 (37,0-53,0)
26,0 (23,0-31,5)
59,3 (53,2-68,5)
3,92 +0,56
423+111
3,62+0,94
21,8 (18,8-27,8)
3,83+0,79
3,90 (3,30-4,35)
3,75+ 0,90
1,07 £0,30

Dados expressos em media + desvio padrdo ou mediana e percentis. Sham: grupo controle; IM-Sed: infarto do
miocardio (IM) sedentario; IM-R: IM submetido a exercicio resistido; n: tamanho amostral; E: pico de velocidade
do fluxo de enchimento mitral inicial; A: pico de velocidade do fluxo de enchimento mitral tardio; TDE: tempo de
desaceleragdo da onda E mitral; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico; TRIV/R-R: TRIV normalizado para
frequéncia cardiaca; E’: pico de velocidade de deslocamento diastolico inicial do anel mitral; A’: pico de
velocidade de deslocamento diastélico tardio do anel mitral. ANOVA e Bonferroni ou Kruskal-Wallis e Dunn; *
p<0,05 vs Sham.

Estudo histoldgico

Tamanho do infarto

O tamanho da area infartada nao diferiu entre os grupos (IM-Sed 39,6 + 5,95;
IM-R 38,8 £ 6,52 % da area total do VE; P > 0,05; Figura 3).
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Figura 3. Cortes histol6gicos representativos do tamanho da rea infartada do ventriculo esquerdo. Coloragéo:
picrosirus red. A: grupo controle (Sham); B: infarto do miocéardio (IM) sedentério (IM-Sed); C: IM
submetido a exercicio resistido (IM-R); D: porcentagem de area infartada do ventriculo esquerdo;
n: tamanho amostral. Resultados expressos em média e desvio padrao.

Area seccional transversa do muasculo esquelético

A érea seccional das fibras do musculo s6leo ndo diferiu entre os grupos (Sham
4.4944991; IM-Sed 4.117+433; IM-R 4.414+1.004 um?; p > 0,05; Figura 4).
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Figura 4. A) Cortes histoldgicos representativos do musculo esquelético sdleo corados por hematoxilina e

eosina. Objetiva: 40x. B) Area seccional transversa do musculo s6leo; n: tamanho amostral.

Resultados expressos em média + desvio padrdo; p=0,66. C) Distribuicdo da area seccional
transversa das fibras musculares. Sham: grupo controle; IM-Sed: infarto do miocérdio (IM)

sedentario; IM-R: IM submetido a exercicio resistido.

Avaliacao do estresse oxidativo

Atividade de enzimas antioxidantes

A atividade da catalase foi menor no grupo IM-Sed que no Sham (Sham 56,4 +
4,95; IM-Sed: 39,8 + 10,0; IM-R 46,7 + 6,83 nmol/g de tecido) e a atividade da glutationa
peroxidase foi menor no grupo IM-Sed que no IM-R e Sham (Sham 168 + 33,0; IM-Sed 126 +
27,5; IM-R 169 + 26,1 nmol/mg de tecido). A superoxido dismutase néo diferiu entre 0s grupos
(Sham 16,9 + 1,17; IM-Sed 17,6 £+ 2,40; IM-R 15,4 + 1,37 nmol/mg de proteina; Figura 5).
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Figura 5. Atividade das enzimas antioxidantes catalase, glutationa peroxidase (GSH-Px) e superoxido

dismutase (SOD) no masculo s6leo. Sham: grupo controle; IM-Sed: infarto do miocéardio (IM)
sedentario; IM-R: IM submetido a exercicio resistido; n: tamanho amostral. Resultados expressos
em média * desvio padrdo. ANOVA e Bonferroni; * p < 0,05 vs Sham; # p < 0,05 vs IM-Sed.

Marcadores de estresse oxidativo

A concentracdo muscular do hidroperdxido de lipideo (Sham 106 + 16,5; IM-
Sed 121 £12,9; IM-R 109 + 14,2 nmol/g de tecido) e a concentracéo serica de malondialdeido
[Sham 5,05 (4,77-5,36); IM-Sed 4,71 (3,72-5,36); IM-R 5,07 (3,50-6,48) umol/mL] nédo
diferiram entre os grupos (Figura 6 A e B). A concentracdo sérica de proteinas carboniladas foi
maior no IM-R que no IM-Sed (Sham 3,17 = 0,11; IM-Sed 2,99 + 0,14; IM-R 3,21 £ 0,15
nmol/mg de proteina; Figura 6 C).
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Figura 6. Marcadores de estresse oxidativo. A: Concentracdo de hidroperéxido de lipideo (LOOH) no
musculo séleo; B: Concentracdo sérica de malondialdeido (MDA); C: Concentracdo sérica de
proteinas carboniladas. Sham: grupo controle; IM-Sed: infarto do miocardio (IM) sedentario; IM-R:
IM submetido a exercicio resistido; n: tamanho amostral. Resultados expressos em média + desvio

padrdo ou mediana e percentis; ANOVA e Bonferroni ou Kruskal-Wallis e Dunn; # p < 0,05 vs IM-
Sed.

Avaliacéo do metabolismo energético

A atividade das enzimas que participam do metabolismo da glicose e de acidos
graxos no muasculo séleo ndo diferiu entre os grupos, exceto pela menor atividade da
fosfofrutoquinase no grupo IM-R em relagéo ao IM-Sed (Tabela 10).
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Tabela 10 - Atividade das enzimas envolvidas no metabolismo energético.

Sham IM-Sed IM-R
PFK (nmol/min*g de proteina) 17,0+ 2,21 21,4 +542 15,5 + 4,12*
PK (umol/min*g de proteina) 203+ 32,2 187 £ 47,4 200 £ 42,7
LDH (nmol/min*g de proteina) 495 +136 525+559 543 +£133
CS (umol/min*g de proteina) 66,0 + 8,02 66,1+ 10,1 65,9 £ 9,67
CK (nmol/min*g de proteina) 295+ 341 31,8+4,31 28,7 £ 4,26
CPT1 (nmol/min*g de proteina) 2,47 £ 0,60 2,35+ 0,32 2,54 + 0,47

Dados expressos em média * desvio padrdo. Sham: grupo controle (n=07); IM-Sed: infarto do miocardio (IM)
sedentério (n=08); IM-R: IM submetido a exercicio resistido (n=07); PFK: fosfofrutoquinase; PK: piruvato
quinase; LDH: lactato desidrogenase; CS: citrato sintase; CK: creatina quinase; CPTL1: carnitina
palmitoiltransferase 1 (CPT1). ANOVA e Bonferroni; # p< 0,05 vs IM-Sed.

Expressao proteica por Western Blot

Os resultados da expressdo proteica estdo apresentados na Tabela 11. A forma
total da proteina p70s6K foi menor no grupo IM-Sed comparado ao grupo Sham (Figura 7).
Esse mesmo comportamento foi observado com a forma fosforilada da FoxO3a que foi reduzida
no grupo IM-Sed versus Sham (Figura 8). As demais proteinas ndo diferiram entre 0s grupos

estudados.

A razéo entre as formas fosforilada e total da p70s6K foi maior no grupo IM-Sed que
no Sham (Figura 7) e da FoxO3a foi menor no IM-Sed que no Sham (Figura 8).
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Tabela 11 - Expressao proteica.

Sham IM-Sed IM-R
(n=8) (n=6) (n=8) 2
IGF-1 1,00 £ 0,46 1,01 £0,78 0,73+ 0,29 0,507
IGF-1R 1,00+ 0,16 0,94+ 0,28 0,69 % 0,26 0,053
Fosforilada 1,00 + 0,30 1,03+ 0,24 0,78+ 0,20 0,169
Serd73
Akt Total 1,00 £ 0,48 0,69 £ 0,29 0,74+ 0,19 0,218
Fosforilada/Total 1,13+ 0,41 1,66 + 0,58 1,11+0,38 0,070
F%ffzrj‘fga 1,00+ 0,41 0,63%0,25 0,83+ 0,48 0,273
mTOR Total 1,14+ 0,50 0,99 +0,70 0,94 +0,31 0,704
Fosforilada/Total 0,89 (0,63-1,17) 0,69 (0,35-1,82) 0,77 (0,51-1,61) 0,838
FOTSLOrg:aagda 1,00 £ 0,19 0,87 £ 0,34 0,87+ 0,35 0,642
p70s6K Total 1,00 + 0,43 0,46 £ 0,32* 0,54+ 0,29 0,038
Fosforilada/Total 1,14+ 0,48 2,29+ 0,73* 1,97 £ 0,78 0,018
Fosforilada 1,00+ 0,33 0,34 % 0,19* 0,87 £ 0,45 0,013
Ser294
FoxO3a Total 1,00 0,47 0,60 + 0,40 0,96 + 0,41 0,202
Fosforilada/Total 1,13+ 0,43 0,43 £ 0,29* 0,94 £ 0,40 0,018

Dados expressos em média + desvio padrdo ou mediana e percentis. Sham: grupo controle; IM-Sed: infarto do
miocardio (IM) sedentério; IM-R: IM submetido a exercicio resistido; n: tamanho amostral. IGF-1: fator de
crescimento semelhante & insulina tipo-1; IGF-1R: receptor de IGF-1; Akt: proteina quinase B; mTOR: complexo
alvo da rapamicina; FoxO3a: fator de transcri¢do Forkhead tipo 3a. ANOVA e Bonferroni ou Kruskal-Wallis e

Dunn; * p < 0,05 vs Sham.
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Figura 8. Expressdo proteica da FoxO3a em suas formas total e fosforilada (p) normalizadas
pela expressdo proteica do GAPDH e razdo entre as formas fosforilada e total (p/t)
no musculo soleo. Técnica: Western blot. Sham: grupo controle; IM-Sed: infarto
do miocardio (IM) sedentério; IM-R: IM submetido a exercicio resistido; n:
tamanho amostral. Dados expressos em média + desvio padrdo. ANOVA e
Bonferroni; * <0,05 vs Sham
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Neste estudo, avaliamos a influéncia do exercicio fisico resistido sobre a
capacidade funcional, a estrutura cardiaca e funcao do ventriculo esquerdo de ratos com infarto
do miocéardio. Adicionalmente, analisamos o trofismo muscular, marcadores do metabolismo
energeético e do estresse oxidativo, e a expressdo de proteinas envolvidas na via anabdlica IGF-
1/Akt/mTOR no musculo séleo de ratos infartados.

O modelo experimental de infarto do miocardio decorrente da ligadura da artéria
corondria descendente anterior esquerda em ratos € amplamente utilizado para investigar a
fisiopatologia e o tratamento da remodelago cardiaca 8. E considerado um método prético,
de custo relativamente baixo, com boa reprodutibilidade dos resultados "":"®. Contudo, uma das
desvantagens do modelo é que a ligadura da artéria descendente anterior esquerda pode levar a
diferentes tamanhos de IM e, consequentemente, a diferentes graus de injdria cardiaca e

disfuncdo ventricular 880,

Com o objetivo de avaliar ratos com graus homogéneos de injdria cardiaca, neste
estudo foram incluidos apenas os animais que apresentaram infartos com tamanho igual ou
superior a 30% da area total do ventriculo esquerdo. Antes do treinamento, 0s grupos IM-Sed
e IM-R apresentaram tamanhos de infarto semelhantes, estimados por ecocardiograma
transtoracico. Ao final do protocolo experimental, o tamanho do infarto foi reavaliado por

ecocardiograma e confirmado por morfometria em laminas histoldgicas do VE.

Ao final do estudo, ambos 0s grupos infartados apresentaram aumento do peso
do ventriculo direito e atrios, em valores absolutos e normalizados pelo corporal, comparados
ao grupo Sham. O grupo IM-Sed apresentou aumento do peso dos pulmdes, em valores
absolutos e normalizados pelo peso corporal, comparado ao grupo Sham. Essa alteragcdo néo foi
observada no grupo IM-R. Aumento do peso dos pulmdes tem sido considerado um indicador
fidedigno de insuficiéncia cardiaca em ratos portadores de injuria cardiaca 3882, Em estudo
prévio, foi observado que o exercicio resistido atenuou a congestao pulmonar de ratos infartados
8, Portanto, podemos sugerir que o treinamento resistido preveniu o desenvolvimento de edema

pulmonar no grupo IM-R.

Apos o infarto do miocardio, inicia-se uma cascata progressiva de mudancas
estruturais cardiacas e funcionais do ventriculo esquerdo que resulta em remodelagéo cardiaca
e disfuncdo ventricular "84 Para analisar as alteragbes causadas pela injuria cardiaca, foi

realizado ecocardiograma transtoracico. Apos trés meses da cirurgia, os ratos infartados foram
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divididos em dois grupos de animais, IM-Sed e IM-R, constituidos por animais com tamanho
de infarto e grau de comprometimento cardiaco semelhantes antes da intervencdo do exercicio

resistido.

Decorridos seis meses da inducdo do infarto e trés meses de exercicio resistido,
foi realizada nova avaliacdo ecocardiografica. A remodelacdo cardiaca nos dois grupos de ratos
infartados foi caracterizada por dilatagéo do atrio esquerdo e hipertrofia do ventriculo esquerdo,
caracterizada por aumento dos didmetros sistolico e diastélico, da espessura diastdlica da parede
posterior, da massa, e das areas sistolica e diastolica. O tamanho do infarto ndo diferiu entre os

grupos IM-Sed e IM-R. O exercicio resistido ndo alterou o padrao de remodelacéo cardiaca.

Ao final do estudo, a disfuncdo ventricular sistolica foi evidente em ambos 0s
grupos de ratos infartados, que apresentaram reducdo da porcentagem de encurtamento
mesocardico e endocardico, da velocidade de encurtamento da parede posterior do VE, fracéo
de ejecdo, fracdo de variacdo da area do VE, e da onda S’ (septal e média), e aumento do indice
de Tei em relacéo ao grupo Sham. Ndo identificamos diferencas entre os grupos IM-Sed e IM-
R. Em ratos que iniciaram exercicio resistido incremental uma semana ap6s induc¢éo de infarto,
durante 10 semanas, foram observados atenuacdo da dilatacio do VE e aumento da
porcentagem de encurtamento e taxa maxima de contracio e relaxamento ventricular °. Em
nosso estudo, como o exercicio resistido foi iniciado trés meses ap6s a inducgdo do infarto, €
possivel que as alteracOes cardiacas ja estivessem bem estabelecidas e, portanto, dificilmente

reversiveis pelo treinamento fisico resistido.

Durante o protocolo experimental, o grupo IM-Sed teve maior mortalidade que
0 Sham. Apesar de ndo termos observado diferenca na mortalidade entre os grupos infartados,
é possivel que o treinamento resistido tenha reduzido a mortalidade dos ratos infartados.
Estudos adicionais com maior nimero de ratos sdo necessarios para estabelecer o efeito do

treinamento resistido sobre a mortalidade no infarto do miocardio.

A intoleréncia aos exercicios fisicos esta associada a diminui¢do da qualidade de
vida e pior prognostico da insuficiéncia cardiaca 8%, Para avaliar a capacidade funcional, foi
realizado teste de esforco maximo em esteira, que € amplamente utilizado para determinar a
resisténcia (tempo total percorrido), velocidade maxima atingida e distancia total percorrida
durante o teste 588, Essas variaveis, em conjunto, indicam a capacidade funcional 78"~ Trés

meses apos a inducdo do infarto, os grupos infartados apresentaram reducdo das varidveis do
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teste em relacdo ao Sham. Entretanto, ao final do protocolo de exercicio resistido, ndo foram
observadas diferencas entre 0s grupos experimentais. Os resultados mostram que, apesar do
grau importante de disfuncdo ventricular sistolica, a capacidade funcional foi preservada nos
ratos infartados. A especificidade do exercicio resistido pode ter contribuido para a falta de
melhora da capacidade funcional no grupo IM-R.

Para determinar a carga do exercicio resistido, foi realizado teste de carga
maxima °%%, que consiste no acoplamento de cargas incrementais na cauda do rato para a subida
da escada. O movimento de escalada assemelha-se funcionalmente aos treinos resistidos
realizados por humanos, com as a¢des dindmicas musculares, caracterizadas pelas fases de
contragdo concéntrica e excéntrica °+%. O exercicio resistido é considerado um componente
importante em programas de condicionamento fisico que visam melhorar a qualidade de vida,
atuando no aumento de forgca muscular geral e na manutencdo da massa muscular %. Como
esperado ao final de 12 semanas de treinamento, o grupo IM-R apresentou maior capacidade
de carregamento maximo que os grupos Sham e IM-Sed, mostrando a eficiéncia do protocolo

de exercicio resistido.

O musculo esquelético s6leo é composto, em sua maioria, por fibras de contracéo
lenta com metabolismo predominantemente oxidativo. Estudos em ratos infartados mostraram
que o musculo séleo é habitualmente sensivel as alteracdes que caracterizam a miopatia
associada a insuficiéncia cardiaca **28, Estudos em ratos que realizaram exercicio resistido
em escada mostraram que o musculo séleo é altamente recrutado nos movimentos de escalada,

sendo, portanto, considerado um bom musculo para avaliar os efeitos do exercicio resistido %,

Neste estudo, o peso do musculo séleo e a area seccional transversa das fibras
do soleo ndo diferiram entre os grupos. Em estudos prévios de nosso laboratdrio 4% e da
literatura °*°8, foi observada reducdo da area seccional das fibras do soleo ap6s infarto do
miocardio. Neste estudo, podemos sugerir que, apesar do grau evidente de disfuncédo
ventricular, os ratos ainda se encontravam em fase de remodelacdo cardiaca compensada,

hemodinamicamente estavel, e sem insuficiéncia cardiaca.

A proxima etapa deste estudo foi avaliar a influéncia do exercicio resistido sobre
a atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase,
gue compdem o principal sistema endogeno de defesa antioxidante frente ao aumento das

espécies reativas de oxigénio e nitrogénio %. A superdxido dismutase representa a primeira
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defesa contra o &nion radical superdxido, catalisando a dismutagdo do superoxido em perdxido
de hidrogénio (H202) em presenca do ion H*. A catalase, por sua vez, catalisa a formacéo de
agua e oxigénio a partir de H.O, formado pela reagdo da superoxido dismutase. Ja a atividade
da glutationa peroxidase é dependente de sua capacidade de reagir com H2O. e perdxidos
organicos pela oxidagdo da glutationa reduzida a glutationa oxidada .

Neste estudo, observamos que a atividade da catalase foi menor no grupo
IM-Sed que no Sham e a atividade da GSH-Px foi menor no grupo IM-Sed que nos grupos IM-
R e Sham. Atividade reduzida dessas enzimas no musculo esquelético ap6s infarto do miocardio
ja havia sido previamente observada em estudos clinicos e experimentais 3258, Neste estudo,
mostramos que o exercicio resistido foi capaz de preservar a atividade da catalase e da
glutationa peroxidase. Este resultado foi semelhante ao encontrado por Cai e colaboradores >,
em estudo no qual o exercicio resistido foi iniciado uma semana ap6s a indugéo do infarto.
Portanto, podemos concluir que o exercicio fisico resistido, independentemente do periodo de
inicio, pode melhorar a atividade do sistema antioxidante enddgeno da musculatura esquelética

apos o infarto do miocérdio.

Neste estudo, avaliamos dois marcadores sistémicos de estresse oxidativo, a
concentracdo sérica de malondialdeido e de proteinas carboniladas. A concentracdo de
malondialdeido ndo diferiu entre os grupos. Entretanto, a carbonilagdo de proteinas foi maior
no grupo IM-R que no IM-Sed. A carbonilagdo de proteinas é definida como uma modificacéo
pos-traducional irreversivel que resulta na adicdo de fracdo carbonil reativa na estrutura da
proteina . O malondialdeido e a carbonilagdo de proteinas tém sido amplamente utilizados
para avaliar alteracOes induzidas pelo exercicio no equilibrio entre os sistemas antioxidantes e
a producdo de espécies reativas de oxigénio %. Em individuos saudaveis, o exercicio fisico
induz aumento discreto das espécies reativas de oxigénio, que por sua vez, leva a adaptacdes
benéficas ao regular positivamente os sistemas antioxidantes celulares e estimular os sistemas
de reparo de danos oxidativos 37°*1%° Em relagdo ao exercicio resistido, sua préatica pode
induzir alterages no balango redox caracterizadas por aumento em biomarcadores oxidantes
com durac&o de até quatro dias apds o exercicio em humanos %, Em nosso estudo, 0 aumento
da carbonilagdo de proteinas pode ser considerado um estimulo sistémico para inducdo de
sistemas antioxidantes. Como avaliamos a concentracdo sérica das proteinas carboniladas,
estudos adicionais sdo necessarios para determinar se 0 musculo esquelético € responsavel pelo

aumento da carbonilagdo de proteinas.
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O estresse oxidativo muscular foi avaliado pela concentracdo de hidroperdxido
de lipideo no musculo séleo, que néo diferiu entre os trés grupos. Resultado semelhante foi
encontrado por Martinez et al. ®2 em ratos infartados. A peroxidac&o lipidica é causada por uma
espécie reativa de oxigénio, geralmente o radical hidroxil, que abstrai um atomo de hidrogénio
do &cido graxo insaturado e deixa um elétron desemparelhado no carbono, caracterizando a
etapa de iniciacdo do processo de lipoperoxidacdo. A seguir, ocorre a fase de propagacéao, na
qual ha formagdo do radical peroxil (LOO®), que é capaz de retirar um atomo de H* do acido
graxo adjacente gerando, assim, o hidroperdxido de lipideo. Nas células, a lipoperoxidacao
pode levar a degeneracgdo e perda de funcdo de proteinas da membrana, prejudicando fungdes

essenciais como a atividade de enzimas intrinsecas e transportadores de ATP 201,

Os dados referentes ao balanco oxidativo nos permitem levantar a hipétese que
0 exercicio resistido, a0 aumentar a concentracdo sérica de proteinas carboniladas, estimula a

atividade muscular das enzimas anti-oxidantes catalase e glutationa peroxidase.

O desequilibrio entre a producdo de espécies reativas a oxigénio e os sistemas
antioxidantes tem papel importante na regulacio da homeostase do metabolismo celular 102103,
Sob concentracBes intracelulares elevadas, as espécies reativas de oxigénio diminuem a
atividade do ciclo do &cido citrico, favorecendo o metabolismo de carboidratos 1°41%°, Neste
estudo avaliamos a atividade maxima de enzimas-chave envolvidas no metabolismo da glicose
(fosfofrutoquinase e piruvato quinase), da via anabdlica (lactato desidrogenase), do ciclo do
acido citrico e aerdbio (citrato sintase), e da oxidacdo dos A&cidos graxos (carnitina

palmotoiltransferase 1), e um marcador de dano tecidual (creatina quinase).

O musculo esquelético é capaz de adaptar seu metabolismo frente a estimulos
diversos como o exercicio fisico, sendo modulado pelo tipo e intensidade da atividade e
disponibilidade de nutrientes, e autorregulado conforme a taxa de utilizacdo da glicose %6197,
Nas fases iniciais do exercicio de intensidade progressiva, a demanda energética €
satisfatoriamente suprida por mecanismos oxidativos (ciclo do acido citrico e fosforilagcdo
oxidativa), por meio da degradacdo preferencial de acidos graxos. No entanto, a producdo de
energia por estes mecanismos é dependente da continua conversao de glicogénio a oxaloacetato
para formar citrato. A conversao de glicogénio a oxaloacetato controla diretamente a oxidacao
do acetil-CoA derivado tanto do piruvato de fontes de carboidratos como de &cidos graxos %,
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Dentre as enzimas da via glicolitica, a fosfofrutoquinase é a enzima que limita a
taxa da glicdlise e catalisa a conversao de frutose-6-fosfato em 1,6-bifosfato de frutose na fase
preparatoria da gliclise 1%°. A piruvato quinase catalisa a Gltima reacdo da fase final da
glicolise. A citrato sintase é uma transferase que controla o primeiro passo do ciclo do acido
citrico e catalisa a reacdo de condensacdo de um residuo de acetato contendo dois carbonos e
uma acetil-CoA com a molécula de oxaloacetato contendo quatro carbonos para formar um
citrato de seis carbonos '°. A lactato desidrogenase catalisa a interconversio de piruvato e
lactato, que sdo metabolitos criticos do combustivel do mdsculo esquelético, particularmente
durante o exercicio . A carnitina palmitoil transferase-1 tem papel de mediacgéo do transporte
lipidico mitocondrial atuando na oxidacdo dos acidos graxos e na geracdo de energia celular
112 Neste estudo, o metabolismo energético ndo diferiu entre os grupos, exceto pela menor

atividade da fosfofrutoquinase no grupo IM-R em relagéo ao IM-Sed.

Finalmente, analisamos a expressao de proteinas da via anabdlica do fator de
crescimento semelhante a insulina tipo-1 (IGF-1)/proteina quinase B (Akt)/complexo 1 alvo da
rapamicima (mTOR). Analisamos, especificamente, a expressdo das proteinas IGF-1, IGF-1
receptor, Akt, mTOR, p70s6K e FoxO3a (fator de transcricdo da forkhead box), que é inibida
pela fosforilacdo da Akt.

A expressdo do IGF-1 e IGF-1R né&o diferiu entre os grupos experimentais. O
IGF-1 pode suprimir a quebra de proteinas e promover o crescimento muscular. Para mediar
tais acdes, ele deve ligar-se e ativar seu receptor 34 O IGF-1R é membro da familia de
tirosina quinases receptoras e € composto por um heterotetramero de membrana. Cada hemi-
receptor possui duas subunidades ligadas covalentemente, a e p '°. As subunidades a sdo
extracelulares e contém os locais de ligacdo ao ligante, enquanto as subunidades  contém o
dominio intracelular com um aglomerado de residuos de tirosina que, apos ativacéo do receptor,
sdo fosforilados, recrutando proteinas de substrato e mediando a sinalizagio desta via 161%7,
Nossos resultados diferem daqueles do estudo de Cai et al. >, que observaram aumento da
expressdo muscular do IGF-1 em ratos submetidos a exercicio resistido iniciado precocemente
apos infarto do miocéardio. Provavelmente, os resultados divergentes sdo decorrentes do periodo

de inicio do protocolo de exercicio, se precoce ou tardiamente apds a indugdo do infarto.

Ap0s o acoplamento do IGF-1 ao seu receptor ocorre uma cascata de eventos
moleculares como, por exemplo, a ativagdo da Akt. Essa proteina estimula a sintese proteica

ativando a mTOR. Por sua vez, a mTOR esta envolvida no controle de varias funcdes celulares
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como a sintese proteica e a autofagia 8. Nossos resultados mostraram que Akt e mTOR néo se
alteraram mediante o infarto do miocardio e o exercicio resistido. Aumento da razdo entre forma
fosforilada e forma total da Akt foi observada no musculo séleo de ratos infartados, tanto
sedentarios como submetidos a exercicio resistido precocemente > Em ratos saudaveis,
exercicio resistido de diferentes intensidades induziu aumento da fosforilagdo da mTOR,

indicando a participacio dessa proteina no ganho de massa muscular °.

A seguir, investigamos a proteina p70s6K, que é a parte final da via IGF-
1/Akt/mTOR. Observamos reducdo da sua forma total, com aumento da razdo entre as formas
fosforilada e total no grupo IM-Sed em relacdo ao Sham. Em ratos saudaveis, 0 exercicio
resistido promove aumento da expressao muscular p70s6K, que parece contribuir para o
aumento da massa muscular %20, Em nosso estudo, a menor expressdo da p70s6K n&o foi
associada a atrofia muscular provavelmente porque a forma fosforilada da proteina ainda
encontrava-se preservada. E possivel que a reducdo de sua expressdo seja uma alteracio
precoce, que precede o desenvolvimento de atrofia muscular. O exercicio resistido preservou a

expressdo desta proteina.

A fosforilacdo da Akt inibe ou atenua o sistema catabolico induzindo a
fosforilacio da FoxO3 2L, A FoxO3 é um fator de transcricio que pertence a familia FoxO (do
inglés Forkhead Box subgroup O). Na musculatura esquelética, pode ser encontrada em trés
isoformas: FoxO1, FoxO3 e FoxO4, que regulam a expressao de genes envolvidos no ciclo
celular, e participam da reparacdo de danos ao DNA, resisténcia ao estresse oxidativo,
metabolismo energético e apoptose 22, No musculo esquelético, a FoxO3 é conhecida por
induzir a atrofia por meio da transcricdo de moléculas relacionadas a protedlise muscular como
a muscle-specific RING finger protein 1 (MuRF-1) e atrogin-1 (também conhecida como
muscle atrophy F-box protein, MAFbx) 12324 A FoxO3 atua no ndcleo celular; quando
fosforilada, mediante atividade da Akt, se transloca para o citoplasma e perde sua acdo de

transcricdo dos genes MURF-1 e Atrogin-1 121125,

Neste estudo, o grupo IM-Sed teve reducdo da expresséo da forma fosforilada
da FoxO3 e da razdo entre as formas fosforilada e total em relagdo ao grupo Sham. Na
remodelagéo cardiaca, 0 aumento de neurohormoénios como angiotensina e aldosterona esta
associado ao desenvolvimento de atrofia muscular e caquexia cardiaca 8. Os resultados deste
estudo nos permite levantar a hipGtese que a preservacdo da massa muscular no IM-Sed foi

decorrente, pelo menos em parte, da redugéo da forma fosforilada da FoxO3. Em humanos, o
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exercicio resistido agudo reduziu a expressdo génica da FoxOa3 no musculo esquelético 126,
Em camundongos com insuficiéncia cardiaca induzida por mutacdo no gene da troponina
cardiaca T, verificou-se aumento da atividade da FoxO3 no musculo esquelético e miopatia
esquelética 27, Estes dados sugerem papel importante da FoxO3 no desenvolvimento de
alteracbes da musculatura esquelética. Em nosso estudo, o exercicio resistido promoveu a
preservacdo dessa via de catabolismo muscular. Nao identificamos estudos que tenham avaliado

a expressdo proteica da FoxO3 em modelos de infarto do miocéardio e exercicio resistido.
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O exercicio fisico resistido em ratos com infarto do miocardio é seguro, atenua
a mortalidade, e melhora a capacidade de carregamento méaximo independentemente de
alteracdes na estrutura cardiaca e funcéo ventricular esquerda. No masculo séleo, o exercicio
resistido preserva a atividade de enzimas anti-oxidantes e da fosfofrutoquinase e a expressao

de proteinas envolvidas no trofismo muscular.
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