UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA

Thierres Hernani Dias de Pontes

Efeitos do treinamento aerdbio intervalado no
musculo sbéleo de ratos infartados

Dissertacdo apresentada a Faculdade
de Medicina, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho’,
Campus de Botucatu, para obtencéo
do titulo de Mestre em Fisiopatologia
em Clinica Médica.

Orientadora: Profa. Adj Marina Politi Okoshi.

Coorientador: Prof. Dr. Ricardo Luiz Damaito

Botucatu
2019



Thierres Hernani Dias de Pontes

EFEITOS DO TREINAMENTO AEROBIO
INTERVALADO NO MUSCULO SOLEO DE RATOS
INFARTADOS

Dissertacdo apresentada a
Faculdade de Medicina,
Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”,
Campus de Botucatu, para
obtencéo do titulo de Mestre em
Fisiopatologia em Clinica
Médica.

Orientadora: Profa. Adj. Zariea Politc Otostic

Coorientador: Prof..Dr. Ricardo Luiy Damatte

Botucatu
2019



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA FELA SECRD TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA IHFORM.
DIVISAO TECHWICA DE EIELIOTECA E DOCUMENTAGAD - CAMFUS DE BOTUCATU - UNESP
BIELIOTECARIA RESFOHSAVEL: ROSANCELA APARECIDA LOBO-CRE B/750D0

Pontes, Thierres Hernani Dias de.

Efeitos do treinamento aerdbio intervalade nomizcuele
sélens de ratos infartades / Thierres Hernani Diasde
Pontes. - Botucatu, 2019

Digsertacin (mestrado)l = Universidade Estadusl Paulists
"Jilio de Mesguita Filhe", Faculdads de Medicina de
Botucatu
Orientador: Marinma Politi Okoszhi
Coorientador: Ricarde Luiz Damatto
Capes: 40101002

1. Exercicios aerdbicos. 2. Insuficiéncia cardiaca. 3.
Miscule esgquelédtice.

Palavras-chave: Exercicio Fisica Reroblieo intervalado;
Inguficiencia Cardiaca; Musculatura esquelélr.in-a.




AGRADECIMENTO ESPECIAL

Agradeco de forma especial a minha orientadora, Prof® Ad|.
MARINA PoLiTi OkosHi, pela imensa oportunidade de aprendizado
e crescimento pessoal e profissional. Por ter tido a paciéncia e o
esmero de me guiar para que conseguissemos desenvolver um bom
trabalho e ciclo de ensino-aprendizagem. Foi uma oportunidade
Unica e uma honra imensa. Muito obrigado!



AGRADECIMENTOS



Agradeco a minha mde Geresiv, por todo o apoio
incondicional. Tem sido a peca fundamental durante toda minha
jornada pela vida.

A minha familia, TABATA, RONALDO E VO JULIA.

Aos meus irmaos MARCIO YAMAUCHI € WILLIAM CANTAGALLO,
por todo apoio e companheirismo, por estarem presentes mesmo
que distantes.

Ao meu co-orientador RicArRpo DAMATTO, pelos trabalhos
que desenvolvemos juntos, pela oportunidade de vir a Botucatu
para pos-graduacdo e pelo exemplo a ser seguido. Muito obrigado!

Aos companheiros de laboratorio, EpEr, MARIANA JANIN,
LuaNA, ALINE, DAviD. LIDIANE, LEILIANE, AMANDA BERGAMO,
GABRIELA BRANDAO, MARIANA GATTO, FELIPE, MARCELO, ADRIANA
por me receberam muito bem e me ajudarem muito em tudo,
sempre.

Ao professor KaTasHl OkoshHi, pela realizagdo do
ecocardiograma, por todos os ensinamentos, colaboracdo neste
trabalho e na minha formacao académica.

Ao professor LEONARDO ZORNOFF, pela realizagdo da cirurgia
de infarto, pela paciéncia e dedicacédo, e por estar sempre pronto a
me ajudar.

Ao pesquisador GitsoN MURATA e a sua equipe, do
Departamento de Fisiologia e Biofisica do ICB-USP, pela realizacdo
dos ensaios enzimaticos e por todos os ensinamentos, paciéncia e
prontidao.

A Profa. ANa AnciLica, pela anélise das enzimas



antioxidantes, realizada no Laboratério de Pesquisa do
Departamento de Quimica e Bioquimica do Instituto de Biociéncias
de Botucatu, UNESP.

Aos funcionarios do DeEpARTAMENTO DE CLINICA MEDICA, DA
SeCA0 DE Pos-GrRADUACAO e da UINIDADE DE PESQUISA EXPERIMENTAL,
muito agradecido por toda a ajuda e contribuicdo nesse tempo que
estive aqui.

Agradeco em especial a amiga VICKELINE, por toda a ajuda
que deu, ndo sé contribuicdes cientificas, mas para minha vida. Ndo
saberia como agradecer todo apoio. ARIGATOU GOZAIMASSU!

Aos amigos AMANDA, YOHAN, Kalo, TAIANE, LARIssA, CAROL
MIRANDA, EDUARDO, VERONICA, ANA PAuLA FERRAZ DijoNn CAMPOS,
GusTAVO MoTTA, SERGIO, CAMILA, ANA LAURA, LEANDRO SANTOS,
IAEL, TAINARA, SEnl. Por toda ajuda, que contribuiu direta e
indiretamente para conclusao desse trabalho.

A aqueles que por ventura esqueci de mencionar, mas sou
muito grato a toda contribuicdo e apoio que tive nesse tempo.

A CAPES pelo apoio financeiro.



SUMARIO



2] U 1 [0 TR 1

INTFOAUGAO .ottt et ne 4
ODJEEIVOS ...t 11

Objetivo geral.....iii 12

Objetivos especifiCios.......coiniininiiniii s 12
Materiais € MEt0dOS . .....cceeiiueieiicereeee et 13
RESUITAAOS .. e 27
DISCUSSA0 c.uvevereieiesiesesitesiesessaessessessaessessessaesaessessaessessessaessesssessessessessaenees 44
CONCIUSAOD. ..ttt e a e s e e e e 51
RETEIENCIAS ..ot e 53

Sumario i



RESUMO



Introducdo: Os efeitos do exercicio fisico aerdbico intervalado de
alta intensidade (“high intensity interval training”, HIIT) sobre a
remodelacdo cardiaca induzida por infarto do miocardio (IM) e o
musculo esquelético ainda ndo estdo completamente esclarecidos.
O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do HIIT sobre a
capacidade funcional e o processo de remodelacdo cardiaca de
ratos apés longa evolucdo de IM. Adicionalmente, analisamos o
trofismo muscular, marcadores do estresse oxidativo e a atividade
de enzimas envolvidas no metabolismo energético no musculo
esquelético séleo. Métodos: Trés meses apds inducdo de IM, ratos
Wistar foram divididos nos grupos Sham, IM sedentario (IM) e IM
submetido a HIIT (IM-HIIT). Os ratos foram treinados trés vezes
por semana, durante trés meses, em esteira. Avaliacdo cardiaca foi
realizada por ecocardiograma, antes e apds o treinamento.
Marcadores do estresse oxidativo e do metabolismo energético
foram analisados por espectrofotometria e o trofismo muscular
por morfometria em laminas histolégicas coradas por
hematoxilina e eosina. Andlise estatistica: ANOVA e Bonferroni ou
Kruskal-walli. Resultados: O HIIT foi seguro, bem tolerado, e
aumentou substancialmente a capacidade funcional em relacdo aos
grupos Sham e IM. Os grupos infartados apresentaram dilatacao e
hipertrofia do ventriculo esquerdo com disfuncéo sistdlica evidente
antes do treinamento fisico. Ao final do protocolo, os grupos
infartados mantiveram o mesmo padrao de remodelacdo cardiaca
e disfuncdo sistélica, que ndo foi alterado pelo exercicio. O
tamanho do IM e a drea seccional transversa das fibras do musculo
soleo nao diferiram entre os grupos. A atividade da catalase foi
menor nos grupos IM e IM-HIIT que no Sham. A atividade da
superoxido dismutase e da glutationa peroxidase e a concentracdo
de hidroperéxido de lipideo nao diferiram entre os grupos. A
atividade de enzimas do metabolismo muscular esquelético nao
diferiu entre os grupos IM e Sham. O HIIT aumentou a atividade
da citrato sintase em vrelagdo aos grupos Sham e IM, e
fosfofrutoquinase e carnitina palmitoiltransferase 1 em relacédo ao
grupo IM. Conclusdo: O treinamento aerébio intervalado de alta
intensidade melhora a capacidade funcional de ratos infartados,
independentemente de alteragées no processo de remodelacéo
cardiaca. Melhora da capacidade fisica é acompanhada por
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aumento da atividade de enzimas envolvidas no metabolismo
energético do musculo séleo.
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INTRODUCAQ



As doencas cardiovasculares estdo entre as principais
causas de morte no mundo *. Entre elas, destacam-se a isquemia e
o infarto do miocardio, doencas isquémicas resultantes da
obstrucdo de artérias corondrias por aterosclerose e trombose *.
No Brasil, ha registro de 400 mil casos por ano, com um ébito para
cada sete casos de infarto agudo do miocardio. Apesar do avanco
no tratamento da fase aguda, pacientes que sobrevivem ao infarto
agudo do miocardio apresentam alto risco de evoluir com faléncia
ventricular, insuficiéncia cardiaca e obito 2.

No infarto, a obstrucdo ao fluxo sanguineo
coronariano leva, inicialmente, a morte dos cardiomidcitos.
Concomitantemente a necrose miocitdria, ocorre desintegracdo do
coldgeno interfibrilar, que favorece o afilamento da parede
infartada e a dilatacdo da cavidade ventricular esquerda. Este
processo agudo, conhecido como expansdo pés-infarto, ocorre em
periodo de poucos dias apds o infarto °. Cronicamente, inicia-se o
processo de remodelacdo cardiaca, que é definido como a
ocorréncia de alteragdes moleculares, celulares e intersticiais, que
se manifestam clinicamente por modificacdes na arquitetura,
tamanho, massa, geometria e funcdo do coracdo *. Como as
alteracdes evoluem progressivamente para deterioracdo da funcao
cardiaca, o processo de remodelacdo é considerado fundamental na
fisiopatologia da disfuncao ventricular e insuficiéncia cardiaca *.

A insuficiéncia cardiaca caracteriza-se pela reducdo da

tolerancia aos exercicios fisicos causada pela ocorréncia precoce de
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fadiga e dispnéia. Embora os mecanismos responsdveis por esses
sintomas venham sendo estudados nas ultimas décadas, sua
fisiopatogenia ainda nao é completamente compreendida > °.
Inicialmente, considerava-se que a reducdo da capacidade para
realizar atividades fisicas fosse causada por diminuicdo da funcdo
cardiaca com consequente congestdo pulmonar e reducdo da
perfusdo e oxigenacao tecidual. Posteriormente, foi observado que
ha fraca associacdo entre variaveis hemodinamicas e de funcio
ventricular em repouso e tolerancia ao exercicio, tanto em
humanos como em animais com insuficiéncia cardiaca "*°. Como
nao foi confirmada a suposicdo inicial que a capacidade para
exercicios fosse diretamente relacionada ao grau de disfuncdo
ventricular, foi levantada a hipdtese que alteracdes primarias na
musculatura esquelética periférica pudessem ter papel na
tolerancia reduzida aos exercicios fisicos ***2,

A partir de 1990, diversas anormalidades passaram a
ser descritas em musculos esqueléticos durante o processo de
remodelacdo cardiaca como atrofia, aumento de fibrose e reducao
da densidade capilar **°. Além das alteracgoes estruturais, também
foram descritas anormalidades metabdlicas, enzimaticas e
bioquimicas na insuficiéncia cardiaca ' *>?'. Altera¢bes no padrao
das fibras musculares esqueléticas, com modificacdes da propor¢do
entre fibras do tipo II, répidas, e fibras do tipo I, lentas, tém sido

frequentemente encontradas na insuficiéncia cardiaca ' *> %% O
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conjunto das anormalidades da musculatura esquelética foi
denominado miopatia associada a insuficiéncia cardiaca.

Os fatores responsaveis pela miopatia ainda ndo estdo
completamente esclarecidos. Alguns fatores podem estar
envolvidos como reducdo da atividade fisica e neuromuscular e
ativacdo sistémica de neurohormonios e citocinas inflamatdrias
que acompanha o desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca > **.

Mais recentemente, aumento do estresse oxidativo tem
sido considerado importante fator no desenvolvimento de

alteracoes musculares >

. Estresse oxidativo pode ser definido
como estado de desequilibrio entre a producédo de espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio e mecanismos enddgenos antioxidantes *°.
Na insuficiéncia cardiaca, o estresse oxidativo é frequentemente
aumentado tanto no miocdrdio como na musculatura esquelética
2723 Em musculos periféricos, o sistema de enzimas antioxidantes,
composto pelas enzimas superdxido dismutase, glutationa
peroxidase e catalase, protege as células das acbes de espécies
reativas de oxigénio *°. Em estudos clinicos e experimentais, foi
observado que a expressdao e atividade de enzimas antioxidantes
encontram-se reduzidas durante a insuficiéncia cardiaca ».
Apesar do grande progresso no tratamento da
remodelacdo e insuficiéncia cardiaca, sua mortalidade ainda
permanece elevada '. Além disso, ndo ha terapia especifica para

prevencdo ou recuperacdo de alteracbes da musculatura

esquelética associadas a insuficiéncia cardiaca. Assim, ha grande
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interesse no desenvolvimento de estratégias para prevencdo e
tratamento da progressiva deterioracdo muscular decorrente da
insuficiéncia cardiaca. Mais recentemente, diretrizes internacionais

31,32 ¢ brasileira 33

passaram a preconizar a pratica regular de
exercicios fisicos para o tratamento de pacientes estaveis, com
insuficiéncia cardiaca em classes funcionais I a III de acordo com a
classificacio da New York Heart Association. Assim, o exercicio
fisico tem sido considerado importante estratégia terapéutica nao
farmacolégica na prevencdo e reabilitacdo de doencas

cardiovasculares incluindo a insuficiéncia cardiaca 3*°°.

Desde os trabalhos classicos de Sullivan et al. ** *!

)
diversos estudos tém mostrado efeitos benéficos do exercicio fisico
aerébio continuo de moderada intensidade, que afeta
positivamente a funcédo cardiovascular e marcadores inflamatorios
e de estresse oxidativo em pacientes com insuficiéncia cardiaca.
Adicionalmente, considera-se que o exercicio fisico apresenta papel
importante na preservacdo e recuperacdo da massa muscular em
doentes com insuficiéncia cardiaca *»*’. O exercicio fisico propicia
aumento na atividade de enzimas antioxidantes, na densidade
capilar, na proporcio de fibras musculares do tipo I, na érea
seccional transversa das fibras, e na forca e resisténcia muscular **.
Adicionalmente, a pratica regular de exercicios melhora a

capacidade funcional e qualidade de vida, e reduz taxa de

reinternacgdes hospitalares ***’. Portanto, este tipo de exercicio tem
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sido considerado a melhor modalidade para pacientes com
insuficiéncia cardiaca *>*.

Entretanto, mais recentemente, tem sido aventado que
exercicio aerdbico de alta intensidade intercalado com treinamento
de moderada intensidade (“high intensity interval training”, HIIT)
poderia promover beneficios superiores ao treinamento aerdbio
continuo **°°%¢. O maior aumento no pico de consumo de oxigénio
com este tipo de exercicio poderia estar envolvido em seus
melhores resultados °%°"°%, De fato, Moholdt et al. °° mostraram
que a intensidade do exercicio é um fator importante na melhora
da qualidade de vida, do remodelamento do ventriculo esquerdo e
da funcdo endotelial de pacientes com insuficiéncia cardiaca pds-
infarto. Apesar de resultados iniciais promissores, ainda nao esta
estabelecida a superioridade do treinamento intervalado de alta
intensidade sobre o exercicio aerdbio continuo em moderada
intensidade. Além disso, o impacto do HIIT sobre dimensdes
cardiacas e funcdo ventricular e endotelial permanece incerto na

insuficiéncia cardiaca ***%°%¢!

e alguns autores observaram efeitos
deletérios desta modalidade de exercicio na remodelacido cardiaca
induzida por sobrecarga pressdrica °.

Os mecanismos envolvidos na resposta cardiaca aos
exercicios de alta e moderada intensidade ndo estdo
completamente esclarecidos. Em ratos infartados com insuficiéncia
cardiaca, o HIIT foi capaz de reverter parcialmente a disfuncdo

63

contratil de midcitos atriais Adicionalmente, esse tipo de
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exercicio atenuou o declinio no desempenho cardiaco em
camundongos com alteracdo do gene para SERCA-2 **,

Na musculatura esquelética, o HIIT também levou a
resultados conflitantes. Tzanis et al ® observaram que o HIIT
reverteu a miopatia associada a insuficiéncia cardiaca. Por outro
lado, Moreira et al ®® observaram que, apesar de superior na
melhora da capacidade funcional de ratos infartados, o HIIT nao
diferiu do exercicio aerdbio continuo em seus efeitos benéficos na
musculatura esquelética. Além disso, em ratos hipertensos, o HIIT
foi inferior ao exercicio moderado em melhorar a capacidade
oxidativa de musculos esqueléticos °’.

Devido aos resultados conflitantes existentes na
literatura, neste trabalho avaliamos os efeitos do exercicio fisico
aerébico intervalado de alta intensidade sobre a capacidade
funcional e o processo de remodelacédo cardiaca de ratos apos longa
evolucdo de infarto do miocardio. No musculo esquelético séleo,
analisamos o trofismo muscular, marcadores do estresse oxidativo,

e a atividade de enzimas envolvidas no metabolismo energético.
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OBJETIVOS



Objetivo geral

Avaliar o efeito do exercicio aerdbico intervalado de
alta intensidade sobre a capacidade funcional e o processo de
remodelacdo cardiaca de ratos apds longa evolugdo de infarto do

miocardio.

Objetivos especificios

1) Avaliar as estruturas cardiacas e a funcdo ventricular de
ratos com infarto do miocardio por ecocardiografia
transtoracica;

2) Avaliar a atividade de enzimas antioxidantes e do
metabolismo energético no musculo sdleo de ratos
infartados;

3) Mensurar a area transversa das fibras musculares do

musculo sdleo de ratos infartados.
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MATERIAIS E METODOS



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 ragdo 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 protocolo de estudo foi
aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da
Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP (Protocolo n°
1236/2017-CEUA).

O infarto agudo do miocéardio foi induzido de acordo
com o método previamente descrito em nosso laboratdrio ?>. Em
resumo, os ratos foram anestesiados com cloridrato de ketamina
(60 mg/kg) e submetidos a toracotomia lateral esquerda. Apds
exteriorizagdo do coracdo, o atrio esquerdo foi afastado e a artéria
descendente anterior esquerda ligada com fio mono-nylon 5.0
entre a saida da artéria pulmonar e o atrio esquerdo. A seguir, o
coracgdo foi recolocado no térax, os pulmées inflados com pressao
positiva e o torax fechado por sutura com fio de algoddo. Os
animais pertencentes ao grupo controle foram submetidos ao
mesmo procedimento, porém sem a ligacao da artéria corondria
responsavel pela producao do infarto.

Foram constituidos, inicialmente, dois grupos de ratos:
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controle (Sham) e infarto do miocardio (IM). Trés meses apds a
cirurgia, os animais foram submetidos a ecocardiograma
transtordcico e subdivididos em trés grupos experimentais: 1)
Sham (n=20); 2) IM sedentdrio (IM, n=26); 3) IM submetido a
protocolo de exercicio fisico aerdbio intervalado de alta
intensidade (IM-HIIT, n=24).

Em estudos prévios ' ¢

verificamos que, os ratos
frequentemente apresentam insuficiéncia cardiaca a partir do
sexto més pds-cirurgia; portanto, o protocolo de treinamento fisico
foi iniciado trés meses ap6s a indugdo do infarto e mantido por
periodo de trés meses. Antes do inicio do treinamento, as
estruturas cardiacas e a funcdo do ventriculo esquerdo (VE) foram
avaliadas por ecocardiograma transtoracico.

Ao final do periodo experimental, foi realizado novo
ecocardiograma. No dia seguinte, os animais foram avaliados por
dois examinadores para verificacdo do sinal clinico de insuficiéncia
cardiaca taquipnéia/respiracdo laboriosa e, a seguir, eutanasiados
para coleta de sangue e obtencdo de tecidos. No exame post
mortem, foram pesquisados sinais patolégicos sugestivos de
insuficiéncia cardiaca como ascite, derrame pleural e pericardico,
trombo em atrios, hipertrofia do ventriculo direito (relacao peso
do ventriculo direito em mg/peso corporal em g > 0,8) e congestdo
pulmonar (relacao peso dos pulmées/peso corporal > 2 desvios

padrédo acima da média do grupo controle) ** .
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Avaliacao da capacidade fisica aerobia

A capacidade fisica aerdbia foi avaliada pelo teste de
tolerancia ao esforco, realizado antes, apds 45 dias e ao término
do periodo de treinamento. O teste consistiu em corrida em esteira
rolante, sendo iniciado na velocidade de 5 m/min, com incrementos
de 3 m/min a cada trés minutos, até a exaustio do animal. A
velocidade maxima de corrida foi registrada e a distancia total
percorrida calculada '>®. Os animais foram adaptados ao ambiente
de teste durante uma semana antes das avalia¢des, por 5 min/dia.
O resultado do teste de capacidade fisica realizado apds 45 dias de

treinamento foi utilizado para ajuste da intensidade do exercicio.

Protocolo de exercicio fisico

O exercicio fisico aerdbico intervalado de alta
intensidade foi realizado em esteira, trés vezes por semana, em dias
alternados. Inicialmente, houve periodo de adaptacdo, com
aumento gradativo da velocidade e tempo de exercicio, conforme
descrito na Tabela 1. A partir da sexta semana, os animais foram
submetidos a sessdes de treinamento que consistiram de 3 minutos
a 60% da capacidade maxima (considerada a maior velocidade
atingida no teste de esfor¢co maximo), seguido de 4 minutos a 85%.

Esta sequéncia foi repetida sete vezes, totalizando 49 minutos cada
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sessdo; o treinamento foi mantido por trés meses. O protocolo foi
adaptado daquele utilizado por Moreira et al. *°.

Tabela 1. Adaptacdo ao protocolo de exercicio fisico aerdbio

Semanas Velocidade Duracao
(metros/minutos) (minutos)
12 5 10
28 7,5 15
34 10 25
4a 12 30
53 15 40

Avaliacao das estruturas cardiacas e fungao ventricular /in vivo

As estruturas cardiacas e a funcdo do VE foram analisadas
antes e apds o periodo de treinamento por ecocardiograma
transtordcico. A avaliacdo inicial teve como objetivo certificar a
homogeneidade entre os grupos. Decorridas 48 horas apds o teste
de esforco final, os ratos foram anestesiados com cloridrato de
cetamina (50 mg/kg) e cloridrato de xilidino (1 mg/kg) por via
intraperitoneal. Apés tricotomia da regido anterior do térax, os
animais foram posicionados em decubito lateral esquerdo. Foi
utilizado equipamento da General Electric Medical Systems, modelo
Vivid S6 (Tirat Carmel, Israel), dotado de transdutor
multifrequencial de 5 a 11,5 MHz. A avaliagio dos fluxos

transvalvar mitral e adrtico foi realizada com o mesmo transdutor
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operando em 5,0 MHz. As varidveis morfolégicas e funcionais do
coragdo foram obtidas de acordo com a metodologia previamente
descrita em nosso laboratorio "> 1. Posteriormente, as estruturas
cardiacas foram medidas manualmente com o auxilio de um
paquimetro, de acordo com as recomendacgdes da American Society
of Echocardiography . As estruturas cardiacas foram medidas em,

pelo menos, cinco ciclos cardiacos consecutivos.

As seguintes estruturas foram avaliadas: didmetros
diastélico (DDVE) e sistélico (DSVE) do VE; espessuras diastdlicas
da parede posterior do VE (EDPP) e do septo interventricular
(EDSIV); diametros da aorta (AO) e do atrio esquerdo (AE); areas
sistolica e diastdlica do VE; e perimetros do VE e da drea infartada
do VE. A massa do VE foi «calculada pela férmula
((DDVE+EDPP+EDSIV)*-DDVE®] x 1,04, onde 1,04 representa a
densidade especifica do miocardio, e o indice de massa do VE
(IMVE) pela divisdo da massa do VE pelo peso corporal. A espessura
relativa do VE foi calculada como 2 x EDPP/DDVE. O tamanho do
infarto foi calculado pela divisdo da medida endocdrdica do
segmento infartado pelo perimetro endocérdico total. A funcdo
sistélica do VE foi avaliada pelos seguintes indices: 1) porcentagem
de encurtamento endocardico (% Enc. Endoc): [(DDVE -
DSVE)/DDVE]; 2) porcentagem de encurtamento mesocardico (%
Enc. Mesoc.): [((DDVE + % EDPP + % EDSIV) - (DSVE + % ESPP + %
ESSIV)/(DDVE + % EDPP + % EDSIV)]; 3) velocidade de

encurtamento da parede posterior (VEPP), que é a tangente
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maxima do movimento sistélico da parede posterior; 4) fracdo de
ejecio (FE): (DDVE® - DSVE®)/DDVE?* 5) velocidade de
deslocamento do anel mitral (onda S) obtida por Doppler tissular;
6) porcentagem de variacdo da drea do VE; e 7) indice de
performance miocdrdica do VE (indice de Tei). A funcao diastdlica
do VE foi analisada pelos seguintes indices: 1) razdo entre os picos
de velocidade de fluxo de enchimento inicial (onda E) e da
contracdo atrial (onda A) do fluxo transmitral; 2) tempo de
desaceleracdo da onda E (TDE); 3) tempo de relaxamento
isovolumétrico (TRIV); 4) picos de velocidade de deslocamentos
diastélicos inicial (E’) e tardio (A’) do anel mitral obtidos por

Doppler tissular; e 5) razdo entre as ondas E e E' (E/E).

Coleta da musculatura esquelética e de outros tecidos para analise

A coleta de tecidos foi realizada na Unidade de Pesquisa
Experimental, UNIPEX, da Faculdade de Medicina de Botucatu,
UNESP. No dia seguinte a avaliacdo ecocardiografica final, os
animais foram pesados, anestesiados com injecdo intraperitoneal
de tiopental (50 mg/kg) e eutanasiados por decapitacdo. Apds
coleta de sangue, o coracao foi retirado por toracotomia mediana.
Os atrios, os ventriculos direito e esquerdo, incluindo o septo,
foram dissecados e pesados separadamente. O sangue foi
centrifugado a 4 °C, 4000 rpm durante 15 min; amostras do soro

foram separadas e armazenadas a -80 °C. A seguir, foram
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dissecados os musculos séleos dos membros pélvicos direito e
esquerdo. Imediatamente apds a disseccdo, as amostras musculares
foram pesadas, congeladas em nitrogénio liquido e conservadas a -
80 °C. O peso dos pulmdes foi utilizado para avaliacdo do grau de
congestdo pulmonar. Fragmentos do pulmao e ventriculos direito
e esquerdo foram pesados antes e apds desidratacdo em estufa a

65 °C por 72 h para avaliar o grau de edema.

Analise histoldgica do coracao

Amostras anelares do VE foram fixadas em solucdo de
formal a 10% por 24 h e, a seguir, lavadas em dgua corrente e
transferidas para solucdo com etanol 70%, de acordo com o
método previamente descrito °%. Para o calculo do tamanho do
infarto, foi realizado corte do VE na distancia de 5 a 6 mm do épice.
Os valores obtidos nessa regiao 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
microscépio Leica DM LS acoplado a camera de video, que envia
imagens digitais a computador dotado do programa Image Pro-
plus (Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA). O tamanho
do infarto foi determinado pela razdo entre a soma dos
comprimentos epicardico e endocardico do segmento infartado e a
soma das circunferéncias epicardica e endocardica totais. O valor

foi expresso em porcentagem do VE.
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Analise histologica da musculatura esquelética

O trofismo do musculo séleo foi avaliado por andlise
morfométrica. Para o preparo de laminas histoldgicas, amostras de
tecido foram transferidas para camara de micrétomo criostato (-
20 °C), onde permaneceram por 20 a 30 min para estabelecimento
do equilibrio térmico. Os blocos de tecido muscular foram, entao,
fixados em suportes metalicos do cristato (JUNG CM 1800 - Leica)
por pequenas quantidades de adesivo (OCT - Tissue Tek
Compound) e orientados de modo que os cortes fossem feitos
transversalmente a direcio das fibras. Os cortes foram corados
pelo método hematoxilina e eosina. A drea seccional das fibras
musculares foi avaliada com o auxilio de microscépio, como
previamente descrito '°. Em cada lamina, foi efetuada a
mensuracdo de 150 a 200 fibras musculares. Todas as analises
histoldgicas foram realizadas utilizando o software Image J, por um

mesmo examinador cego ao tratamento.

Avaliacao do metabolismo energético

Foram analisadas a atividade méaxima 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
anaerodbica: lactato desidrogenase (LDH, EC 1.1.1.27); do ciclo de

Krebs e via aerdbica: citrato sintase (CS, E.C. 4.1.3.7); e da oxidacéao
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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-HCl, 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
espectrofotometro de microplacas Spectra Max 250 (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA). Para avaliacio da atividade da
fosfofrutoquinase foram utilizados 10 pL de amostra e tampdo de
ensaio contendo 50 mM Tris HCl, 2 mM MgSO., 5 mM KCl, 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 reacdo foi iniciada
pela adicao da F6P e a oxidacdo de NADH foi acompanhada pela

3. Para a

medida do decréscimo na absorbancia em 340 nm
mensuracdo da atividade da piruvato quinase (PK), utilizamos 1 pL
de amostra e tampao contendo 100 mM KH,PO., 10 mM MgCl,, 80
mM KCl, 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) ™. Para as
analises 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
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foi medida em mistura de reacdo contendo 100 mM de Tris-HCl, 1
mM de MgCl,, 1 mM de EDTA, 0,2 mM ditio-bis (dcido 2-
nitrobenzdico), 0,3 mM de acetil-CoA, e 0,5 mM de oxaloacetato
(omitido no controle), em pH 8,1, e 2 pL da amostra. 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 tampao de ensaio (pH 8,1)
constituido de 60 mM de Tris-HCIl, 1,5 mM EDTA, 0,25 mM de
DTNB, Triton X-100 0,05% (v/v), e 0,035 mM palmitoil-CoA. A
reacdo foi iniciada com a adicdo de 1,25 mM L-carnitina e as
absorbancias lidas a 412 nm “°.

Os ensaios enzimaticos descritos nesta secdo foram
realizados no Departamento de Fisiologia e Biofisica do ICB-USP,

sob orientacdo do pesquisador Dr. Gilson Murata.

Atividade enzimatica da creatina quinase

A atividade da creatina quinase foi avaliada em solucao
com 10 pL da amostra e tampdo de ensaio contendo 50 mM Tris
HCl, 2 mM MgSO., 5 mM KCl, 0,2 mM NADH, 1 mM ATP, 10 mM
creatina, 2 mM de fosfoenolpiruvato, 2 U de lactato desidrogenase
(LDH), 4 U de piruvato quinase (PK) e 0,05% triton x-100. A reagao
foi iniciada pela adicdo da creatina e 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
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auséncia do homogenato. O ensaio enzimatico para determinacédo
da atividade de creatina quinase foi realizado no Departamento de
Fisiologia e Biofisica do ICB-USP, sob orienta¢do do pesquisador Dr.

Gilson Murata.

Anadlise da atividade de enzimas antioxidantes e dosagem de
hidroperodxido de lipideo

Amostras de musculo esquelético (100 mg) foram
descongeladas e homogenizadas em Potter Elvehjem, com pistilo de
teflon, com 2 mL de tampdo fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,0. Os
homogenatos foram centrifugados a 10.000 rpm por 15 min, em
centrifuga refrigerada a 4 °C. O sobrenadante foi utilizado para
quantificacdo de proteinas totais e hidroperdxido de lipideo, e da
atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase,
glutationa peroxidase e catalase. As leituras espectrofotométricas
foram realizadas no espectrofotometro Pharmacia Biotech (com
software Swift II, 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 enzima glutationa peroxidase (GSH-Px,
E.C. 1.11.1.9) foi determinada por meio da oxidacdo da glutationa
em presenca de perdxido de hidrogénio e cumene hidroperdxido. A
atividade da superdxido dismutase (SOD, E.C. 1.15.1.1) foi
determinada pela alteracdo na reducdo do nitroblue-tetrazdlio

(NBT) por radicais superoxido gerados pela mistura NADH
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(nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido) e fenazina
metassulfato em pH fisiolégico. A atividade enzimatica da catalase
(Cat, E.C. 1.11.1.6) foi determinada em tampao fosfato pH 7,0,
utilizando-se 12,5 pyL 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 Fe* (sulfato ferroso amoniacal). O
Fe** formado reage com alaranjado de xilenol formando composto
colorido. Leituras foram realizadas a 560 nm.

As analises descritas nesta secao foram realizadas no
Laboratoério de Pesquisa do Departamento de Quimica e Bioquimica
do Instituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP, sob orientacio da

Prof. Dra. Ana Angélica Fernandes.

Analise estatistica

Os resultados estdo apresentados em média e desvio
padrdo ou mediana e quartis, de acordo com a distribuicado. Para
varidveis paramétricas, as comparagdes entre os grupos foram
realizadas por andlise de variancia complementada pelo teste de
Bonferroni. Para varidveis ndo paramétricas, as comparagoes entre
os grupos foram realizadas pelo teste de Kruskal-Wallis. Teste t de
Student ou teste de Mann-Whitney foram utilizados para comparar
o tamanho de infarto entre os grupos infartados. O teste de

Goodman foi utilizado para comparar a frequéncia de sinais clinico

Material e Métodos 25



e patolégicos de insuficiéncia cardiaca e a mortalidade entre os

grupos infartados. O nivel de significancia considerado foi de 5%.
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Caracterizacao dos grupos experimentais e variaveis anatomicas

Apés a inducdo do infarto, o grau de remodelacédo
cardiaca, disfuncdo ventricular e desenvolvimento de insuficiéncia
cardiaca depende do tamanho do infarto. Portanto, para que os
animais apresentassem graus homogéneos de injuria cardiaca,
ratos com infartos pequenos, menores que 30% da drea do VE a
andlise histolégica, foram excluidos do estudo. Assim, no grupo IM
foram excluidos 13 animais e no grupo IM-HIIT 9. Durante o
experimento, morreram 4 ratos do grupo IM e 6 do IM-HIIT; a
mortalidade nao diferiu significantemente entre os grupos
infartados. Portanto, o estudo foi concluido com 20 animais no
grupo Sham e 9 nos grupos IM e IM-HIIT. No grupo Sham, todos
os 20 ratos sobreviveram até o final do periodo experimental.

A frequéncia dos sinais de insuficiéncia cardiaca esta
apresentada na Tabela 2. O grupo IM teve a seguinte frequéncia de
alteracdes compativeis com insuficiéncia cardiaca: trombo em
atrios 1, efusdo pleural 1, congestdo pulmonar 4, hipertrofia do
ventriculo direito 3, e ascite 2. No grupo IM-HIIT, efusdo pleural,
congestdo pulmonar e hipertrofia do VD foram observadas em 2
ratos e ascite em 3. A frequéncia dos sinais de insuficiéncia cardiaca
nao diferiu significativamente entre os grupos.

O peso corporal inicial e final e o peso do VE ndo
diferiram entre os grupos. As varidveis anatdmicas estdo

apresentadas na Tabela 3. O peso do ventriculo direito
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normalizado pelo peso corporal, o peso dos étrios em valores
absolutos ou normalizados pelo peso corporal, e o peso dos
pulmdes foram maiores nos grupos IM e IM-HIIT que no Sham. O
peso absoluto do ventriculo direito e a relacdo peso dos
pulmdes/peso corporal foram maiores no grupo IM que no Sham.
Nao verificamos diferencas entre os grupos IM-HIIT e IM.

O tamanho do infarto, avaliado por andlise histoldgica
do VE, ndo diferiu entre os grupos (IM 39,6 + 5,95%; IM-HIIT 42,0
+ 7,00% da area total do VE; P>0,05; Figura 1).

Teste de esforco

No teste de esforco realizado antes do protocolo de
exercicios, o tempo de permanéncia na esteira e a distancia
percorrida foram menores no grupo IM que no Sham e ndo
diferiram entre os grupos infartados. Ao final do periodo
experimental, o desempenho fisico foi melhor no grupo IM-HIIT
que outros grupos, caracterizado por maior tempo de permanéncia

na esteira e distancia percorrida (Figura 2).

Avaliacao ecocardiografica

Exame ecocardiografico foi realizado antes do inicio do
protocolo de treinamento para assegurar distribuicio homogénea
dos ratos entre os grupos infartados. Na Tabela 4 estdo

apresentados os resultados das varidveis estruturais no inicio do
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experimento. Os grupos IM e IM-HIIT apresentaram DDVE, DSVE,
EDPP, AE/AO, DDVE/peso corporal (PC), MVE, e IMVE maiores que
o grupo Sham. No grupo IM, AE e AE/PC foram maiores que no
Sham. DDVE foi menor no grupo IM-HIIT que no IM. A
porcentagem da area infartada ndo diferiu os grupos infartados.
Resultados da avaliacdo inicial da funcdo sistélica do VE estio
mostrados na Tabela 5. Os grupos IM e IM-HIIT tiveram menor
porcentagem de encurtamento endocédrdico e mesocérdico, VEPP,
FE, porcentagem de variacdo da drea, e S’ média, e maior indice de
Tei que o Sham. O indice de Tei avalia conjuntamente o
desempenho miocérdico sistdlico e diastdlico; quanto menor seu
valor, melhor o desempenho funcional do VE. Em relacédo a funcao
diastdlica, o grupo IM teve maior E/E’ média que o Sham e maior
E mitral que os grupos Sham e IM-HIIT. O grupo IM-HIIT
apresentou maior TRIV e E’ média que o Sham (Tabela 6).

Ao final do periodo experimental, os grupos IM e IM-HIIT
apresentaram varaveis estruturais (DDVE, DSVE, EDPP, AE, AE/AO,
DDVE/PC, AE/PC, MVE, IMVE) maiores que o Sham, e mantiveram
o padrdo de disfuncao sistélica observado no exame inicial (Tabelas
7 e 8). O exercicio nédo alterou as variaveis estruturais ou de funcao
sistolica. A funcédo diastdlica ndo diferiu entre os grupos, exceto
por aumento da relacio E/E° media no grupo IM-HIIT em

comparacdo ao Sham (Tabela 9).
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Analise do trofismo muscular

A area seccional transversa do musculo séleo, avaliada

em cortes histoldgicos, ndo diferiu entre os grupos (Figura 3).

Atividade de enzimas do metabolismo energético

A atividade das enzimas do metabolismo energético no
musculo séleo nao foi alterada pelo infarto do miocardio (Tabela
10). O exercicio fisico aumentou a atividade da piruvato quinase e
carnitina palmitoiltransferase 1 em relacdo ao grupo IM e da

citrato sintase em relacdo aos grupos Sham e IM.

Avaliacao do estresse oxidativo

O estresse oxidativo, avaliado pela concentragcao muscular de
hidroperéxido de lipideo, nao diferiu entre os grupos. A atividade
da catalase foi menor nos grupos IM e IM-HIIT que no Sham

(Tabela 11).
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Tabela 2. Frequéncia (porcentagem e numero absoluto) de sinais

clinico e anatomo-patolégicos de insuficiéncia cardiaca

M IM-HIIT
(n=9) (n=9)
Trombo em atrios 11% (1) -
Efuséo pleural 11% (1) 22% (2)
Congestédo pulmonar 44% (4) 22% (2)
Hipertrofia do VD 33% (3) 22% (2)
Ascite 22% (2) 33% (3)

IM: infarto do miocardio; IM-HIIT: infarto do miocardio submetido a exercicio
aerdbio intervalado de alta intensidade; n: nimero de animais; VD: ventriculo
direito. Teste de Goodman; P>0,05.
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Tabela 3. Variaveis anatdmicas

Sham ™M IM-HIIT
(n=20) (n=9) (n=9)
PC () 532 £ 47,3 544 + 62,8 518 + 56,0
VE (U/S) 4,00 (3,77-4,24) 4,13 (3,94-4.42) 3,89 (3,13-4,86)
VD () 0,23 (0,21-0,26) 0,36 (0,29-0,47) * 0,26 (0,24-0,43)
VD/PC (mg/g) 0,45 (0,40-0,47) 0,71 (0,52-0,90) * 0,55 (0,47-0,74) *
VD (U/S) 4,05 (3,80-4,26) 4,38 (3,94-5,10) 4,31 (4,11-4,37)
Atrios () 0,10 (0,09-0,12) 0,15 (0,11-0,31) * 0,21 (0,11-0,29) *

Atrios(PC (mg/g)

0,20 (0,16-0,24)

0,32 (0,22-0,54) * 0,41 (0,22-0,56) *

Atrios (U/S) 419 (3,77-4,86) 4,69 (3,29-5,54) 5,17 (4,04-8,52)

Pulmao (g) 1,93 £ 0,62 2,98 + 0,89 * 2,34+ 0,59 *
Pulmao/PC (mg(g) 3,66 (3,27-3,86) 5,18 (4,03-7,35) * 3,94 (3,73-5,52)
Pulmao (U/S) 449 (4,38-4,54) 4,28 (3,89-4,87) 454 (4,15-4,78)
Séleo () 0,25 + 0,02 0,23 + 0,03 0,24 + 0,04
Soleo/PC () 0,47 = 0,05 0,43 = 0,07 0,47 £ 0,06

Dados expressos em média = desvio padrdo ou mediana e percentis. IM: infarto
do miocardio sedentario; IM-HIIT: infarto do miocardio submetido a exercicio
aerdbio intervalado de alta intensidade; n: ntimero de animais; PC: peso corporal;
VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito; U/S: relacdo entre peso timido e
peso seco. Analise de variancia com pos teste de Bonferroni ou Kruskal-Wallis. *
P<0,05 vs Sham.
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Tabela 4. Avaliacdo ecocardiografica inicial dos parametros
estruturais do coracdo

Sham M IM-HIIT
(n=20) (n=9) (n=9)
PC () 463 + 419 458 + 427 448 + 420
FC (bpm) 284 + 25,6 295 + 26,1 267 + 30,6
17,7 (16,9 - 232 (21,1 - 21,5 (20,7 -
DSVE (mm) 18,5) 25 2)* 24 2)*
1,33 (1,27 - 1,65 (1,53 - 1,63 (1,53 -
EDPP (mm) 1,37) 1,96)% 1,82)%
4.01 (3,83 -
AO () 401) 3,94 (3,74 - 401) 3,83 (3,75 - 3,98)
1,36 (1,31 - 1,94 (1,66 - 1,70 (1,41 -
AE/AO 1,41) 2,33)* 1,82)%
17,7 (16,1 - 23,2 (21,1 - 21,5 (20,7 -
DDVE/PC (mm/kg) 18 25,2 2"
11,8 (10,5 - 17,4 (13,9 -
AE/PC (mm/kg) 12.7) 19,6 14.7 (12,0 - 16,5)
0,73 (0,66 - 1,53 (1,21 - 1,25 (0,96 -
MVE () 0,80) 1,75)* 1,49)*
1,56 (1,51 - 3,58 (2,63 - 2,85 (2,15 -
IMVE (g/kg) 1,69) 3,97)* 3,17)*
Esp. Rel. VE 0,33 + 0,02 0,32 + 0,04 0,34 + 0,04
% infarto 41,2+ 7,6 36,7 £ 6,7

Dados expressos em média + desvio padrdo ou mediana e percentis. IM: infarto
do miocardio sedentario; IM-HIIT: infarto do miocardio submetido a exercicio
aerdbio intervalado de alta intensidade; n: nimero de animais; PC: peso corporal;
FC: frequéncia cardiaca; DDVE e DSVE: diametros diastélico e sistélico do
ventriculo esquerdo (VE), respectivamente; EDPP: espessura diastélica da parede
posterior do VE; Esp. Rel. VE: espessura relativa do VE; AO: diametro da aorta;
AE: diametro do atrio esquerdo; MVE: massa do VE; IMVE: indice de MVE. Andlise
de variancia com pds teste de Bonferroni ou Kruskal-Wallis; * P<0,05 vs Sham;
# P<0,05 vs IM.
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Tabela 5. Avaliacdo ecocardiografica inicial da funcéo sistélica do
ventriculo esquerdo

Sham M IM-HIIT
(n=20) (n=9) (n=9)
% Enc. Endoc. 56,0 = 3,32 31,4 £ 5,78* 31,8 = 4,8*
% Enc. Mesoc. 48,8 £ 3,77 20,7 £ 6,2% 21,1 + 4 6*
VEPP (mm(/s) 39,8 £ 5,4 245 £ 7,67* 29,1 £ 7,15*%

Tei

FE

% var. area

S’ média (cm(s)

0,45 (0,43 - 0,53) 0,74 (0,61 - 0,90)* 0,71 (0,56 - 0,80)*

0,86 (0,84 - 0,89) 0,52 (0,42 - 0,57)* 0,49 (0,44 - 0,57)*

66,1 (63,7 - 69,2) 26,1 (20,2 - 37,4)* 3472 (287 - 39,7)*
3,47 £ 0,33 3,13 + 0,36* 2,98 + 0,25*

Dados expressos em média + desvio padrdo ou mediana e percentis. IM: infarto
do miocdrdio sedentario; IM-HIIT: infarto do miocardio submetido a exercicio
aerdbio intervalado de alta intensidade; n: numero de animais; % Enc. Endoc. e
% Enc Mesoc.: porcentagem de encurtamento endocdrdico e mesocérdico,
respectivamente; VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior; Tei:
indice de performance miocardica; FE: fracdo de ejecdo; % var. drea: fragdo de
variacdo de area; S’: velocidade maxima de deslocamento sistélico do anel mitral
(média das paredes lateral e septal). Andlise de varidncia com pés teste de
Bonferroni ou Kruskal-Wallis; * P<0,05 vs Sham.
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Tabela 6. Avaliacdo ecocardiogrifica inicial da funcédo diastdlica do
ventriculo esquerdo

Sham M IM-HIIT
(n=20) (n=9) (n=9)
E/A 1,71 (1,49 -
1,86) 2,02 (1,38 -5,55) 1,72 (1,39 - 1,95)
26,0 (22,0 - 30,0 (25,0 -
TRIV (ms) 26,0) 30,0 (25,0 - 33,0) 36,0)*
48,5 (45,0 -
TDE (ms) 56,0) 39,0 (35,5 - 46,3) 48,5 (42,5 - 59,5)
E’ média (cm/s) 415 + 0,72 410 =+ 0,52 3,49 + 0,36*
E lateral (cm/s) 409 + 0,81 4,33 + 0,86 3,6 + 0,69
E septal (cm(s) 4,21 £ 0,74 3,86 £ 0,61 3,35+ 0,31
s 18,8 (16,9 - 24,1 (20,6 -
E/E" media 21,6) 25 5)% 23,0 (20,8 - 23,9)
e 2,90 (2,50 -
A’ média (cm/s) 4.05) 2,85 (2,58 - 3,58) 2,75 (2,43 - 3,79)
, 3,20 (2,63 -
A lateral (cm/s) 4.35) 3,00 (2,40 - 4,00) 2,70 (2,48 - 4,05)
, 2,70 (2,40 -
A’ septal (cm/s) 3.08) 3.30 (2,40 - 4,50) 2,50 (2,33 - 3,65)
E' média/A’ media 1,38 + 0,37 1,35 + 0,47 1,20 £ 0,26

IM: infarto do miocardio sedentario; IM-HIIT: infarto do miocardio submetido a
exercicio aerdbio intervalado de alta intensidade; n: nimero de animais; E/A:
razdo entre picos de fluxo de enchimento inicial (onda E) e da contracédo atrial
(onda A) do fluxo transmitral; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico; TDE:
tempo de desaceleracdo da onda E mitral; E’: velocidade de deslocamento
diastdlico inicial do anel mitral; A’: velocidade de deslocamento diastdlico tardio
do anel mitral. Dados expressos em média = desvio padrdo ou mediana e
percentis. Anadlise de variancia e poés teste de Bonferroni ou Kruskal-Wallis; *
P<0,05 vs Sham; # P<0,05 vs IM.
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Tabela 7. Avaliacdo ecocardiogrifica final dos parametros
estruturais do coracdo

Sham ™ TM-HITT
(n=20) (n=9) (n=9)
PC (g) 547 + 38,1 550 = 59,8 517 + 58,6
FC (bpm) 269 + 46,8 301 + 32,3 309 + 38,9
4.14 (3,96 - 8,59 (6,91 -
DSVE (mm) 4.30) 8,92 (8,32 - 9,65)* 9,10)*
1,40 (1,38 - 1,72 (1,58 -
EDPP (mm) 1,45) 1,80 (1,63 - 2,03)* 1,86)*
AO (mm) 420+ 0,16 4,01 + 0,23* 407 + 0,18
1,37 (1,25 - 1,56 (1,45 -
AE/AO 1,43) 2,22 (1,60 - 2,36)* 2,35)*
DDVE/PC 15,0 (14,4 - 21,5 (18,5 - 20,6 (17,8 -
(mm/kg) 16,3) 22,20)% 22,6)*
10,5 (9,22 - 13,9 (11,5 -
AE/PC (mm/kg) 11,1) 15,9 (11,8 - 17,6)* 17,3)
0,85 (0,76 - 1,43 (1,27 -
MVE (g) 0,92) 1,66 (1,44 - 2,07)* 1,74)*
1,53 (1,46 - 3.00 (2,57 -
IMVE (g/kg) 1,70) 3,32 (2,63 - 4,11)* 3,38)*
0,35 (0,33 -
Esp. Rel. VE 0,36) 0,32 (0,30 - 0,36) 0,35 (0,30 - 0,37)
% infarto 44.0 (34,2 - 47,8) 37,9 (29,1 - 46,1)

Dados expressos em média + desvio padrdo ou mediana e percentis. IM: infarto
do miocardio sedentario; IM-HIIT: infarto do miocardio submetido a exercicio
aerdbio intervalado de alta intensidade; n: nimero de animais; PC: peso corporal;
FC: frequéncia cardiaca; DDVE e DSVE: diametros diastdlico e sistdlico do
ventriculo esquerdo (VE), respectivamente; EDPP: espessura diastélica da parede
posterior do VE; Esp. Rel. VE: espessura relativa do VE; AO: diametro da aorta;
AE: diametro do atrio esquerdo; MVE: massa do VE; IMVE: indice de MVE. Andlise
de variancia com pos teste de Bonferroni ou Kruskal-Wallis; * P<0,05 vs Sham.
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Tabela 8. Avaliacdo ecocardiogrifica final da funcao sistdlica do
ventriculo esquerdo

Sham M IM-HIIT
(n=20) (n=9) (n=9)
% Enc. Endoc. 50,1 + 3,58 19,8 + 6,28* 22,0 + 5,19*%
% Enc. Mesoc. 57,4 + 3,06 30,6 + 5,76* 32,5 £ 5,41*%
VEPP (mm(s) 41,1 +5,68 25,4 + 9 35% 31,8 + 10,0*
Tei 0,45 (0,42 - 0,50) 0,62 (0,52 - 0,69)* 0,62 (0,56 - 0,69)*
FE 0,88 (0,85 - 0,90) 0,46 (0,40 - 0,55)* 0,49 (0,45 - 0,59)*
% var. area 68,5 + 4,73 29,6 + 8,92% 343 + 8,58*
S’ média (cm/(s) 3,55 + 0,36 2,80 + 0,49*% 2,98 + 0,43*

Dados expressos em média + desvio padrdo ou mediana e percentis. IM: infarto
do miocardio sedentario; IM-HIIT: infarto do miocardio submetido a exercicio
aerébio intervalado de alta intensidade; n: nimero de animais; % Enc. Endoc. e
% Enc Mesoc.: porcentagem de encurtamento endocdrdico e mesocardico,
respectivamente; VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior; Tei:
indice de performance miocardica; FE: fracdo de ejecdo; % var. drea: fragdo de
variacdo de area; S’: velocidade maxima de deslocamento sistélico do anel mitral
(média das paredes lateral e septal). Analise de varidancia com pés teste de
Bonferroni ou Kruskal-Wallis; * P<0,05 vs Sham.
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Tabela 9. Avaliacdo ecocardiogrifica final da funcao diastélica do
ventriculo esquerdo

Sham M IM-HIIT
(n=20) (n=9) (n=9)
E/A 1,71 (1,36 -
1,82) 427 (1,27 - 6,12) 1,20 (1,08 - 4,31)
26,0 (24,0 -
TRIV (ms) 28,0) 24,0 (22,0 - 33,0) 26 (22,0 - 32,3)
51,0 (48,0 - 33,0 (33,0 - 39,0 (32,2 -
TDE (ms) 55,8) 51,0)* 4.6,3)
E média (cm/s) 416 + 0,68 418 0,76 3,67 + 0,39
E’ lateral (cm/s) 424 + 0,86 4,39 + 1,06 3,46 = 0,55
E’ septal (cm/s) 4,09 £ 0,68 3,97 + 1,22 3,89 + 0,42
E/E media 19,2 + 2,90 23,0 + 3,35 24,8 + 4 89*
A’ média (cm(s) 3,67 + 1,26 3,31 + 1,35 3,93 + 1,31
, 3,40 (2,75 -
A’ lateral (cm/s) 4,25) 2,70 (2,20 - 2,90) 3,40 (2,20 - 5,40)
A’ septal (cm/s) 358 + 1,31 344+ 1,31 401 + 1,28
E’ média/A’ media 1,29 + 0,54 1,38 + 0,42 1,06 + 0,46

IM: infarto do miocardio sedentario; IM-HIIT: infarto do miocardio submetido a
exercicio aerébio intervalado de alta intensidade; n: nimero de animais; E/A:
razdo entre picos de fluxo de enchimento inicial (onda E) e da contracgao atrial
(onda A) do fluxo transmitral; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico; TDE:
tempo de desaceleragdo da onda E mitral; E’: velocidade de deslocamento
diastdlico inicial do anel mitral; A’: velocidade de deslocamento diastdlico tardio
do anel mitral. Dados expressos em média = desvio padrdo ou mediana e
percentis. Anadlise de variancia e poés teste de Bonferroni ou Kruskal-Wallis; *
P<0,05 vs Sham; # P<0,05 vs IM.

Tabela 10. Atividade de enzimas envolvidas no metabolismo
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energeético

Sham M IM-HIIT

(n=8) (n=8) (n=8)
CK 41,1 + 4,96 40,5 + 4,30 37,0+ 139
PFK 16,2 (15,6-20,7) 20,6 (17,5-25,2) 19,7 (17,3-25,2)
PK 203 £ 322 187 = 47 4 249 + 40,6 #
LDH 495 + 136 525 + 55,9 540 + 93,1
Cs 66,0 + 8,02 66,1 + 10,1 81,3 + 6,69 *#
CPT1 2,27 + 0,60 2,35 + 0,32 3,18+ 0,67 #

IM: infarto do miocardio sedentario; IM-HIIT: infarto do miocardio submetido a
exercicio aerdbio intervalado de alta intensidade; n: numero de animais; Unidade:
nmol/min*mg prot; CK: creatina quinase; PFK: fosfofrutoquinase; PK: piruvato
quinase; LDH: lactato desidrogenase; CS: citrato sintase; CPT1: carnitina
palmitoiltransferase 1. Dados expressos em média + desvio padrdo ou mediana
e percentis. Analise de variancia com pés teste de Bonferroni ou Kruskal-Wallis;
* P<0,05; # P<0,05 vs IM.
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Tabela 11. Avaliacdo do estresse oxidativo

Sham M IM-HIIT
(n=8) (n=8) (n=8)
HP 106 + 16,5 121 +129 98,9 + 26,7
SOD 16,6 (15,8-17,7) 184 (16,9-20,3) 15,5 (14,5-17,9)
CAT 56,4 + 495 39,8 + 10,0 * 31,7 + 5,25 %
GPX 169 =+ 33,0 126 + 27,5 146 + 41,7

IM: infarto do miocardio sedentario; IM-HIIT: infarto do miocardio submetido a
exercicio aerébio intervalado de alta intensidade; n: nimero de animais; HP:
hidroperoéxido de lipideo (nmol/g tecido); SOD: superdxido dismutase (nmol/mg
proteina); CAT: catalase (umol/g tecido); GPX: glutationa peroxidase (nmol/mg
tecido). Dados expressos em média + desvio padrdo ou mediana e percentis.
Anilise de variancia com péds teste de Bonferroni ou Kruskal-Wallis; * P<0,05 vs

Sham.
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Figura 1. Tamanho do infarto do miocérdio em relacdo a area total
do ventriculo esquerdo. Média e desvio padrao; IM: infarto do
miocardio sedentario (n=9); IM-HIIT: infarto do miocardio
submetido a exercicio aerdbio intervalado de alta intensidade
(n=9). Teste t; P>0,05.
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Figura 2. Avaliacdo da capacidade funcional. Tempo total (A) e
distancia percorrida (B) nos testes de esforco inicial e final. Média
e desvio padrao; Sham (n=14); IM: infarto do miocérdio sedentario
(n=8); IM-HIIT: infarto do miocardio submetido a exercicio aerdbio
intervalado de alta intensidade (n=7). Andlise de variancia com pods
teste de Bonferroni. * P<0,05 vs Sham, # P<0,05 vs IM.
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Figura 3. Area seccional transversa do musculo séleo avaliada em
cortes histoldgicos corados por hematoxilina e eosina. Média e
desvio padrao; IM: infarto do miocdrdio sedentdrio, IM-HIIT:
infarto do miocdrdio submetido a exercicio aerébio intervalado de
alta intensidade; n=8 animais por grupo. Andlise de variancia com
pOs teste de Bonferroni; P>0,05.
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DISCUSSAOQ



Neste estudo, foram avaliados os efeitos do exercicio aerébio
intervalado de alta intensidade sobre a capacidade funcional, a
remodelac¢do cardiaca, e o musculo esquelético séleo de ratos com
infarto do miocérdio.

O infarto do miocardio tem sido frequentemente
utilizado como modelo experimental para inducdo de remodelacéo
cardiaca, disfuncdo ventricular e insuficiéncia cardiaca . O modelo
possui as vantagens de mimetizar causas comuns de injuria
cardiaca em humanos, como a isquemia e o infarto do miocardio,
evoluir lentamente para insuficiéncia cardiaca, e possuir custo

relativamente baixo ©®

. Como desvantagem, chama a atencdo o
tamanho imprevisivel do infarto apdés a oclusao da artéria
coronaria.

Em ratos, o tamanho do infarto apds a ligacdo da
artéria corondria descendente anterior esquerda depende da
anatomia da circulagdo coronariana. Assim, apds ligacdo desta
artéria, ratos podem apresentar infartos que variam de pequeno a

68, 77

grande porte Como infartos pequenos cursam com
remodelacdo cardiaca minima ou ausente no periodo de seis meses,
e para uniformizar o grau de injuria miocdrdica, excluimos deste
estudo ratos com darea infartada menor que 30% da area total do
ventriculo esquerdo. Consequentemente, a média do tamanho do
infarto foi de aproximadamente 40% nos grupos IM e IM-HIIT.
Estudos prévios de nosso laboratério mostraram que o tamanho

minimo do infarto para que ratos desenvolvam alteracdes
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morfolégicas, funcionais e clinicas é de 36%, 38%, e 40%,
respectivamente . O tamanho do infarto é completamente
estabelecido no prazo de 24 horas apds a ligacdo da artéria
coronaria. Desta forma, nado seria esperado reducdo do tamanho
do infarto pelo treinamento fisico.

Em decorréncia a inclusio de ratos com infartos
maiores que 30%, o processo de remodelacdo cardiaca foi evidente
neste estudo. Apds trés meses da indugdo do infarto, e antes do
treinamento fisico, observou-se ao ecocardiograma dilatacdo e
hipertrofia do VE com disfuncao sistélica caracterizada por piora
de todos os sete indices de funcio sistdlica avaliados. Alteracido da
disfuncdo diastdlica nao foi detectada nos ratos infartados. O
grupo IM-HIIT ndo diferiu do grupo IM antes do treinamento
fisico.

A capacidade fisica nédo diferiu entre os grupos IM-HIIT
e IM antes do protocolo de treinamento. O HIIT foi seguro, bem
tolerado, e resultou em aumento substancial da capacidade
funcional do grupo IM-HIIT em relacdo aos grupos Sham e IM.
Melhora da capacidade funcional tem sido observada em ratos
infartados apds exercicios de moderada ou alta intensidade °°.

Ao final do protocolo, os grupos infartados
mantiveram o mesmo padrado de remodelacédo cardiaca e disfuncéo
ventricular sistélica, que nao foi alterado pelo exercicio fisico. Da
mesma maneira, a frequéncia de sinais de insuficiéncia cardiaca

ndo diferiu entre os grupos IM-HIIT e IM. Como a frequéncia de
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sinais foi relativamente baixa, podemos concluir que, neste estudo,
avaliamos os efeitos do exercicio em ratos com disfunciao
ventricular importante, porém antes do desenvolvimento de
insuficiéncia cardiaca na maioria dos casos.

Como o processo de remodelacdo cardiaca nao foi
alterado pelo exercicio, a melhora da capacidade funcional e da
atividade das enzimas envolvidas no metabolismo energético
podem ser consideradas consequéncia direta do treinamento fisico,
e ndo decorrentes de melhora da funcéo cardiaca.

A drea seccional transversa do musculo séleo nao
diferiu entre os trés grupos. Este resultado mostra que os ratos
infartados ainda ndo tinham desenvolvido atrofia da musculatura
esquelética, processo frequentemente observado na insuficiéncia
cardiaca avancada ** ¢,

O HIIT aumentou a atividade das seguintes enzimas
envolvidas no metabolismo energético: citrato sintase em relacdo
aos grupos Sham e IM, e fosfofrutoquinase e carnitina
palmitoiltransferase 1 em relacdo ao grupo IM.

O estresse oxidativo é caracterizado por aumento das
espécies reativas de oxigénio ou de nitrogénio. Ele pode ser causado
por reducdo da capacidade antioxidante devida a baixas
concentragdes de antioxidantes e piora da atividade de enzimas
antioxidantes, e/ou por producdo aumentada de espécies reativas
de oxigénio "®. Em concentracodes fisiologicas, as espécies reativas

de oxigénio atuam ativando ou inibindo enzimas tais como as
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proteinas quinases ativadas por mitégenos, fosfatases, e cascatas
dependentes de genes e tém papel essencial na sinalizacdo redox e
sobrevida celular . Entretanto, elevadas concentragdes de espécies
reativas de oxigénio induzem alteracdes ou dano em DNA,
proteinas e lipideos, e pode estimular morte celular por apoptose
78, 80-

Os musculos esqueléticos consomem  grandes
quantidades de oxigénio e podem gerar quantia substancial de
espécies reativas de oxigénio. Estas sdo principalmente geradas na
mitocondria durante a respiracdo normal como produtos
derivados da fosforilacdo oxidativa *> *2. As espécies reativas de
oxigénio também podem ser produzidas no citosol e membranas
em resposta a diferentes estimulos como fatores de crescimento e

citocinas inflamatoérias 2 2. 8%,

Vérias enzimas participam da
geracdo de espécies reativas de oxigénio como xantina oxidase,
fosfato de nicotinamida adenina dinucletideo (NADPH), e dxido
nitrico sintase *>. Em condigdes fisioldgicas, o estresse oxidativo €
neutralizado pelo sistema antioxidante, que inclui moléculas
enddgenas e exdgenas. As principais defesas enzimdticas sao a
superoxido dismutase, catalase, e glutationa peroxidase ®'. Estas
enzimas podem ser modificadas por diversos fatores como
exercicio, nutricdo e envelhecimento ®. Os antioxidantes exdgenos
incluem, principalmente, vitaminas e minerais . Os antioxidantes

mantém o estado redox e atenuam atenuacbes intracelulares

induzidas por espécies reativas de oxigénio .
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Na insuficiéncia cardiaca, o estresse oxidativo é
frequentemente aumentado tanto no miocirdio, como na
circulacdo sistémica. Mais recentemente, aumento do estresse
oxidativo foi observado também em musculos esqueléticos ** > .
Em estudos prévios, observamos aumento do estresse oxidativo no
musculo séleo de ratos infartados com insuficiéncia cardiaca
evidente 22,

Neste estudo, o estresse oxidativo do musculo sdleo,
avaliado pela concentracao muscular de hidroperoxido de lipideo,
nao diferiu entre os grupos. Os resultados divergentes entre o

presente estudo e nossos trabalhos prévios 2> 2

provavelmente sao
decorrentes de diferencas no grau de insuficiéncia cardiaca. Nos
trabalhos anteriores, a frequéncia de dispneia foi de 54% e de
derrame pleural, congestdo pulmonar e hipertrofia do ventriculo
direito foi proxima de 75% nos ratos infartados. Apesar do estresse
oxidativo ndo ter sido alterado pelo infarto do miocardio, a
atividade da catalase foi reduzida nos grupos IM e IM-HIIT.
Podemos, portanto, concluir que o infarto do miocdrdio, em sua
fase de disfuncdo ventricular avancada, nao foi associado a
aumento do estresse oxidativo muscular, mas foi acompanhado
por reducdo da atividade da catalase.

Em resumo, o infarto do miocardio induziu extenso
processo de remodelacdo cardiaca caracterizado por dilatagdo e

hipertrofia do ventriculo esquerdo e severa disfunc¢do ventricular

esquerda. No musculo séleo, o infarto, apesar de nao alterar o
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estresse oxidativo, reduziu a atividade da catalase. O treinamento
aerébio intervalado de alta intensidade melhorou a capacidade
funcional dos ratos, independentemente de alteragdes no processo
de remodelacédo cardiaca. Uma vez que o exercicio ndo modificou o
grau de injuria cardiaca e disfuncdo ventricular, podemos concluir
que a melhora da capacidade funcional foi decorrente de melhora
das condi¢des metabdlicas da musculatura esquelética. De fato, o
treinamento fisico aumentou a atividade de enzimas envolvidas no

metabolismo energético do musculo séleo.
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CONCLUSAO



O treinamento aerdbio intervalado de alta intensidade
melhora a capacidade funcional de ratos infartados,
independentemente de alteragées no processo de remodelacéo
cardiaca. Melhora da capacidade fisica é acompanhada por
aumento da atividade de enzimas envolvidas no metabolismo

energético do musculo séleo.
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