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RESUMO



Alteracdes da musculatura esquelética estdo envolvidas na diminuicdo
da capacidade fisica que ocorre apds infarto do miocardio (IM). Diversos
mecanismos podem participar das anormalidades musculares como aumento do
estresse oxidativo, alteracdes da expressdo de proteinas quinases ativadas por
mitégeno (MAPKs) e do fator nuclear (NF)-xB, desequilibrio entre processos
anabdlicos e catabdlicos, e alteracoes metabdlicas. Embora exercicios tém sido
preconizados para pacientes estaveis, os efeitos do exercicio resistido apds IM e os
mecanismos envolvidos em seus efeitos ainda ndo estdo completamente
esclarecidos. O exercicio resistido modula o trofismo por meio de ativacdo de
células satélites. Neste estudo, comparamos os efeitos de dois tipos de exercicio,
aerobio e resistido, iniciados durante a fase de remodelacdo cardiaca compensada,
sobre alteracgoes fenotipicas e moleculares do musculo gastrocnémio de ratos com
IM. Métodos: Trés meses apds inducdo de IM, ratos Wistar foram divididos nos
grupos Sham (n=20); IM sedentdrio (IM-S, n=9); IM submetido a exercicio aerébico
(IM-A, n=9); e IM submetido a exercicio resistido (IM-R, n=13). Os ratos foram
treinados trés vezes por semana, durante trés meses, em esteira ou escada.
Avaliacdo cardiaca foi realizada por ecocardiograma, antes e apds o treinamento.
A producdo de espécies reativas de oxigénio foi avaliada por imunofluorescéncia e
a expressdo de proteinas oxidadas por Western blot. Marcadores do estresse
oxidativo e do metabolismo energético foram analisados por espectrofotometria.
A ativacdo de células satélites foi quantificada por imunofluorescéncia de MyoD,
NCAM e isoforma neonatal das cadeias pesadas de miosina e pela expressédo proteica
de Pax-7. Analise estatistica: ANOVA ou Mann Whitney. Resultados: O exercicio
aerobio melhorou a capacidade funcional e o resistido aumentou a capacidade de
carga maxima. Os treinamentos ndo alteraram as estruturas cardiacas ou a funcéo
do ventriculo esquerdo. O tamanho do IM e a drea seccional transversa das fibras
do gastrocnémio nao diferiram entre os grupos. A producao de espécies reativas de
oxigénio foi maior no grupo IM-S que no Sham e a concentracdo de hidroperoéxido
de lipideo foi menor no IM-A que nos demais grupos. A atividade da catalase foi
maior e a da glutationa peroxidase menor nos ratos infartados que no Sham. A
atividade da superoxido dismutase foi maior nos grupos Sham e IM-R que no IM-S.

A atividade de enzimas chave do metabolismo esquelético muscular nao diferiu

RESUMO 2



entre os grupos, exceto por aumento da piruvato quinase no grupo IM-S em relacao
aos demais grupos e da B-hidroxi acil CoA desidrogenase no IM-S em relacdo ao
Sham. A ativacdo de células satélites e a expressdo das proteinas avaliadas por
Western blot ndo diferiram entre os grupos. Conclusdo: Exercicio aerdbio e
resistido melhora a capacidade fisica e a capacidade de carga maxima,
respectivamente, sem alterar parametros estruturais e funcionais do ventriculo
esquerdo de ratos infartados. No gastrocnémio, o infarto aumenta a producéo de
espécies reativas de oxigénio, altera a atividade de enzimas antioxidantes e de
enzimas do metabolismo da glicose e de 4cidos graxos. O exercicio aerébio reduz a
concentracdo muscular de hidroperoéxido de lipideo e atenua a reducédo da atividade
da glutationa peroxidase, mostrando-se, portanto, mais eficaz que o exercicio

resistido contra aumento do estresse oxidativo.
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ABSTRACT



Skeletal muscle changes contribute to reduced physical performance
after myocardial infarction (MI). Exercise has been recommended to stable
patients. However, the effects of resistance exercise after MI are not clear. We
compared the effects of two types of exercise, aerobic and resistance, initiated
during compensated cardiac remodeling, in gastrocnemius muscle of infarcted rats.
Methods: Three months after MI induction, Wistar rats were divided into four
groups: Sham (n=20); sedentary MI (MI-S; n=9); aerobic exercised MI (MI-A; n=9);
and resistance exercised MI (MI-R; n=13). Exercised rats trained three times a week
for 12 weeks on treadmill or vertical ladder. Energy metabolism, oxidative stress
markers, and antioxidant enzyme activities were assessed by spectrophotometry.
Markers of satellite cells activation (MyoD, NCAM, and myosin heavy chain neonatal
isoform) were assessed by immunofluorescence or Western blot (Pax-7). Statistical
analyzes: ANOVA or Mann Whitney. Results: Aerobic physical capacity was greater
in MI-A group and maximum carrying load higher in MI-R. Cardiac structures and
left ventricular function evaluated by echocardiogram did not differ between the
infarcted groups. Histological analyzes showed that MI size and gastrocnemius
cross sectional area did not differ between infarcted groups. Oxygen reactive
species production was higher in MI-S than Sham and lipid hydroperoxide
concentration was lower in MI-A than the other groups. Catalase activity was higher
and glutathione peroxidase activity lower in infarcted groups than Sham.
Superoxide dismutase activity was higher in Sham and MI-R than MI-S. Activity of
enzymes of skeletal muscle metabolism did not differ between groups, except by an
increase in piruvate kinase in MI-S than the other groups, and g-hydroxyacyl CoA
dehydrogenase in MI-S than Sham. Satellite cell activation and protein expression
of MAPK and NF-«xB did not differ between groups. Conclusion: Aerobic and
resistance exercise improves physical capacity and maximum load, respectively,
without changing echocardiographic parameters of infarcted rats. Myocardial
infarction increases oxygen reactive species production and changes activity of
antioxidant enzymes of glucose and fatty acid enzymes metabolism. Aerobic
exercise reduces muscle lipid hydroperoxide concentration and attenuates
glutathione peroxidase activity change, being superior to resistance exercise

against oxidative stress.
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INTRODUCAO



Doencas cardiovasculares (DCV) sdo, atualmente, a maior causa de
mortalidade e morbidade em todo o mundo '. Em 2016, aproximadamente 17,6
milhdes de mortes foram atribuidas as DCV globalmente, o que representa um
aumento de 14,5% em relacdo a 2006 *. No Brasil, as DCV séo as principais causas
de morte, sendo responsaveis por cerca de 20% de todas as mortes em individuos
acima de 30 anos °.

Dentre as condicdes causadoras das DCV, destaca-se o infarto agudo
do miocdrdio (IM), que é definido como foco de necrose resultante de baixa
perfusdo tecidual, com sinais e sintomas resultantes da morte celular cardiaca *.
Em 2016, foram registradas aproximadamente 95 mil mortes por IM no Brasil °.

A disfuncdo cardiaca induzida pelo IM apresenta repercussdo
sistémica, afetando diversos tecidos do organismo, incluindo a musculatura
esquelética & . Estudos clinicos e experimentais indicam que IM, e especialmente a
insuficiéncia cardiaca (IC), acompanham diversas anormalidades da musculatura
esquelética como atrofia, fibrose, perda de mitocondrias, mudanca no padréo
molecular das fibras musculares, alteracdo da expressio génica de
metaloproteinases e fatores de regulacdo miogénica, anormalidades metabdlicas de
enzimas oxidativas e lipoliticas, e reducdo da capacidade de desenvolver forca por
unidade de drea muscular ¢'’. O conjunto das alteracdes musculares que ocorrem
em doentes com faléncia cardiaca cronica foi denominado de miopatia associada a
insuficiéncia cardiaca e, atualmente, tem se destacado como importante causa de
intolerancia aos exercicios fisicos *°.

A IC caracteriza-se, clinicamente, por reducdo da capacidade para
exercicios fisicos e atividades cotidianas, devido a ocorréncia precoce de fadiga e
dispneia aos esforcos. Essa sindrome é a via final comum da maioria das doencas
cardiacas e também um dos mais importantes desafios clinicos da atualidade na
area da saude, pois representa importante problema de saude publica por ser
condicdo de alta prevaléncia e elevada morbimortalidade e custos financeiros, tanto
em paises desenvolvidos como em desenvolvimento .

Entre as alteragdes frequentemente observadas na IC, destacam-se a
atrofia muscular e a modificacdo da composicdo das cadeias pesadas das moléculas

de miosinas nas fibras musculares esqueléticas '»'” ', Interessantemente, em nosso
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laboratério foi verificado que alteragdées do fendtipo muscular estdo também
presentes na fase de hipertrofia cardiaca compensada e, portanto, antes do
desenvolvimento da IC . Esse resultado sugere que as alteracdes da musculatura
esquelética sdo mediadas por fatores bioquimicos e/ou neurohormonais associados
ao quadro de injuria do coracdo e nao estdo diretamente relacionadas a presenca
da insuficiéncia cardiaca.

Anormalidades no metabolismo energético participam de muitos
processos fisiopatoldgicos, entre eles a disfuncdo cardiaca, afetando ambos os
musculos cardiaco e esquelético. As alteracdes sugerem a existéncia de miopatia
metabdlica generalizada que envolve, principalmente, reducdo na capacidade
oxidativa, mudanca na utilizacdo de substratos, e alteracdo na transferéncia de

22 Em modelos animais, diminuicdo da

energia por fosfotransferase quinases
capacidade oxidativa em musculos esqueléticos durante a insuficiéncia cardiaca esta
relacionada a reducdo de sinalizacdo pela cascata de transcricdo da biogénese

mitocondrial 23,

Estudos sugeriram que a capacidade oxidativa muscular, a
producdo mitocondrial de ATP, e os fatores respiratérios nucleares da cascata
transcricional PGC-1 sdo semelhantes em pacientes com insuficiéncia cardiaca e
sujeitos sedentarios % %°.

Os fatores responsaveis pela miopatia esquelética ainda ndo estdo
completamente esclarecidos. Aumento do estresse oxidativo tem sido considerado

26, 27 Estresse

importante fator no desenvolvimento de alteracdes musculares
oxidativo pode ser definido como estado de desequilibrio entre a producado de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio e mecanismos enddgenos
antioxidantes ?%. Ha substancial evidéncia que o estresse oxidativo esta aumentado
tanto no miocardio como em nivel sistémico, inclusive na musculatura esquelética,
durante a insuficiéncia cardiaca ***°.

No miusculo esquelético, o sistema de enzimas antioxidantes,
composto pelas enzimas superdxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPX)

e catalase (Cat), protege as células das acdes de EROs *!

. Desequilibrio entre
atividades proé e antioxidantes resulta no aumento do estresse oxidativo. Em

estudos clinicos e experimentais, foi observado que a expressdo e atividade de

INTRODUCAO 8



enzimas antioxidantes encontram-se reduzidas no musculo esquelético durante a
insuficiéncia cardiaca *> .

Musculos com caracteristicas predominantemente glicoliticas sao mais
propensos a injuria do que aqueles preferencialmente oxidativos, devido a
capacidade reduzida de neutralizar producao anormal de EROs. Recentemente, foi
observado que aumento na producdo de EROs em musculos glicoliticos de animais
com IC, induzida por IM, estd relacionado a atrofia muscular ',

Embora diversas fontes de EROs possam estar envolvidas, a familia da
NADPH oxidase parece ser especialmente importante para a sinalizacdo redox *2. A
classe de proteinas NADPH oxidase constitui um grupo de enzimas cuja funcéo ¢é
produzir EROs. Estudos recentes identificaram aumento na atividade da NADPH
oxidase em modelos experimentais de insuficiéncia cardiaca ** **. Entretanto, em
nosso laboratério ndo encontramos alteracdo da atividade deste complexo
enzimatico durante a insuficiéncia cardiaca. A producédo de superéxido pela NADPH
oxidase, avaliada pela quantificacdo de 2-hidroxietidio e por reducao da lucigenina,
e a producdo de peroxido de hidrogénio em fracdo de membrana estimulada com
NADPH em ensaio com Amplex Red, ndo foram alteradas no musculo séleo de ratos
infartados *° e com estenose adrtica *°.

As vias de sinalizacdo pelas quais o estresse oxidativo leva a alteracées
da musculatura esquelética ainda ndo estdo completamente esclarecidas. Ha
evidéncias que as vias das proteinas quinases ativadas por mitégeno (MAPKs) e do
fator nuclear-kB (NF-kB) possam estar envolvidas na resposta muscular ao estresse
oxidativo 3¢ °7.

As MAPKs sdo constituidas por quatro membros: extracellular signal-
regulated kinase (ERK) 1/2, p38, c-Jun NH2-terminal kinase (JNK) e ERK5. JNK e
p38 MAPK estdo associadas com perda muscular induzida por citocinas. Em
contraste, ERK1/2 esta relacionada a preservacdo da sintese proteica *®. Estudos in
vitro mostraram que a inibicdo da cascata de sinalizacdo das MAPKs aumenta a
expressdo de proteinas especificas de fibra muscular lenta e reduz caracteristicas
de fibras rdpidas, induzindo fenétipo muscular mais lento *°. As MAPKs podem ser

moduladas por diversos fatores, entre os quais se destacam as citocinas
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38 e 0 estresse

inflamatérias, em especial o fator de necrose tumoral-a (TNF-«
oxidativo *°, ambos aumentados durante a insuficiéncia cardiaca *'.

Além de modular a expressdo de proteinas da familia das MAPKs, o
TNF-a é capaz de ativar o NF-kB, uma familia de cinco fatores transcricionais, que
estdo presentes no musculo esquelético e participam da regulacdo de vdrios
processos celulares como apoptose, imunidade e inflamacao, e desenvolvimento e
diferenciacdo *2. Por meio de associacdo com a proteina IkB, o NF-kB encontra-se
normalmente inativo no citoplasma *. A exposicdo do TNF-a ao seu receptor de
membrana plasmatica leva a fosforilacdo do IkB, que é entdo ubiquitinizado para
posterior degradacdo proteossomal **. A degradacdo do IkB permite a ativacdo e
translocacdo de heterodimeros do NF-kB para o nticleo celular, onde ativa genes
alvos especificos *"*°.

Em nosso laboratdrio, avaliamos a participacdo das MAPK e do NF-xB
na resposta do tecido muscular esquelético ao estresse oxidativo de ratos
infartados com insuficiéncia cardiaca cronica. O aumento do estresse oxidativo foi
acompanhado por alteracdo na expressdao de proteinas das vias MAPK e NF-xB 2°.
Em estudo recente, foi observado aumento na ativacdo de NF-kB e fosforilacdo da
p38 MAPK, sem alteracdo do nivel proteico total de p38 MAPK no musculo plantar
de ratos infartados. Além disso, o tratamento com o antioxidante apocinina
preveniu aumento da atividade do NF-kB e da expressdo proteica de phospo-p38
MAPK, sugerindo que o estresse oxidativo estd envolvido na ativacdo exacerbada de
NF-kB e fosforilacdo de p38 MAPK **.

O desequilibrio entre processos anabdlicos e catabélicos também estao
envolvidos nas alteracdées musculares e sdo responsaveis, pelo menos parcialmente,
por reducdo da massa muscular causada pela injuria cardiaca. No musculo, como
em outros tecidos, grande parte da protedlise intracelular ocorre por meio do
sistema ubiquitina proteassoma ***’. Aumento da protedlise dependente do sistema
ubiquitina proteassoma é um dos principais determinantes de perda de massa

*8 Foi descrito na

muscular em vdrios estados catabdlicos, incluindo caquexia
literatura ativacdo do sistema ubiquitina proteassoma em musculo esquelético de

camundongos e humanos com IC *°, e observado que a hiperativacdo do sistema
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ubiquitina proteassoma esta relacionada a aumento na producdo muscular de
EROs**.

Apesar dos progressos notdveis na abordagem terapéutica de
pacientes com IC, o tratamento da sindrome permanece um grande desafio devido
as taxas de mortalidade, que ainda sdo elevadas. Adicionalmente, nao ha terapia
especifica para prevencdo ou recuperacdo de alteracdes da musculatura esquelética
associadas a IC. Mais recentemente, diretrizes internacionais °>°! e brasileira *>? para
tratamento da IC passaram a preconizar a pratica regular de exercicios fisicos para
pacientes com IC em classes funcionais I a III de acordo com a classificacdo da New
York Heart Association.

Desde o trabalho classico realizado por Sullivan e cols. >3, no final de
1980, diversos estudos tém mostrado efeitos benéficos do exercicio fisico aerdbio,
que afeta positivamente a funcdo cardiovascular, marcadores inflamatorios,
estresse oxidativo e sistema musculo esquelético de pacientes com IC. Em relacdo
ao musculo esquelético, o exercicio fisico propicia aumento da atividade de enzimas
antioxidantes, da densidade capilar, de fibras musculares do tipo I, da area seccional
transversa de fibras musculares, e da forca e resisténcia muscular >%
Adicionalmente, a pratica regular de exercicios melhora a capacidade funcional e
qualidade de vida, e reduz taxa de reinternacdes hospitalares e de mortalidade por
doenca cardiovascular >°>7,

O treinamento aerdbio melhora a resisténcia muscular a fadiga e é
capaz de combater os efeitos deletérios da insuficiéncia cardiaca no metabolismo
energético do musculo esquelético. Adaptacdo ao treinamento aerébio envolve
aumento de glicélise e do metabolismo oxidativo, promovendo aumento no volume
e densidade de mitocondria e proteinas mitocondriais, além de aumento da eficdcia
de transferéncia de energia ** .

A compreensdo dos beneficios do exercicio fisico em pacientes com IC
cronica resultou, primariamente, de investigacées com exercicio fisico aerébio, uma
vez que treinamento muscular resistido ndo era considerado seguro na
insuficiéncia cardiaca. Somente mais recentemente, foi observado que a prética de

exercicios resistidos é ndo apenas segura, mas também associada a beneficios

complementares aqueles fornecidos pelo exercicio aerébio °*. Portanto, os
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exercicios resistido e aerébio continuo de intensidade moderada devem ser as duas
primeiras escolhas para reabilitacdo precoce apés infarto do miocardio *°.

Em individuos saudaveis, a prética de exercicios resistidos resulta em
diversos beneficios como manutencdo de boa capacidade funcional, melhora da
endurance muscular, densidade dssea, forca muscular, metabolismo basal e
resisténcia a insulina, além de reduzir risco de osteoporose e diabetes e auxiliar no

| €61 Na insuficiéncia cardiaca, também foram

controle da hipertensédo arteria
descritos efeitos benéficos resultantes do treinamento resistido como melhora da
capacidade fisica com aumento do consumo maximo de oxigénio, melhora da forca
e endurance muscular, e aumento de enzimas oxidativas no musculo esquelético >
®3. A somatoria desses fatores resulta em melhora da performance para atividades
de vida didria e da qualidade de vida dos pacientes >*.

Apesar de estudos sobre efeitos do exercicio resistido apés IM serem
escassos, ha evidéncias de seus efeitos benéficos tanto no miocardio ¢ como no
musculo esquelético *° de ratos infartados. Os mecanismos envolvidos nos efeitos
positivos do exercicio fisico resistido ainda nao estdo completamente esclarecidos.
Esse tipo de exercicio fisico é capaz de preservar ou aumentar o trofismo muscular
por meio de modulacdo de células satélites ¢* ¢>. As células satélites sdo células
mononucleadas e indiferenciadas, que localizam-se entre a lamina basal e o

sarcolema da fibra muscular °°

. Em condicbes basais, encontram-se em estado
quiescente; sua ativacdo ocorre apds estimulos lesivos ao musculo, sendo
denominadas células precursoras miogénicas ou mioblastos °’.

Ndo estd esclarecido se a pratica de exercicios fisicos, realizada
durante o processo de remodelacdo e disfuncdo ventricular, porém antes da
insuficiéncia cardiaca estar estabelecida, pode prevenir ou atenuar alteracdes na
musculatura esquelética que ocorrem durante a insuficiéncia cardiaca. Neste
estudo, testamos a hipétese que o exercicio fisico, aerébico ou resistido, durante o

processo de remodelacdo cardiaca, previne ou atenua alteracdes fenotipicas e

moleculares da musculatura esquelética associadas a insuficiéncia cardiaca.
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Objetivo Geral

Comparar os efeitos de dois tipos de exercicio iniciados durante a fase
de remodelacdo cardiaca compensada sobre alteragdes fenotipicas e moleculares

que ocorrem no musculo gastrocnémio de ratos com infarto do miocardio.

Objetivos Especificos

1. Avaliar a atividade de enzimas antioxidantes, o metabolismo energético e a
geracdo de espécies reativas de oxigénio no musculo esquelético gastrocnémio
de ratos com infarto do miocardio;

2. Identificar ativacdo de células satélites por andlise da expressdo proteica do
Pax-7 e por imunofluorescéncia de MyoD, NCAM e isoforma neonatal das
cadeias pesadas de miosina;

. Analisar a expressdo de proteinas das vias das MAPK e do NF-«kB;

. Avaliar a expressdo de proteinas da via ubiquitina proteassoma;

. Mensurar a area seccional transversa das fibras por morfometria;

o U F W

. Verificar, comparativamente, se treinamento fisico aerébio de intensidade
moderada em esteira e exercicio resistido, realizados previamente ao
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca, atenuam ou previnem alteracdes

musculares e se este potencial efeito benéfico é mediado pelas vias estudadas.

OBJETIVOS 14



MATERIAL 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 ra¢do 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 12h.
O protocolo de estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo
Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP (Protocolo n°® 2014/1109).

O infarto agudo do miocardio 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. Apds exteriorizacdo 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 coracéo foi recolocado no térax,
os pulmdes inflados com pressdo positiva e o térax fechado por sutura com fio de
algodao. Os animais pertencentes ao grupo controle foram submetidos ao mesmo
procedimento, porém sem a ligacdo da artéria corondria responsavel pela producao
do infarto.

Foram constituidos, inicialmente, dois grupos de ratos: controle
(Sham) e infarto do miocardio (IM). Trés meses apds a cirurgia, os animais foram
submetidos a ecocardiograma transtordcico e subdivididos em quatro grupos
experimentais: 1) Sham (n=20); 2) IM sedentario (IM, n=26); 3) IM submetido a
protocolo de exercicio fisico resistido (IM-R, n=21); e 4) IM submetido a exercicio
fisico aerodbico de intensidade moderada (IM-A, n=23).

Estudos prévios de nosso laboratério em ratos com insuficiéncia
cardiaca mostraram que a inclusdo de 10 a 15 animais por grupo é suficiente para
mostrar diferencas nas estruturas cardiacas, na funcao do ventriculo esquerdo (VE)
e em variaveis relacionadas a miopatia associada a insuficiéncia cardiaca & 2% 3% %,

Como a mortalidade no periodo pés-operatério é de aproximadamente 40%,

optamos por iniciar cada grupo experimental com aproximadamente 20 animais.
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Em estudos prévios ", verificamos que, a partir do sexto més pos-
cirurgia, os ratos frequentemente apresentam insuficiéncia cardiaca; portanto, o
protocolo de treinamento fisico foi iniciado trés meses ap6s a inducdo do infarto e
mantido por periodo de trés meses. Antes do inicio dos exercicios, as estruturas
cardiacas e a funcdo do VE foram avaliadas por ecocardiograma transtorécico.

Ao final do periodo experimental, foi realizado novamente
ecocardiograma transtordcico. No dia subsequente, 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
obtencéo de tecidos. No exame post mortem, foram pesquisados sinais patoldgicos
sugestivos do diagndstico de insuficiéncia cardiaca como ascite, derrame pleural e
pericardico, trombo em atrios, hipertrofia do ventriculo direito (relacdo peso do
ventriculo direito em mg/peso corporal em g > 0,8) e congestao pulmonar (relacao
peso dos pulmées/peso corporal > 2 desvios padrao acima da média do grupo

controle) 7 ¢°.

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 exaustdo do
animal. A velocidade mdxima de corrida foi registrada e a distancia total percorrida
calculada *> . Os animais foram adaptados ao ambiente de teste durante uma
semana antes das avaliacdes, por 5 min/dia. Os resultados do teste de capacidade
fisica realizado apds 45 dias de treinamento foram utilizados para ajuste da

intensidade do exercicio.

Protocolo de exercicio fisico aerobio

O exercicio fisico aerdbico foi realizado em esteira, trés vezes por

semana, em dias alternados. Inicialmente, houve periodo de adaptacdo, com
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aumento gradativo da velocidade e tempo de exercicio, conforme descrito na tabela
abaixo (Tabela 1). A partir da sexta semana de treinamento, os animais do grupo
IM-A foram submetidos a sessées de corrida a 60% da capacidade mdxima
(considerada a velocidade mdxima atingida no teste de esforco maximo), com
duracdo de 40 minutos, até o final do periodo experimental, de trés meses. O

protocolo foi adaptado daquele utilizado por Moreira et al. *.

Tabela 1. Adaptacdo ao protocolo de exercicio fisico aerébio

Semanas Velocidade Duracao
(metros/minutos) (minutos)
1@ 5 10
2@ 7,5 15
3@ 10 25
42 12 30
52 15 40

Determinacao da carga maxima para exercicio resistido

O exercicio resistido foi realizado em escada especialmente construida
para (1 metro de altura, 0,2 metros de largura, 0,5 centimetro entre os degraus e
80° de inclinacdo). Antes do teste para determinacdo da carga maxima,
familiarizacdo com o aparato foi realizada por trés dias e consistiu de trés subidas
na escada. Antes da primeira tentativa, o animal foi mantido na cdmara, no topo
da escada (20x20x20 cm), durante 60 segundos, para que percebesse que o
ambiente ndo representava ameaca. Na primeira tentativa, o animal foi colocado
na porcao mais alta da escada, proximo a porta da camara. Na segunda tentativa,
o animal foi posicionado no meio da escada e, na terceira tentativa, colocado na
base da escada. Entre cada tentativa houve 60 segundos de recuperacdo com o rato
posicionado dentro da camara no topo da escada 2. Apds trés dias de adaptacao,
foi avaliada a carga maxima 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 nao

conseguisse subir todos os degraus. Foram realizadas, no maximo, nove tentativas.
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A maior carga com a qual o rato foi capaz de subir o comprimento total da escada
foi considerada sua capacidade maxima. O teste foi repetido apés 45 dias, para
ajuste da intensidade do exercicio, e ao final do periodo experimental, de 12

semanas.

Protocolo de exercicio fisico resistido

O exercicio fisico resistido foi realizado trés vezes por semana, em dias
alternados, com aumento gradativo de carga. Inicialmente, houve periodo de
adaptacdo, no qual os ratos foram estimulados a subir a escada sem carga;
posteriormente, foi adicionada carga correspondente a 15% do peso corporal, que
foi aumentada gradativamente, conforme descrito na tabela abaixo (Tabela 2). A
partir da segunda semana, as sessdes de treinamento consistiram de quatro subidas
na escada com cargas correspondentes a 50%, 75%, 90% e 100% da capacidade
total mdxima, previamente estabelecida para cada rato. O periodo de recuperacdo
entre cada subida foi de 2 minutos. O treinamento foi mantido até o final do
periodo experimental, de trés meses. O protocolo foi adaptado daquele utilizado

por Leite et al. ”.

Tabela 2. Adaptacdo ao protocolo de exercicio fisico resistido

. Carga . .
Dias Quantidade de subidas
(% peso corporal)
1° 0
2° 15
3° 30

Avaliacao estrutural e funcional do coracao por ecocardiograma

As estruturas cardiacas e a funcdo ventricular esquerda foram
avaliadas por ecocardiograma transtoracico. Apds anestesia com cloridrato de
ketamina (50 mg/kg) e cloridrato de xilazina (1 mg/kg), por via intramuscular, os

animais foram posicionados em decubito lateral esquerdo para realizacdo do
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ecocardiograma. Foi utilizado equipamento da marca General Electric Medical
Systems, modelo Vivid Sé6 (Tirat Carmel, Israel), dotado de transdutor
multifrequencial de 5 a 11,5 MHz. A avaliacdo dos fluxos transvalvar mitral e
adrtico foi realizada com o mesmo transdutor operando em 5,0 MHz. As varidveis
estruturais e funcionais do coracdo foram obtidas de acordo com a metodologia

. Posteriormente, as estruturas

previamente descrita em nosso laboratério
cardiacas foram medidas manualmente com o auxilio de um paquimetro de
precisdo, de acordo com as recomendacbes 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 sistolico (DSVE) do ventriculo esquerdo (VE); espessuras
diastélicas da parede posterior do VE (EDPP) e do septo interventricular (EDSIV);
espessuras sistolicas da parede posterior do VE (ESPP) e do septo interventricular
(ESSIV); diametros da aorta (AO) e do 4trio esquerdo (AE); dreas sistdlica e
diastdlica do VE; e perimetros do VE e da drea infartada do VE. A espessura relativa
do VE foi calculada como 2 x EDPP/DDVE. A massa do VE foi calculada pela féormula
((DDVE+EDPP+EDSIV)*-DDVE®] x 1,04, na qual 1,04 representa a densidade
especifica do miocdrdio, e o indice de massa do VE pela divisao da massa do VE pelo
peso corporal. O tamanho do infarto foi calculado pela divisdo da medida
endocardica do segmento infartado pelo perimetro endocardico total. A funcéo
sistélica do VE foi avaliada pelos seguintes indices: porcentagem de encurtamento
endocardico (% enc. endoc): [(DDVE - DSVE)/DDVE]; porcentagem de
encurtamento mesocardico (% enc. mesoc.): [(DDVE + % EDPP + % EDSIV) - (DSVE
+ Y% ESPP + % ESSIV)/(DDVE + % EDPP + % EDSIV)]; velocidade de encurtamento
da parede posterior (VEPP), que ¢é a tangente maxima do movimento sistdlico da
parede posterior do VE; fracdo de ejecao (FE): (DDVE? - DSVE®)/DDVE?; velocidade
maxima de deslocamento sistélico do anel mitral (onda S) obtida por Doppler
tissular; e porcentagem de variacdo da area do VE. Adicionalmente, foi calculado o
indice de performance miocardica do VE (indice de Tei). A funcéo diastdlica do VE
foi analisada pelos seguintes indices: razao entre os picos de velocidade de fluxo de
enchimento inicial (onda E) e da contracdo atrial (onda A) do fluxo transmitral;

tempo de desaceleracdo da onda E (TDE); tempo de relaxamento isovolumétrico
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(TRIV) em valor absoluto e normalizado pela frequéncia cardiaca (TRIVn): TRIV/(R-
R)*%, onde R-R ¢é a distancia entre dois complexos R ao eletrocardiograma, em
segundos; e picos de velocidade de deslocamentos diastdlicos inicial do anel mitral

(E’) e tardio do anel mitral (A”) obtidos por Doppler tissular.

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. Foi realizado
ecocardograma final 48 horas apds as avaliacbes finais de esforco e de carga
maxima e, um dia apds a realizacdo do ecocardiograma final, os animais foram
pesados, anestesiados com injecdo intraperitoneal de tiopental (50 mg/kg) e
eutanasiados por decapitacdo. Apds coleta do sangue, o coracdo 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 20°
C, 4000 rpm durante 15 minutos; amostras do soro foram separadas e
armazenadas a -80 °C. A seguir, foram dissecados os musculos gastrocnémios dos
membros pélvicos direito e esquerdo. Imediatamente apds a disseccdo, as amostras
musculares foram pesadas, congeladas em nitrogénio liquido e conservadas a -80
°C. Neste trabalho, somente os musculos gastrocnémios foram estudados. O peso
dos pulmées foi utilizado para avaliacdio do grau de congestdo pulmonar.
Fragmentos do pulmao, 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 histologica do coracao

Amostras anelares do VE foram fixadas em solucdo de formal a 10%
por 24 horas e, a seguir, lavadas em dgua corrente e transferidas para solucdo com

¢ Para o calculo do

etanol 70%, de acordo com método previamente descrito
tamanho do infarto, foi realizado corte do VE na distancia de 5 a 6 mm do apice.
Os valores obtidos nessa regido correspondem a média dos valores obtidos em

cortes de todo o coracdo. Os cortes histolégicos foram corados em lamina com
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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 epicdrdico e endocdrdico
do segmento infartado e a soma das circunferéncias epicardica e endocdrdica totais.

O valor foi expresso em porcentagem do VE.

Analise histologica da musculatura esquelética

O trofismo no musculo gastrocnémio foi avaliado por anilise
morfométrica. Para o preparo das laminas histoldgicas, as 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, entéao, 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
direcdo das fibras. Os cortes foram corados pelo método hematoxilina e eosina. A
area 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 do musculo gastrocnémio. Todas as analises histolégicas foram

realizadas no software Image J, por um mesmo examinador cego ao tratamento.

Avaliacdao do metabolismo energético

Foram analisadas a atividade maxima de enzimas chave que participam
do metabolismo de glicose: hexoquinase (HK, E.C.2.7.1.1), 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 aerdbica: citrato sintase
(CS, E.C. 4.1.3.7) e da oxidacdo de acidos graxos: B-hidroxiacil-CoA desidrogenase
(BHADH, E.C.1.1.1.35) e carnitina palmitoiltransferase 1 (CPT1, EC 2.3.1.21).
Amostras do musculo gastrocnémio (30mg de tecido) foram homogeneizadas em

50 mM de Tris-HCl, 1 mM de EDTA, e coquetel de inibidor de protease, pH 7,4,
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utilizando esferas de zirconio (0,5 mm) durante 5 minutos a 4 °C em
homogeneizador Bullet Blender® (Next Advance, Inc., NY, USA). O lisado foi
centrifugado a 12000 rpm durante 10 min a 4 °C e o sobrenadante foi recolhido.
Todas as atividades enzimaticas foram determinadas a 25 °C utilizando
espectrofotdmetro de microplacas Spectra Max 250 (Molecular Devices, Sunnyvale,
CA). Avaliacdo da enzima hexoquinase foi realizada conforme descrito por Crabtree
& Newsholme (1972) utilizando 20 pL de amostra e tampao de ensaio contendo
75 mM Tris-HCl, 7,5mM MgCl2, 0,8 mM EDTA, 1,5 mM KCl, 4 mM 2
mercaptoetanol, 0,4 mM NADP+, 2,5 mM ATP, 1 mM glicose, 1,4 unidades glicose-
6-fosfato desidrogenase, 0,05% Triton X-100. A reacdo foi iniciada adicionando
glicose e monitorada no comprimento de onda de 340nm ’°. Para avaliacdo da
atividade da fosfofrutoquinase foram utilizados 10 pL de amostra e tampdo de
ensaio contendo 50mM Tris HCl, 2mM MgSO,, 5mM KCl, 0,2mM NADH, 1mM ATP,
3mM de Frutose 6 fosfato (F6P), 2mM de fosfoenolpiruvato (PEP), 2U de lactato
desidrogenase (LDH) e 4U de piruvato quinase (PK), 0,05% triton x-100. A reacéo
foi iniciada pela adicdo da F6P e a oxidacdo de NADH foi acompanhada pela medida
do decréscimo na absorbancia em 340 nm 77, Para a mensuracdo da atividade da
piruvato quinase (PK), utilizamos 2 pL de amostra e tampao contendo mM
KH2PO4, 10 mM MgClZ, 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 340nm em placas ultravioleta (UV) "®. Para as andlises enzimdticas de
LDH, utilizamos kits comerciais da LABTEST, seguindo o protocolo do fabricante
(LDH liquiform, Labtest, Belo Horizonte, MG, BR, ref. 86). A atividade da citrato
sintase foi medida numa mistura de reacdo contendo 100 mM de Tris-HCl, 1 mM
de MgCl2, 1 mM de EDTA, 0,2 mM ditio-bis (dcido 2-nitrobenzéico), 0,3 mM de
acetil-CoA, e 0,5 mM de oxaloacetato (omitido no controle), pH 8,1 e 10 yL da
amostra. A taxa de alteracdo da absorbancia foi monitorada a 412 nm °. A
atividade mdxima da enzima p-hidroxiacil-CoA desidrogenase foi realizada
adicionando 5 pL de amostra em um tampao de reacdo contendo 100mM KH,PO.,
0,4 mM NADH. A reacdo foi iniciada com 54mM de acetoacetil-CoA e as
absorbancias lidas a 340 nm em placa UV de 96 pocos *. A atividade méxima da

enzima carnitina palmitoiltransferase 1 foi avaliada utilizando 10 pL de amostra
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em tampao de ensaio (pH 8,1) constituido de 60mM de Tris-HCl, 1,5mM EDTA,
0,25mM de DTNB, Triton X-100 0,05% (v(v), 0,035mM palmitoil-CoA. A reacio foi
iniciada com a adicdo de 1,25mM L-carnitina e as absorbancias lidas a 412 nm 8.
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 adicionando 10 uL da
amostra em tampao de ensaio contendo 50mM Tris HCl, 2mM MgSO4, 5mM KCl,
0,2mM NADH, 1mM ATP, 3mM de 10mM de Creatina, 2mM de fosfoenolpiruvato
(PEP), 2U de lactato desidrogenase (LDH) e 4U de piruvato quinase (PK), 0,05%
triton x-100. A reacéo foi iniciada pela adicdo da creatina e a oxidacao de NADH foi
acompanhada pela medida do decréscimo na absorbancia em 340 nm em um leitor
de placas de 96 pocos, considerado como branco a auséncia do homogenato. O
ensaio enzimatico para determinacao da atividade de creatina quinase foi realizado
no Departamento de Fisiologia e Biofisica do ICB-USP, sob orientacdo do

pesquisador Dr. Gilson Murata.

Determinacao da concentracao muscular de lactato e glicogénio

Amostras do miusculo gastrocnémio foram desproteinizadas e
homogeneizadas em 3,67% de acido perclérico utilizando esferas de zirconio (0,5
mm) durante 5 minutos a 4C em homogeneizador Bullet Blender® (Next Advance,
Inc., NY, USA), posteriormente neutralizado com solucdo de 3 M de KOH. O lisado
foi centrifugado a 12000 rpm durante 10 min a 4°C e o sobrenadante foi recolhido.
Para a determinacdo da concentracdo de lactato muscular, com dacido perclorico,
utilizamos kit de lactato (LABTEST), considerado como branco o acido perclérico
neutralizado (Lactato enzimatico, Labtest, Belo Horizonte, MG, BR, ref.138). As
absorbancias foram lidas utilizando placa de 96 pocos em espectrofotometro

SpectraMax Plus a 340 nm.
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Para determinacdo da concentracédo de glicogénio, as amostras foram
homogeneizadas como descrito acima. Uma aliquota do sobrenadante foi recolhida
e neutralizada com KHCO; a 1M para determinacdo da concentracédo de glicogénio
utilizando-se o método da amiloglicosidase. Resumidamente, o método é baseado
na conversdo do glicogénio em glicose por acdo da amiloglicosidase (Sigma, Saint
Louis, MO, EUA). A concentracdo de glicose foi determinada utilizando kit comercial
especifico, por método enzimatico-colorimétrico (Glicose Liquiform, Labtest, Belo
Horizonte, MG, BR, ref.133). A concentracéo de glicogénio foi obtida pela avaliacdo
da glicose na amostra apés digestao enzimatica.

A determinacdo da concentracdo muscular de glicogénio e lactato foi
realizada no Departamento de Fisiologia e Biofisica do ICB-USP, sob orientacdo do

pesquisador Dr. Gilson Murata.

Analise da atividade de enzimas antioxidantes e dosagem de hidroperoxido

de lipideo

Amostras de musculo esquelético (100 mg) foram descongeladas e
homogeneizadas em Potter Elvehjem, com pistilo de teflon, com 2 mL de tampao
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
determinacdo de proteinas totais e da atividade das enzimas antioxidantes
superoxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase e dosagem de hidroperoéxido
de lipideo®. As leituras espectrofotométricas foram realizadas no
espectrofotdmetro Pharmacia Biotech (com software Swift II, England) e 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 superéxido dismutase (SOD,
E.C. 1.15.1.1) foi determinada pela alteracdo na reducdo do nitroblue-tetrazélio
(NBT) por radicais superdxido gerados pela mistura NADH (nicotinamida adenina

dinucleotideo reduzido) e fenazina metassulfato em pH fisiolégico. A atividade
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enzimatica da catalase (Cat, E.C. 1.11.1.6) foi determinada em tampao fosfato pH
7,0, utilizando-se 12,5 »L de amostra e peroxido de hidrogénio (30%). As leituras
espectrofotométricas foram realizadas a 240 nm.

A concentracdo de hidroperéxido de lipidio foi determinada pela
oxidacdo do Fe2+ (sulfato ferroso amoniacal). O Fe** formado reage com alaranjado
de xilenol formando composto colorido. Leituras foram realizadas a 560 nm.

As andlises descritas nesta secdo foram realizadas no Laboratoério de
Pesquisa do Departamento de Quimica e Bioquimica do Instituto de Biociéncias de

Botucatu, UNESP, sob orientacdo da Prof. Dra. Ana Angélica Fernandes

Determinacgao de espécies reativas de oxigénio

Para avaliacdo da producdo in situ de espécies reativas de oxigénio do
musculo gastrocnémio foi utilizado dihidroetidio (DHE; Sigma). Resumidamente,
amostras de musculo gastrocnémio 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, entéo, fixados em suportes
metdlicos 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 direcdo das fibras. Os cortes foram incubados em 10 puM de
DHE (diluido em 0,01% de metanol) por 30 min a 37 °C ao abrigo da luz, e entédo
lavados trés vezes em tampdo salina fosfato (PBS) pH 7,4. Em seguida, para corar
os nucleos celulares, os cortes foram incubados com DAPI. As laminas foram
novamente lavadas em PBS e as laminulas alocadas utilizando-se Prolong Gold
Antifade Reagent (Life Technologies). As laminas foram analisadas em microscépio
especifico para deteccdo de imunofluorescéncia (Olympus BX51, equipado com

emissor de fluorescéncia Olympus U-RFL-T e cdmera Olympus DP72, Panasonic).
Quantificacao de proteinas oxidadas

As proteinas oxidadas foram avaliadas pela quantificacdo de grupos
carbonila por kit OxyBlot (Millipore item #S7150), seguindo as instruc¢des do

fabricante.
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Expressao proteica por Western blot

A expressdo das proteinas ERK 1/2 da familia MAPK, da subunidade
p65 da via NF-xB, em suas formas total e fosforilada, do complexo Proteossoma
20S da via ubiquitina proteassoma, e Pax-7 foi avaliada por Western blot, de acordo
com método previamente descrito *>*. Fragmentos do musculo gastrocnémio (50
mg de tecido) foram homogeneizados em 50 mM de Tris-HCI, 1 mM de EDTA, e
inibidores de protease, pH 7,4, utilizando esferas de zirconio (0,5 mm) durante 5
min a 4 °C em homogeneizador Bullet Blender” (Next Advance, Inc., NY, USA). As
amostras das proteinas foram diluidas em tampao Laemmli (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-HCl 240 mM, pH 6,8, poliacrilamida 40%, APS e Temed) e
de resolucdo (Tris-HCl 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 tampao 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 primdrio a membrana foram
bloqueados mediante incubacdo com solucdo a 5% de leite em pé desnatado,
dissolvido em tampao TBS-T, pH 7,4 (Tris-HCl 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 solucédo basal (Tris 1,0 M, pH 2,8, NaCl 5,0 M e
Tween 20) e incubada overnight, a 4°C, com o anticorpo primdrio diluido na
solucdo de bloqueio, sob agitacdo constante. Apds a incubacdo com o anticorpo
primario, a membrana foi lavada e incubada com o anticorpo secunddrio em
solucdo bloqueadora por 90 min. A seguir, a membrana foi lavada com TBST e 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 obtidas
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nas imagens foram quantificadas por densitometria utilizando-se o programa Gel
Pro 3.1. Os resultados obtidos para as proteinas alvo foram normalizados pelos

resultados da proteina constitutiva GAPDH (sc-32233, Santa Cruz Biotechnology).

Analise de ativacao de células satélites

Secdes transversais obtidas em criostato do musculo gastrocnémio
foram lavadas quatro vezes em PBS para remover o Tissue-Tek, fixadas em metanol
por 10 min a 4 °C, lavadas trés vezes e bloqueadas em BSA 5% diluido em PBS por
30 min. As laminas foram incubadas com solucédo de bloqueio contendo o anticorpo
primadrio (anti-NCAM, anti-MyoD e anti-MHC neonatal), durante a noite, a 4 °C.
Apos lavagens com PBS, as laminas foram incubadas com anticorpo secundario
diluido em PBS por 1 h em temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram
lavadas e incubadas com DAPI por 5 min. As laminulas foram alocadas utilizando-
se Prolong Gold Antifade Reagent (Life Technologies). As laminas foram analisadas
em microscopio especifico para deteccdo de imunofluorescéncia (Olympus BX51,
equipado com emissor de fluorescéncia Olympus U-RFL-T e camera Olympus DP72,

Panasonic).

Analise estatistica

Os resultados estdo apresentados em média e desvio padrdo ou
mediana e quartis, de acordo com a distribuicdo. Para variaveis paramétricas, as
comparacdes entre os grupos foram realizadas por andlise de variancia
complementada pelo teste de Student-Newman-Keuls. Para varidveis néao
paramétricas, as comparagdes entre os grupos foram realizadas pelo teste de
Kruskal-Wallis. O teste de Goodman foi utilizado para comparar a frequéncia de
sinais clinico e patolégicos de insuficiéncia cardiaca entre os grupos infartados. O

nivel de significancia considerado foi de 5%.
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1. Caracterizacdo dos grupos experimentais e variaveis anatomicas

Ap6s a indugdo do infarto, o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca
ocorre, habitualmente, em ratos com infartos moderados a grandes, que acometem
porcentagem equivalente ou superior a 30% da massa do ventriculo esquerdo.
Portanto, ratos com infartos pequenos, menor que 30%, foram excluidos do
presente estudo apds andlise histolégica, totalizando 13 animais do grupo IM-S, 7
do grupo IM-R e 12 do grupo IM-A. Além disso, durante o experimento morreram
4 ratos do grupo IM-S, 1 do grupo IM-R e 2 do grupo IM-A. Sendo assim,
terminamos o estudo com 20 animais no grupo Sham, 9 no grupo IM-S, 13 no
grupo IM-R e 9 no grupo IM-A.

A frequéncia dos sinais de insuficiéncia cardiaca estd apresentada na
Tabela 3. O grupo IM-S (n=9) 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-A (n=9),
trombo em 4&trios e efusdo pleural foram observados em 2 animais, congestdo
pulmonar em 1 e ascite em 4. No grupo IM-R (n=13), trombos em datrios e
congestdo pulmonar foram observados em 3 ratos, efusao pleural e hipertrofia do
VD em 4 e ascite em 2 ratos. A frequéncia dos sinais de insuficiéncia cardiaca nao
diferiu significativamente entre os grupos infartados.

O peso corporal inicial e final ndo diferiu entre os grupos. As variaveis
anatomicas estdo apresentadas na Tabela 4. O peso absoluto e normalizado pelo
peso corporal dos &trios e pulmdes foram maiores nos grupos IM-S e IM-R
comparados ao Sham. O peso absoluto do VD foi maior nos grupos IM-S e IM-R que
no grupo Sham; no grupo IM-A, essa varidvel foi menor que nos grupos IM-S e IM-
R. O peso do musculo gastrocnémio, em valor absoluto, foi menor no grupo IM-A
que no Sham; quando normalizado pelo peso corporal, ndo diferiu entre os grupos.

O tamanho do infarto, avaliado por analise histolégica do ventriculo
esquerdo, ndo diferiu entre os grupos (IM-Sed 39,6 + 5,9%; IM-A 42,8 + 8,9%; IM-
R 38,2 + 6,4%, p>0,05).
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2. Teste de esforco

No teste de esforco realizado antes do protocolo de exercicios, a
distancia percorrida e o tempo de permanéncia na esteira nao diferiram entre os
grupos infartados, que apresentaram pior capacidade funcional que o grupo Sham.
Ao final do periodo experimental, o desempenho fisico foi melhor no grupo IM-A
que nos demais grupos, caracterizado por maior distancia percorrida e tempo de

permanéncia na esteira (Tabela 5).

3. Teste de carga maxima

O teste de carga maxima foi realizado antes e apés os protocolos de
exercicios. Na avaliacdo inicial, apenas o grupo IM-S obteve menor valor de carga
maxima comparado ao Sham. Ao final do periodo de exercicio, o grupo IM-R obteve
valor estatisticamente maior no teste de carga maxima que os demais grupos

(Figura 1).

4. Avaliacao ecocardiografica

Na Tabela 6, estdo apresentadas as varidveis cardiacas estruturais e
nas Tabelas 7 e 8, as varidveis de funcdo do VE antes do protocolo de exercicios
fisicos. Os grupos com IM apresentaram hipertrofia ventricular caracterizada por
aumento dos didmetros sistolico e diastdlico do VE, da espessura diastélica da
parede posterior do VE, da massa do VE e das areas diastdlica e sistdlica do VE.
Funcionalmente, os grupos infartados apresentaram disfuncdo sistdlica,
caracterizada pela reducdo das porcentagens de encurtamento endocdrdico e
mesocardico, da velocidade de encurtamento da parede posterior, da fracdo de
ejecdo, da porcentagem de variacdo da drea do VE, e de aumento do indice de Tei.
Apenas o grupo IM-R apresentou reducdo das ondas S comparado ao grupo Sham.
Em relacdo a funcao diastdlica, o grupo IM-S apresentou aumento da onda E mitral
em relacdo aos grupos Sham e IM-A. O grupo IM-A apresentou aumento do tempo

de relaxamento isovolumétrico em valores absolutos ou normalizados pela
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frequéncia cardiaca em relacdo ao Sham. A relacdo E/E’ média foi maior nos grupos
IM-Sed e IM-R que no Sham.

Os dados referentes a avaliacdo ecocardiogrédfica ao final do
experimento estdo apresentados nas Tabelas 9 a 11. Os grupos com infarto do
miocardio mantiveram o padrao de hipertrofia ventricular observado na avaliacdo
inicial. O grupo IM-R teve menor espessura relativa da parede do VE que o grupo
IM-A.

Funcionalmente, os ratos infartados persistiram com disfuncao
sistélica, caracterizada pela reducdo das porcentagens de encurtamento
endocdrdico e mesocdrdico, da fracdo de ejecdo, da porcentagem de variacdo de
area. Entretanto, a reducdo da onda S média, observada inicialmente apenas no
grupo IM-R, foi reduzida em todos os grupos infartados comparados ao Sham. A

funcdo diastélica nao diferiu entre os grupos.

5. Analise histoldgica da musculatura esquelética

As areas seccionais das fibras do musculo gastrocnémio, mensuradas
em cortes histolégicos corados por hematoxilina e eosina, ndo diferiram
estatisticamente entre os grupos (Sham 3.660 + 701, IM-S 3.594 + 500, IM-A 4.200
+ 521, IM-R 3.885 + 462, p>0,05).

6. Atividade de enzimas do metabolismo energético

A atividade de enzimas que participam do metabolismo de glicose e
acido graxos no musculo gastrocnémio nao diferiu significativamente entre os
grupos, exceto pelo aumento da atividade da piruvato quinase no grupo IM-S
comparado aos demais grupos e da atividade da BHADH no grupo IM-S em relacéo

ao Sham (Tabela 12).
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7. Atividade de enzimas antioxidantes

A atividade da superodxido dismutase foi menor no grupo IM-S que nos
grupos Sham e IM-R. A atividade da catalase foi maior e a da glutationa peroxidase
menor nos grupos infartados em relacdo ao Sham. O protocolo de exercicio aerébio
foi capaz de atenuar a queda na atividade dessa enzima, quando comparado ao
grupo de animais sedentdrios e de animais que realizaram exercicio resistido

(Tabela 13).

8. Producao de espécies reativas de oxigénio

A producdo de espécies reativas de oxigénio, avaliada pela oxidacdo de
DHE detectada por imunofluorescéncia, foi maior no grupo IM-S que no grupo
Sham (Sham 1,00 = 0,78; IM-S 1,97 = 0,39; IM-A 1,35 + 0,63; IM-R 1,50 = 0,47
unidades arbitrarias; p<0,05 IM-S vs Sham; Figura 3).

9. Concentracao muscular de hidroperoxido de lipideo

A concentracdo de hidroperéxido de lipideo no gastrocnémio foi
menor no grupo IM-A comparado aos demais grupos [Sham 99,5 (83,4-117); IM-S
105 (94,5-135); IM-A 65,6 (59,8-81,7); IM-R 108 (89,4-116) nmol/g de tecido;
Figura 4].

10. Carbonilagao proteica

Foi quantificada a expressdo de proteinas carboniladas de peso
molecular entre 25 e 100 KDa no musculo gastrocnémio, que nao diferiu entre os
grupos (Sham 1,00 + 0,41; IM-S 0,69 = 0,33; IM-A 0,46 + 0,14; IM-R 0,55 * 0,36
unidades arbitrarias; P>0,05; Figura 5).
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11. Expressao proteica por Western blot

A expressdo das proteinas phospho-ERK, ERK total, phospho-p65 NF-
kB, p65NF-kB total, proteassoma 20S e Pax-7, normalizadas pela expressdo da
proteina GAPDH, néo diferiu entre os grupos (Tabela 14; Figura 6).

12. Ativacao de células satélites

A ativacdo de células satélites, avaliada por marcacdo
imunofluorescente das proteinas miosina neonatal, MyoD e NCAM nao foi

estatisticamente diferente entre os grupos (Figuras 7 a 9).
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Tabela 3. Frequéncia (porcentagem e niimero absoluto) de sinais clinico e andtomo-

patolégicos de insuficiéncia cardiaca

IM-S IM-A IM-R

(n=9) (n=9) (n=13)
Trombo em atrios 11% (1) 22% (2) 23% (3)
Efuséo pleural 1% (1) 22% (2) 30% (4)
Congestao pulmonar 44% (4) 11% (1) 23% (3)
Hipertrofia do VD 33% (3) — 30% (4)
Ascite 22% (2) 44% (4) 15% (2)

IM-S: infarto do miocardio sedentario; IM-A: infarto do miocardio submetido a exercicio
aerobio; IM-R: infarto do miocardio submetido a exercicio resistido; n: nimero de animais;
VD: ventriculo direito. Teste de Goodman; P>0,05.

Tabela 4. Variaveis anatdmicas

Sham IM-S IM-A IM-R
(n=20) (n=09) (n=09) (n=13)

PC (g) 532 + 47 544 + 63 511 + 53 528 + 78

VE (U/S) 4,05 (3,78-4,26) 4,38 (3,94-5,10) 4,00 (3,77-4,42) 4,20 (4,08-4,28)

VD (g) 0,23 (0,21-0,26) 0,36 (0,29-0,47)* 0,22 (0,20-0,27)* 0,34 (0,30-0,52)*t

VD/PC (mg/g) 0,44 (0,40-0,47) 0,71 (0,52-0,90)* 0,46 (0,36-0,56) 0,65 (0,55-1,01)*t

VD (U/S) 4,05 (3,80-4,26) 4,38 (3,94-5,10) 4,00 (3,77-4,42) 4,20 (4,08-4,28)

Atrios 0,10 (0,08-0,11) 0,15 (0,11-0,31)* 0,15 (0,10-0,21) 0,17 (0,14-0,23)*

Atrios/PC (mgl/g) 0,20 (0,15-0,24) 0,32 (0,21-0,54)* 0,27 (0,20-0,35) 0,31 (0,23-0,46)*

Atrios (UIS) 4,18+0,85 4,50 + 1,25 4,48+ 0,95 4,23+0,70
Pulmio (g) 1,93 + 0,62 2,98 + 0,89 2,39 £ 0,53 2,64 + 0,70
Pulm3o/PC (mg/g) 3,61+ 1,05 5,62 + 1,92* 4,67+ 1,00 5,20 + 1,97

Pulmao (U/S)
Gastro (g)
Gastro/PC (mg/g)

4,49 (4,38-4,54)
2,85 (2,57-3,03)
5,45 (4,70-5,86)

4,28 (3,89-4,87)
2,50 (2,38-2,85)
4,86 (4,45-5,09)

4,87 (4,30-5,32)
2,40 (2,13-2,60)
4,50 (4,42-5,40)

4,50 (4,17-4,90)
2,67 (2,29-2,91)
4,84 (4,54-5,19)

IM-S: infarto do miocardio sedentario; IM-A: infarto do miocardio submetido a exercicio aerdbio; IM-
R: infarto do miocardio submetido a exercicio resistido. PC: peso do corpo; VE: peso do ventriculo
esquerdo; VD: peso do ventriculo direito; U/S: relagdo entre peso Umido e peso seco; Gastro: peso
do musculo gastrocnémio. Dados expressos em média + desvio padrdao ou mediana e percentis.
Andlise de varidncia com pos teste de Student-Newman-Keuls ou Mann Whitney. P<0,05: * vs Sham; # vs

IM-Sed; T vs IM-A.
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Tabela 5. Distancia e tempo percorridos no teste de esforco em esteira antes e apds

treinamento fisico.

Sham IM-S IM-A IM-R
(n=14) (n=8) (n=8) (n=10)
Tempo Inicial 29,5 + 3,09 23,4 +3,31* 24,0 + 3,93* 24,1 + 3,49*
(minutos)  Final 24,9 (20,8-27,4) 22,4 (19,3-25,1) 34,8 (31,0-37,8)# 24,8 (22,3-25,6)t
Distancia Inicial 482 + 90,7 315+ 81,1* 335 + 103* 334 + 92,0
(metros) Final 328 + 93,6 282 +72,4 563 + 150*# 336 + 52,7

IM-S: infarto do miocardio sedentario; IM-A: infarto do miocardio submetido a exercicio aerébio; IM-R: infarto do miocardio
submetido a exercicio resistido; n: nimero de animais. Dados expressos em média + desvio padrao ou mediana e percentis.
Andlise de variancia com pos teste de Student-Newman-Keuls ou Mann Whitney; P<0,05: * vs Sham; # vs IM-Sed; t vs IM-
A.

Tabela 6. Avaliacdo ecocardiografica inicial dos parametros estruturais do coracdo

Sham IM-S IM-A IM-R

(n=20) (n=09) (n=09) (n=13)
PC (9) 463 +41,9 458 + 42,7 443 £42,4 447 £ 46,9
DDVE (mm) 8,02 (7,74-8,37) 10,4 (10,0-10,9)* 9,64 (9,05-10,2)* 9,79 (9,63-10,4)*
I(Drrr:;ﬁsgc) 17,7 (16,9-18,5) 23,2 (21,1-25,2)* 23,5 (19,2-24,7)* 21,9 (20,9-26,2)*
DSVE (mm) 4,10 (3,85-4,32) 8,16 (7,97-8,69)" 7,16 (6,50-8,55)* 7,89 (7,15-8,62)*
EDPP (mm) 1,32 (1,27-1,37) 1,65 (1,52-1,96)* 1,57 (1,48-1,73)* 1,65 (1,49-1,76)*
EDSIV (mm) 1,33 (1,27-1,37) 1,53 (1,30-1,98) 1,35 (1,19-1,44) 1,40 (1,27-1,63)
Esp.rel.VE 0,33 (0,32-0,34) 0,31 (0,30-0,35) 0,34 (0,29-0,38) 0,32 (0,30-0,37)
AO (mm) 4,01 (3,83-4,01) 3,94 (3,74-4,01) 3,83 (3,81,97) 3,83 (3,57-4,01)
AE (mm) 5,38 (5,15-5,66) 7,66 (6,66-8,50)" 6,57 (6,09-6,86)* 6,75 (6,18-7,56)*
AE/AO 1,36 (1,30-1,41) 1,94 (1,66-2,33)* 1,67 (1,53-1,78)* 1,80 (1,53-2,04)*

AE/PC (mm/Kg)
Massa VE (g)
ind. MVE (g/Kg)

Area diast. (mm?)

Area sist. (mm?)

11,8 (10,5-12,7)
0,73 (0,66-0,80)
1,56 (1,51-1,68)
45,5 (37,1-49,4)
15,8 (12,5-17,7)

17,4 (13,9-19,6)*
1,53 (1,21-1,75)*
3,58 (2,63-3,97)
86,1 (77,8-101,8)*
61,6 (55,2-74,5)*

14,1 (13,2-16,4)*
1,15 (1,07-1,24)*
2,64 (2,43-2,96)*
71,5 (67,5-86,0)"
50,4 (37,6-65,5)

15,0 (12,9-17,2)*
1,13 (1,08-1,73)*
2,74 (2,42-3,73)

77,60 (71,85-90,60)
52,2 (42,8-60,4)*

Perimetro (mm) Sham 36,32 £2,88 33,62 +2,21 34,38 + 3,03
IM perimetro (mm) Sham 13,8 (12,2-17,1) 11,8 (9,4-16,6) 13,0 (10,0-16,6)
% infarto Sham 41,17 + 7,61 37,85+ 10,76 37,56 £6,72

IM-S: infarto do miocardio sedentario; IM-A: infarto do miocardio submetido a exercicio aerébio; IM-R: infarto do
miocardio submetido a exercicio resistido; n: nimero de animais. PC: peso corporal; DDVE e DSVE: diametros
diastdlico e sistolico do ventriculo esquerdo (VE), respectivamente; EDPP e EDSIV: espessuras diastélicas da
parede posterior do VE e do septo interventricular, respectivamente; Esp. rel. VE: espessura relativa do VE; AO:
diametro da aorta; AE: diametro do atrio esquerdo; ind. MVE: indice de massa do VE; Area diast. e Area sist.:
areas diastdlica e sistélica do VE, respectivamente; IM: infarto do miocéardio. Dados expressos em média + desvio
padréo ou mediana e percentis; andlise de variancia com poés teste de Student-Newman-Keuls ou Mann Whitney;
* P<0,05 vs Sham.

RESULTADOS 36



Tabela 7. Avaliacdo ecocardiografica inicial da funcéo sistélica do VE

Sham IM-S IM-A IM-R
(n=20) (n=09) (n=09) (n=13)
FC (bpm) 284 + 25,6 295 + 26,1 290 + 54,0 275+ 23,9
% enc. endoc. 48,8 + 3,77 20,7 + 6,20* 23,2 +5,81* 21,9 +£6,24*
% enc. mesoc. 56,0 + 3,32 31,4 +5,78* 33,3 £ 5,32* 32,4 +5,99*
VEPP (mm/s) 39,8 +5,44 245+ 7,67* 31,2 £ 8,53* 28,6 + 8,37*
Tei 0,45 (0,43-0,53) 0,74 (0,61-0,89)* 0,70 (0,54-0,80)* 0,76 (0,62-0,82)*
FE (%) 86 (84-88) 51 (42-57)* 59 (46-62)* 50 (41-59)*
FVA (%) 66,2 (62,7-69,2) 26,1 (20,3-37,4) 28,2 (26,5-43,6)* 33,1 (29,1-40,1)*
S lateral (cm/s) 3,64 £ 0,45 3,26 + 0,49 3,26 + 0,66 3,03 £0,43"
S septal (cm/s) 3,31 10,31 3,01 0,28 3,11+£0,48 2,76 + 0,59*
S média (cm/s) 3,47 +0,33 3,13 £0,36 3,18 £0,55 2,90 +0,46*

IM-S: infarto do miocardio sedentario; IM-A: infarto do miocardio submetido a exercicio aerébio; IM-R: infarto do
miocardio submetido a exercicio resistido; n: nUmero de animais. VE: ventriculo esquerdo; FC: frequéncia cardiaca
(batimentos por minuto); % enc. endoc. e mesoc.: porcentagem de encurtamento endocardico e mesocardico,
respectivamente; VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior; Tei: indice de performance miocardica;
FE: fragdo de ejegdo; FVA: fragédo de variagcdo de area do VE; S: velocidade maxima de deslocamento sistolico do
anel mitral das paredes lateral e septal e sua média. Dados expressos em média + desvio padrao ou mediana e
percentis. Analise de variancia com pos teste de Student-Newman-Keuls ou Mann Whitney; P<0,05: * vs Sham.

Tabela 8. Avaliacdo ecocardiografica inicial da funcao diastolica do VE

Sham
(n=20)

IM-S
(n=09)

IM-A
(n=09)

IM-R
(n=13)

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

TRIV (ms)

TDE (ms)
TRIVn

E’ lateral (cm/s)
E’ septal (cm/s)
E’ media (cm/s)
A’ lateral (cm/s)
A’ septal (cm/s)
A’ media (cm/s)

E/E’ media

78,5 (75,0-84,8)
47,0 (44,0-53,0)
1,70 (1,49-1,87)
26,0 (22,0-26,0)
48,5 (45,0-56,0)
54,6 + 6,72
4,09 £ 0,81
4,21+0,74
4,15+ 0,72
3,43 + 1,05
2,94 + 0,86
3,18 + 0,85
19,8 £ 3,69

99,0 (89,0-108,5)*
44,0 (21,0-65,0)
2,02 (1,38-5,55)
30,0 (25,0-33,0)
39,0 (35,5-46,3)
63,0 + 10,68
4,33 +0,86
3,87 + 0,61
4,10 £ 0,52
3,32+1,18
3,33 + 1,09
3,33+1,03
24,5 + 5,38*

77,5 (68,8-90,5)"
54,5 (41,0-81,8)
1,34 (1,15-1,76)

33,0 (30,0-37,0)*
41,0 (6,00-55,0)

70,7 + 11,05*
3,63 + 0,66
3,80 + 1,04
3,66 + 0,47
3,98 +1,33
3,49 +1,20
3,73+1,23
21,3+3,22

83,0 (77,0-100,5)
42,0 (22,5-58,0)
1,58 (1,39-3,86)
30,0 (24,0-32,5)
43,0 (37,0-58,3)
62,0 + 13,26
3,75+ 0,58
3,77 + 0,76
3,76 + 0,50
2,89 +0,71
3,15+ 0,79
3,02 + 0,71
24,5 + 6,44*

IM-S: infarto do miocardio sedentario; IM-A: infarto do miocardio submetido a exercicio aerébio; IM-R: infarto do miocardio
submetido a exercicio resistido; n: nimero de animais. VE: ventriculo esquerdo; E/A: razdo entre picos de fluxo de
enchimento inicial (onda E) e da contragdo atrial (onda A) do fluxo transmitral; TRIV: tempo de relaxamento
isovolumétrico; TDE: tempo de desaceleragdo da onda E mitral; TRIVn: TRIV normalizado pela frequéncia cardiaca; 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. Analise de variancia e pos teste de Student-
Newman-Keuls ou Mann Whitney; P<0,05: * vs Sham; # vs IM-Sed.
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Tabela 9. Avaliacdo ecocardiografica final dos parametros estruturais do coracéo

Sham IM-S IM-A IM-R

(n=20) (n=9) (n=9) (n=13)
PC Final (g) 548 (519 — 574) 531 (506 — 574) 507 (464 — 556) 526 (476 — 573)
DDVE (mm) 8,31+ 0,41 11,1 £ 0,88* 10,3 + 0,89 10,9 + 0,82*
DDVE/PC (mm/Kg) 15,0 (14,4-16,3) 21,5 (18,5-22,2)* 20,4 (19,3-20,8)* 20,8 (19,8-22,4)*
DSVE (mm) 4,14 (3,96 -4,30) 8,92 (8,33-9,65) 7,56 (6,71-8,93) 8,71 (7,83 -9,36)*
EDPP (mm) 1,40 (1,38-1,45) 1,80 (1,63-2,03)* 1,86 (1,69-2,00)* 1,69 (1,59-1,73)*
EDSIV (mm) 1,42 ( 1,40-1,45) 1,69 (1,35-1,89) 1,84 (1,33-1,99) 1,57 (1,31-1,78)
Esp. rel. VE 0,35 (0,33-0,36) 0,32 (0,30-0,36) 0,36 (0,34-0,38) 0,31 (0,28-0,32)*t
AO (mm) 4,20+0,16 4,01 £0,23 4,02+0,13 4,06 + 0,27
AE (mm) 5,66 (5,29-6,13 8,76 (6,82-9,23)* 7,23 (7,04-7,61)* 8,10 (6,85-8,74)*
AE/AO 1,37 (1,25-1,43 2,22 (1,60-2,36)* 1,81 (1,74-1,84)* 1,86 (1,78-2,24)*

AE/PC (mm/Kg)
Massa VE (g)
ind. MVE (g/Kg)
Area diast. (mm?)
Area sist. (mm?)

Perimetro (mm)

IM perimetro (mm)

% infarto

0,85 (0,76-0,92
1,53 (1,46-1,70
49,2 (47,2-51,2)
14,7 (14,1-17,6)

Sem infarto

)
)
10,5 (9,22-11,1)
)
)

Sem infarto

Sem infarto

(
15,9 (11,8-17,6)*
1,66 (1,44-2,07)*
3,32 (2,63-4,11)*
89,9 (83,7-98,7)
64,5 (54,0-67,5)*
37,2+ 2,86
15,5 + 3,73
412775

14,1 (12,8-15,7)*
1,39 (1,30-1,98)*
3,03 (2,72-3,99)
79,3 (67,1-105)*
49,5 (44,2-71,3)*
35,2 + 3,59
13,0 + 3,31
36,5 + 5,64

14,6 (12,6-17,2)*
1,61 (1,37-1,79)*
3,07 (2,49-3,49)*
93,5 (78,6-107)*
59,5 (46,3-77,1)*
36,9 + 3,00
13,5+ 4,17
36,1 + 9,44

IM-S: infarto do miocardio sedentario; IM-A: infarto do miocardio submetido a exercicio aerébio; IM-R: infarto
do miocardio submetido a exercicio resistido; n: nimero de animais. PC: peso corporal; DDVE e DSVE:
diametros diastolico e sistdlico do ventriculo esquerdo (VE), respectivamente; EDPP e EDSIV: espessuras
diastdlicas da parede posterior do VE e do septo interventricular, respectivamente; Esp. rel. VE: espessura
relativa do VE; AO: didmetro da aorta; AE: didmetro do atrio esquerdo; ind. MVE: indice de massa do VE; Areas
diast. e sist.: areas diastdlica e sistolica do VE, respectivamente; IM: infarto do miocardio. Dados expressos em

média + desvio padrao ou mediana e percentis. Analise de varidncia com pos teste de Student-Newman-Keuls
ou Mann Whitney; P<0,05: * vs Sham; t vs IM-A.
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Tabela 10. Avaliacdo ecocardiografica final da funcéo sistélica do VE

Sham IM-S IM-A IM-R
(n=20) (n=9) (n=9) (n=13)
FC (bpm) 276 + 38,8 301+ 32,3 292 + 37,2 292 + 20,5
% enc. endoc. 50,1 + 3,58 19,8 + 6,28* 26,3 + 10,9* 21,1 £ 6,45*
% enc. mesoc. 57,2 (55,1-59,1) 29,2 (26,4-33,7)* 37,2 (31,2-39,9)* 31,3 (27,6-36,0)*
VEPP (mm/s) 41,1+ 5,68 25,4 + 9,35* 29,9 + 6,56 28,0 + 6,20*
Tei 0,46 + 0,06 0,62 + 0,14* 0,61 + 0,09* 0,66 + 0,12
FE (%) 88 (85-90) 46 (40-55)* 60 (46-64)* 53 (42-60)*
FVA (%) 68,5 + 4,73 29,7 + 8,92 33,6 + 9,35* 34,5 + 12,2*
S lateral (cm/s) 3,62 £ 0,47 3,07 £ 0,62 3,14 + 0,74 3,00 + 0,54*
S septal (cm/s) 3,49 £ 0,37 2,53 + 0,44 3,08 £ 0,72 2,85+ 0,51*
S média (cm/s) 3,55 + 0,36 2,80 + 0,49* 3,11 £ 0,70* 2,93 + 0,45*

IM-S: infarto do miocardio sedentario; IM-A: infarto do miocardio submetido a exercicio aerébio; IM-
R: infarto do miocardio submetido a exercicio resistido; n: nimero de animais. FC: frequéncia
cardiaca (batimentos por minuto); % enc. endoc. e mesoc.: porcentagem de encurtamento
endocardico e mesocardico, respectivamente; VEPP: velocidade de encurtamento da parede
posterior; Tei: indice de performance miocardica; FE: fracdo de ejecdo; S: velocidade maxima de
deslocamento sistélico do anel mitral das paredes lateral e septal e sua média. Dados expressos
em média * desvio padrao ou mediana e percentis. Analise de variancia com pos teste de Student-
Newman-Keuls ou Mann Whitney; P<0,05: * vs Sham.

Tabela 11. Avaliacdo ecocardiografica final da funcao diastdlica do VE

Sham IM-S IM-A IM-R

(n=20) (n=9) (n=9) (n=13)
E mitral (cm/s) 77,0 (73,0-85,0) 102 (75,8-123) 80,0 (66,0-85,0) 77,5 (71,0-122)
A mitral (cm/s) 50,1 + 15,8 38,6 +27,7 59,41+ 23,2 47,3 +£20,8
E/A 1,71 (1,36-1,82) 4,27 (1,27-6,12) 1,16 (0,91-1,54) 1,41 (1,23-5,77)
TRIV (ms) 25,8 +3,19 26,6 +5,20 29,0 +6,91 27,5 +4,27
TDE (ms) 51,0 (48,0-55,8) 33,0 (33,0-51,0) 47,0 (30,8-62,5) 39,5 (37,0-53,0)
TRIVn 52,6 (49,7-61,1) 57,0 (49,0-69,0) 63,7 (54,7-74,2) 59,3 (53,2-68,5)
E’ lateral (cm/s) 4,24 £ 0,86 4,39 + 1,06 3,69 + 1,68 4,23 1,11
E’ septal (cm/s) 4,09 £ 0,67 3,97 +1,22 3,79+ 0,80 3,62 +0,94
E’ media (cm/s) 4,16 £ 0,68 4,18 £0,76 3,74 + 1,11 3,92 + 0,56
A’ lateral (cm/s) 3,58 + 1,31 3,44 + 1,31 3,96 + 1,58 3,75 + 0,90
A’ septal (cms) 3,25+ 1,12 3,40 £ 1,23 3,82 + 0,87 3,05+0,78
A’ media (cm/s) 3,67 + 1,26 3,31 +1,35 4,01+1,59 3,83+ 0,79
E/E’ media 18,4 (16,4-21,7) 22,5 (20,4-24,9) 21,6 (16,1-23,9) 21,8 (18,8-27,8)
E'IA’ 1,29 + 0,54 1,38 £ 0,42 1,05 £ 0,49 1,07 £0,30

IM-S: infarto do miocardio sedentario; IM-A: infarto do miocardio submetido a exercicio aerébio; IM-
R: infarto do miocardio submetido a exercicio resistido; n: nimero de animais. E/A: razdo entre picos
de fluxo de enchimento inicial (onda E) e da contragao atrial (onda A) do fluxo transmitral; TRIV:
tempo de relaxamento isovolumétrico; TDE: tempo de desaceleragao da onda E mitral; TRIVn: TRIV
normalizado pela frequéncia cardiaca; E’: velocidade de deslocamento diastdlico inicial do anel
mitral; A’: velocidade de deslocamento diastélico tardio do anel mitral. Dados expressos em média
* desvio padrdao ou mediana e percentis. Analise de variancia com pds teste de Student-Newman-
Keuls ou Mann Whitney; P>0,05.
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Tabela 12. Atividade de enzimas

envolvidas no metabolismo energético

concentracdo muscular de lactato e glicogénio.

IM-A IM-R
n=8 n=8

Sham IM-S
n=8 n=8

6.15 (5.30-7.15)  5.97 (5.23-7.63)
18.9 (18.1-19.9)  24.2 (17.5-33.4)
51.9 +19.6 54.2 +18.8
1.47 £ 0.67 1.28 +0.48
20.5 (13.4-23.4)  20.6 (7.02-25.2)
1.69 +0.38 # 1.64 £0.27 #
1.51+0.32 1.53 +0.29

Lactato 6.23 (4.88-7.65) 6.87 (5.86-7.51)
Glicogénio 20.1 (18.9-23.7)  18.3 (14.0-22.4)
CK 40.0+£18.3 38.6 +14.4
HK 1.82£1.09 1.23 £ 0.61
PFK 18.2(10.2-21.6) 17.7 (9.12-25.1)
PK 1.53 £0.49 2.07+£035"

LDH 1.58 + 0.31 1.92 +£0.43

CS 4.91+1.08
CPT1 0.74 £0.18
BHADH 14.2 (10.0-16.0)

5.52 +1.10
0.90 +0.18
23.6 (18.7-32.6)*

5.81+1.58
0.87 +0.15
15.9 (13.8-18.0)

5.05 + 1.39
0.80 +0.18
15.2 (11.9-18.8)

IM-S: infarto do miocardio sedentario; IM-A: infarto do miocardio submetido a exercicio aerébio; IM-R: infarto do
miocardio submetido a exercicio resistido; n: nimero de animais. Unidades: Lactato, mg/g tecido; Glicogénio,
mg/g tecido; Creatina quinase (CK), nmol/min*mg prot; Hexoquinase (HK), nmol/min*mg prot; Fosfofrutoquinase
(PFK), nmol/min*mg prot; Piruvato quinase (PK), pmol/min*mg prot; Lactato desidrogenase (LDH), pmol/min*mg
prot; Citrato sintase (CS), nmol/min*mg prot; Carnitina palmitoiltransferase 1 (CPT1), nmol/min*mg prot; -
hidroxiacil CoA desidrogenase (BHADH), nmol/min*mg prot. Dados expressos em média + desvio padrao ou
mediana e percentis. Andlise de variancia com pds teste de Student-Newman-Keuls ou Mann Whitney; P<0,05:
* vs Sham; # vs IM-Sed.

Tabela 13. Atividade de enzimas antioxidantes

Sham
(n=8)

IM-S
(n=8)

IM-A
(n=8)

IM-R
(n=8)

SOD
CAT
GPX

14.8 +3.18
30.0 +7.11
84.6 (81.0-95.2)

10.7 £ 1.85*
42.2 + 6.66"

65.3 (54.7-69.1)*

12.0+2.76
39.6 + 7.87*
70.6 (64.5-79.6)#

14.9 + 2.89#
38.7 +7.83"
54.7 (51.9-67.6) t

IM-S: infarto do miocardio sedentario; IM-A: infarto do miocardio submetido a exercicio aerdbio; IM-R: infarto
do miocardio submetido a exercicio resistido; n: nUmero de animais. Unidades: Superéxido dismutase
(SOD), nmol/mg prot; Catalase (CAT), umol/g tecido; Glutationa peroxidase (GPX), nmol/mg tecido. Dados
expressos em média + desvio padrdao ou mediana e percentis. Andlise de variancia com pds teste de
Student-Newman-Keuls ou Mann Whitney; P<0,05: * vs Sham; # vs IM-S; t vs IM-A.

Tabela 14. Expressdo proteica no musculo gastrocnémio

e

Sham

IM-S

IM-A

IM-R

p-p65
p65
p-ERK
ERK
P20S
Pax-7

0,56 (0,51-1,75
1,02 (0,68-1,13
1,00 (0,70-1,30
0,96 (0,71-1,21
1,00 £ 0,40
1,00 + 0,95

~ ~— ~— ~—

0,88 (0,44-0,91
1,20 (0,63-1,50
0,89 (0,54-5,76
1,51 (0,93-5,77
1,32 £ 0,31
0,79 + 0,36

~ ~— ~— ~—

0,66 (0,39-0,86
1,64 (1,24-2,24
0,82 (0,28-2,02
1,61 (0,70-2,63
1,05 £ 0,52
1,31+ 0,69

~— ~— ~— ~—

0,79 (0,61-0,84
1,18 (0,75-1,57
0,43 (0,22-1,81
1,13 (0,97-2,35
1,28 + 0,59
0,64 + 0,48

~— ~— ~— ~—

IM-S: infarto do miocardio sedentario; IM-R: infarto do miocardio submetido a exercicio resistido; IM-A: infarto do
miocardio submetido a exercicio aerdbio; n = 7 por grupo. Expresséo proteica normalizada pela expressdo da GADPH.
Analise de varidncia com pos teste de Student-Newman-Keuls ou Mann Whitney; P>0,05.
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Tabela 15. Anadlise de imunofluorescéncia

Sham IM-S IM-A IM-R
(n=6) (n=8) (n=5) (n=6)

Miosina Neonatal 0,75 (0,75-1,50) 0,75 (0,19-1,50) 0,75 (0,38-1,50) 0,75 (0,75-1,50)

MyOD 0,67 (0,67-1,50) 0,33 (0,00-0,67) 0,67 (0,00-1,00) 0,67 (0,00-1,00)

NCAM 0,86 (0,86-1,07) 0,43 (0,00-0,86) 0,86 (0,43-2,14) 1,29 (0,86-1,93)

IM-S: infarto do miocardio sedentario; IM-R: infarto do miocardio submetido a protocolo de exercicio resistido; IM-A:

infarto do miocardio submetido a exercicio aerdbico; n: numero de animais. Teste estatistico de Mann Whitney;
P>0,05.

750 l

600

450

300

Carga maxima (g)

150

Inicio Final

mSham @IM-S OIM-A OIM-R

Figura 1. Capacidade maxima de carga obtida em teste de esforco realizado antes

(Inicio) e apés (Final) periodo de treinamento resistido. IM-S: infarto do

miocardio sedentdrio (n=7); IM-A: infarto do miocardio submetido a

exercicio aerobio (n=7); IM-R: infarto do miocardio submetido a exercicio

resistido (n=11); Sham (n=4); Dados expressos em média + desvio padrao.

Analise de variancia com pds teste de Student-Newman-Keuls. P<0,05: * vs

Sham; # vs IM-Sed; t vs IM-R.
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Figura2. A) Cortes histolégicos do miusculo gastrocnémio corados com
hematoxilina-eosina, objetiva: 40X. B) Area seccional transversa do
musculo gastrocnémio. C) Distribuicdo da drea seccional transversa das
fibras musculares. IM-S: infarto do miocdrdio sedentdrio (n=8); IM-R:
infarto do miocardio submetido a exercicio resistido (n=7); IM-A: infarto

do miocardio submetido a exercicio aerdbio (n=5), Sham (n=6).
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Figura 3. Cortes  histolégicos do musculo gastrocnémio marcados por
imunofluorescéncia para produto resultante da oxidacdo de DHE pelo
superoxido, etidio (vermelho), DAPI para marcacdo dos ntcleos (azul) e
WGA para marcacdo da membrana celular (verde). Objetiva 40x. IM-Sed:
infarto do miocardio sedentario (n=8); IM-R: infarto do miocardio
submetido a protocolo de exercicio resistido (n=7); IM-A: infarto do
miocardio submetido a exercicio aerdbico (n=5), Sham (n=6). ANOVA;
p<0,05.
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Figura 4. Concentracao de hidroperéxido de lipideo no musculo gastrocnémio. IM-
S: infarto do miocardio sedentario; IM-R: infarto do miocardio submetido
a exercicio resistido; IM-A: infarto do miocardio submetido a exercicio
aerdébio; n = 8 por grupo. Dados expressos em mediana e percentis. Teste

estatistico de Mann Whitney; P<0,05: * vs Sham; # vs IM-Sed; 1 vs IM-R.
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Figura 5. Expressdo de proteinas carboniladas no musculo gastrocnémio
normalizada pelo GAPDH. IM-S: infarto do miocardio sedentario; IM-R:
infarto do miocardio submetido a exercicio resistido; IM-A: infarto do
miocdrdio submetido a exercicio aerébio; n = 7 por grupo; UA: unidades
arbitrdarias. Dados expressos em média = desvio padrdo. Andlise de

variancia; P>0,05.
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Figura 6. Bandas representativas do Western blot das proteinas phospo-ERK, ERK,
phospo-p65 NF-kB, p65 NF-kB, Pax-7 e Proteassoma 20S, normalizadas
pelo GAPDH. IM-S: infarto do miocdrdio sedentdrio; IM-R: infarto do

miocardio submetido a exercicio resistido; IM-A: infarto do miocardio

submetido a exercicio aerébio.

Figura 7. Cortes histolégicos do musculo gastrocnémio marcados por
imunofluorescéncia para a proteina miosina neonatal (vermelho), WGA
para marcacdo da membrana (verde) e DAPI para marcacdo dos ntcleos
(azul). As setas indicam a presenca de marcacdo de miosina neonatal.
Objetiva 40x. IM-Sed: infarto do miocardio sedentdrio (n=8); IM-R: infarto
do miocdrdio submetido a protocolo de exercicio resistido (n=7); IM-A:
infarto do miocardio submetido a exercicio aerdbico (n=5), Sham (n=6).
ANOVA; p>0,05.
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Figura 8. Cortes  histolégicos do musculo gastrocnémio marcados por
imunofluorescéncia para a proteina NCAM (verde) e DAPI para marcacéo
dos nucleos (azul). As setas indicam a presenca de marcacdo de NCAM.
Objetiva 40x. IM-Sed: infarto do miocardio sedentdrio (n=_8); IM-R: infarto
do miocdrdio submetido a protocolo de exercicio resistido (n=7); IM-A:
infarto do miocardio submetido a exercicio aerdbico (n=5), Sham (n=6).

ANOVA; p>0,05.

RESULTADOS 47



Figura 9. Cortes  histolégicos do musculo gastrocnémio marcados por
imunofluorescéncia para a proteina MyOD (verde). As setas indicam a
presenca de marcacdo de MyOD. Objetiva 40x. IM-Sed: infarto do
miocardio sedentdrio (n=8); IM-R: infarto do miocardio submetido a
protocolo de exercicio resistido (n=7); IM-A: infarto do miocardio

submetido a exercicio aerébico (n=5), Sham (n=6). ANOVA; p>0,05.
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DISCUSSAO



Neste estudo, avaliamos os efeitos do exercicio fisico, aerdobio ou
resistido sobre a capacidade fisica, o coracdo e o musculo esquelético gastrocnémio
de ratos com infarto agudo do miocardio.

O modelo experimental de infarto é muito utilizado porque é prético,
de custo relativamente baixo, mimetiza causas frequentes de insuficiéncia cardiaca
em humanos, a isquemia e o infarto, e apresenta boa reprodutibilidade dos
resultados quando comparados aos estudos clinicos subsequentes ¢°. Além disso,
cursa com desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca esquerda de lenta evolucao,
de modo semelhante ao que comumente se observa em casos de insuficiéncia
cardiaca em humanos.

Apesar das vantagens do método, a ligacdo da artéria corondria
descendente anterior em ratos leva a diferentes tamanhos de infarto do miocardio
e, consequentemente, a diferentes graus de remodelacdo cardiaca e disfuncéo
ventricular ®. Neste estudo, analisamos apenas os ratos que apresentaram infartos
com tamanho superior a 30% da drea total do ventriculo esquerdo. Apesar desta
area infartada ser considerada grande para ratos, e do tempo de evolucéo ser longo,
pequena porcentagem dos animais infartados apresentou sinais compativeis com
insuficiéncia cardiaca.

O protocolo de exercicio aerébio utilizado, adaptado de Moreira et al.
*, é considerado de moderada intensidade. Para avaliar a capacidade fisica, foi
realizado teste de tolerancia ao exercicio fisico, com aumento gradativo da
velocidade até a exaustdo dos animais. Os ratos do grupo submetido ao exercicio
fisico aerébio apresentaram maior capacidade fisica que os demais animais apds o
periodo de treinamento. Evidéncias crescentes confirmam que o exercicio aerébio
melhora a capacidade funcional tanto em animais experimentais como em
pacientes com insuficiéncia cardiaca **.

Com relacédo ao exercicio resistido, o protocolo utilizado foi adaptado
de Leite et al. ”® e consistiu de quatro subidas na escada com cargas
correspondentes a 50%, 75%, 90% e 100% da capacidade total maxima,
previamente estabelecida para cada rato, com periodos de recuperacdo de 2
minutos entre cada subida. Ao final de 12 semanas de exercicio, o grupo IM-R

apresentou maior capacidade de carga méaxima que os animais saudaveis (Sham) e
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os demais animais infartados (IM-S e IM-A).

O ecocardiograma permite analisar, evolutivamente, varidveis
estruturais cardiacas e funcionais do ventriculo esquerdo e, portanto, determinar
o grau de injuria causado pelo infarto do miocardio e pelo decorrente processo de
remodelacdo. Com a realizacdo do ecocardiograma trés meses ap6s o infarto, foi
possivel obter trés grupos de animais infartados (IM-S, IM-A e IM-R) que
apresentaram tamanho de infarto e grau de comprometimento cardiaco
semelhantes antes do periodo de exercicios.

Ao final do periodo experimental, portanto, apds seis meses da
inducdo do infarto e trés meses de treinamento fisico, foi realizada nova avaliacdo
ecocardiografica. Observamos aumento das varidveis estruturais do coracdo nos
animais infartados, que apresentaram hipertrofia do ventriculo esquerdo de
padrdo excéntrico. Os protocolos de exercicios aerébio ou resistido ndo foram
capazes de atenuar as alteracdes na geometria do ventriculo esquerdo dos ratos
infartados.

Na avaliagdo funcional apds o periodo de exercicio, foi detectada
disfuncao sistdlica nos ratos infartados, caracterizada por menor porcentagem de
encurtamento endocdrdico e mesocardico, velocidade de encurtamento da parede
posterior do ventriculo esquerdo e fracdo de variacdo da drea, e por aumento do
indice de Tei. Similarmente, os protocolos de exercicios aerébio ou resistido nao
modificaram essas varidveis. A funcéo diastélica nado diferiu entre os grupos.

Estudos recentes tém mostrado que o exercicio fisico aerébio, além de
aumentar a capacidade fisica, também melhora e/ou reverte a hipertrofia e
disfuncdo do ventriculo esquerdo causadas por diferentes modelos de injuria
cardiaca *> > > #¢ Entretanto, neste estudo, o exercicio aerdbio nado foi capaz de
modificar parametros estruturais e funcionais do ventriculo esquerdo. O exercicio
resistido, apesar do incremento na capacidade total maxima, também nao teve
efeito nas varidveis ecocardiograficas. Estes resultados estdo de acordo com os
dados de Grans et al. ©*, que nado detectaram mudancas expressivas na funcéo
ventricular apds trés meses de exercicio resistido em ratos com infarto do
miocardio. Entretanto, os autores observaram que o exercicio resistido reduziu o

estresse cardiaco global e melhorou significantemente a modulacdo autonéomica
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cardiaca e vascular. Por outro lado, Cai et al. >> demonstraram que diferentes tipos
de exercicio fisico, incluindo o exercicio resistido, tiveram efeitos benéficos na
funcao cardiaca. Exercicios resistidos associados a terapia medicamentosa também
tém sido alvo de investigacdo. Feriani et al. *” detectaram beneficios na capacidade
de carga maxima e estado anti-inflamatério do musculo esquelético, além de
melhora da funcéo cardiaca apds periodo de treinamento resistido combinado com
piridostigmina. E possivel que a divergéncia entre os estudos sobre os efeitos dos
exercicios fisicos na disfuncdo ventricular esteja relacionada a diferencas nos
modelos de agressdo cardiaca e de treinamento fisico.

Uma vez que a funcédo cardiaca nao diferiu entre os grupos infartados,
é provavel que o aumento da capacidade funcional dos ratos do grupo IM-A e da
capacidade de carga maxima nos ratos do grupo IM-R tenha sido decorrente de
melhora funcional da musculatura esquelética.

A producdo de espécies reativas de oxigénio e o aumento do estresse
oxidativo no musculo esquelético induzem modificacoes irreversiveis de proteinas
contrateis e formacdo de produtos de peroxidacdo lipidica, que culminam em
injuria da fibra muscular *°. Os musculos esqueléticos sdao formados por tecido
capaz de alterar suas caracteristicas metabdlicas, morfolégicas e funcionais em

8 A insuficiéncia cardiaca cronica induz

situacdes de treinamento ou injuria
adaptacdes estruturais e funcionais da musculatura esquelética *. Neste estudo, a
avaliacdo da musculatura esquelética foi realizada no musculo gastrocnémio. As
defesas antioxidantes e a habilidade de combater a producédo exacerbada de espécies
reativas de oxigénio em musculos glicoliticos sdo menores que em musculos
oxidativos. Portanto, musculos glicoliticos sdo mais susceptiveis aos danos causados
por espécies reativas de oxigénio *’.

Estresse oxidativo ocorre quando ha desequilibrio entre a producao
de radicais livres e os sistemas antioxidantes. Espécies reativas de oxigénio sédo
moléculas altamente reativas contendo oxigénio com elétrons desemparelhados.
Essas moléculas causam danos ao DNA e levam a oxidacdo de proteinas e
peroxidacdo lipidica *°. Neste trabalho, o grau de estresse oxidativo foi avaliado

pelas seguintes técnicas: concentracdo muscular de hidroperdxido de lipideo,

producdo in situ de espécies reativas de oxigénio, expressao de proteinas oxidadas
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e atividade de enzimas antioxidantes no musculo gastrocnémio.

Como o balanco redox é determinado pelo equilibrio entre vias pro e
antioxidantes, os mecanismos intracelulares de defesa antioxidantes merecem
destaque. No musculo esquelético, o sistema de enzimas antioxidantes, composto
por superdxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPX) e catalase (Cat)
protege as células das acoes das espécies reativas de oxigénio. Neste estudo,
verificamos que o infarto do miocardio altera a atividade de enzimas antioxidantes
e o exercicio aerobio parece ser mais eficiente que o exercicio resistido para
preservar sua atividade.

A superoxido dismutase representa a primeira defesa contra anion
radical superéxido catalisando a dismutacdo do superdxido em peroxido de
hidrogénio (H,0,) em presenca do ion H*. A catalase, por sua vez, catalisa a
formacdo de dgua e oxigénio a partir do H,0, formado pela reacdo da superoxido
dismutase. Ja a atividade da glutationa peroxidase é dependente de sua capacidade
de reagir com H,0, e perdxidos organicos pela oxidacdo da glutationa reduzida a
glutationa oxidada °'. Neste estudo, a atividade da superdxido dismutase foi menor
no grupo IM-S que nos grupos Sham e IM-R. A catalase teve sua atividade
aumentada em todos os animais infartados. Ja a atividade da glutationa peroxidase
foi menor em todos os grupos infartados quando comparados ao Sham; porém,
teve sua atividade preservada no grupo IM-A quando comparado aos demais
animais infartados.

O hidroperodxido de lipideo, marcador de lipoperoxidacédo, foi menor
no grupo IM-A que nos outros grupos. A peroxidacdo lipidica é causada pela
agressdo de uma espécie reativa, geralmente radical hidroxil, que abstrai um dtomo
de hidrogénio do acido graxo insaturado e deixa um elétron desemparelhado no
carbono, caracterizando a etapa de iniciacdo do processo de lipoperoxidacdo. A
seguir, ocorre a fase de propagacéo, na qual ha formacao do radical peroxil (LOO+),
que é capaz de retirar um dtomo de H* do 4cido graxo adjacente gerando, assim, o
hidroperoéxido de lipideo. Nas células, a lipoperoxidacdo pode levar a degeneracéo
e perda da funcdo de proteinas da membrana, prejudicando funcoes essenciais

como a atividade de enzimas e transportadores de ATP °2. A menor concentracéo
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de hidroperoxido de lipideo no grupo IM-A sugere acdo protetora do exercicio
aerobio contra o estresse oxidativo.

O dihidroetidio (DHE) tem se destacado como marcador da producao
de superoxido. O DHE é uma molécula apolar que permeia as membranas celulares.
O etidio, produto da oxidacao do DHE pelo superdxido, ¢ um composto polar que
ndo atravessa as membranas celulares e, portanto, reflete a producdo de espécies

reativas de oxigénio intracelular °

3. No presente estudo, a oxidacdo de DHE foi
utilizada para detectar a producdo de espécies reativas de oxigénio no musculo
gastrocnémio. A quantidade de nucleos positivos para marcacdo de etidio
sobrepostos ao DAPI foi significantemente maior no grupo IM-S que no Sham,
refletindo aumento de estresse oxidativo nos ratos infartados sedentarios. Os
grupos de animais infartados submetidos a exercicio fisico, aerébio ou resistido,
nao diferiram do Sham.

A reacdo celular ao estresse oxidativo depende da intensidade de
formacdo das espécies reativas de oxigénio. Em baixas concentracdes, as espécies
reativas de oxigénio tém efeito estimulante sobre receptores e enzimas
antioxidantes; em elevadas concentracdes, entretanto, induzem dano celular °* >,
Quando a producdo de espécies reativas de oxigénio aumenta além da capacidade
de neutralizacdo pelo sistema antioxidante muscular, instala-se quadro de estresse
oxidativo que leva a disfuncdo contrétil do musculo esquelético. Sabe-se que os
niveis de modificacbes de proteinas pos traducionais derivadas de oxidantes,
incluindo a carbonilacdo de proteinas, sdo elevados dentro das fibras musculares
esqueléticas quando o estresse oxidativo se desenvolve, sugerindo que essas
modificacdes desempenham papéis importantes na regulacdo da funcdo muscular®®.

Nesse sentido, avaliamos a carbonilacdo/oxidacdo proteica no musculo
esquelético, que nao diferiu entre os grupos. Sistemas intracelulares de degradacéo
proteica identificam e eliminam proteinas oxidadas, como o sistema ubiquitina-
proteassoma. A degradacdo de proteinas oxidadas independente de poli
ubiquitinacdo é coordenada pelo complexo proteassoma 20S °7. A expressdo
proteica desse complexo, avaliada por Western blot, ndo diferiu entre os grupos.
Este resultado foi esperado, uma vez que também nao identificamos alteracdo na

expressdo das proteinas oxidadas.
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Aumento do estresse oxidativo ativa vias de sinalizacdo intracelulares,
como por exemplo a via das MAPK e do NF«B, que contribuem para o
desenvolvimento de atrofia muscular. Neste estudo, avaliamos a expressédo proteica
da extracellular signal-regulated kinase (ERK) %2, membro da familia das MAPK, cuja
ativacdo estd relacionada com processos anabdlicos como divisdao celular,
crescimento e diferenciacdo. Avaliamos também a subunidade p65 do NF-«B.
Quando néo estimulado, o NF-«xB, em associacdo com sua proteina inibitdria IkB,
encontra-se inativo no citoplasma. A fosforilacdo do IxB libera o NF-«xB e permite a
ativacdo e translocacdo de heterodimeros do NF-xB para o nucleo celular *’. Neste
estudo, a expressdo proteica da ERK e da subunidade p65 do NF-xB nao diferiram
entre os grupos.

Além das alteracées acima descritas, a insuficiéncia cardiaca pode
causar prejuizo no metabolismo energético do musculo esquelético. Com objetivo
de avaliar o comprometimento energético causado pelo infarto e os efeitos dos
exercicios aerobio e resistido, avaliamos as principais enzimas do metabolismo da
glicose (hexoquinase, fosfofrutoquinase e piruvato quinase), da via anaerdbia
(lactato desidrogenase), do ciclo de Krebs (citrato sintase) e do metabolismo da
oxidacdo de dcidos graxos (B-hidroxiacil-CoA desidrogenase e carnitina
palmitoiltransferase). No intuito de investigar os efeitos da intervencdo por
exercicios, analisamos também o contetido muscular de glicogénio e lactato, além
da atividade da enzima creatina quinase.

O comportamento de enzimas musculares durante a disfuncao
ventricular ndo esta totalmente esclarecido na literatura. Por exemplo, ha descricdo
de diminuicdo na atividade da citrato sintase em alguns estudos °® e preservacao
de sua atividade em outros °*>'°°. No presente estudo, a atividade da citrato sintase
ndo diferiu entre os grupos. Hd também relato de queda na atividade da p-
hidroxiacil CoA desidrogenase durante a insuficiéncia cardiaca °* '®°. Entretanto,
em nosso estudo, a atividade dessa enzima foi maior no grupo IM-S que no Sham.

De acordo com a literatura, enzimas glicoliticas, como a
fosfofrutoquinase e piruvato quinase, parecem ndo sofrer alteracdo em sua

atividade durante IC ', diferentemente do que observamos em nosso trabalho, no
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qual a atividade da piruvato quinase foi maior no grupo IM-S que nos demais
grupos infartados, IM-A e IM-R, e no Sham.

A piruvato quinase é a enzima final da via glicolitica, que catalisa o
terceiro passo irreversivel da glicdlise e controla o fluxo de saida dessa via. Esse
passo final produz ATP e piruvato a partir de fosfoenolpiruvato *°*. Sendo assim, a
regulacdo da piruvato quinase é importante no controle da producdo de
intermedidrios glicoliticos e ATP. Quando a célula dispbe de alta concentracao de
ATP, a glicdlise ¢ inibida pela fosfofrutoquinase ou piruvato quinase. No caso da
piruvato quinase, sua afinidade pelo fosfoenolpiruvato é reduzida. Por outro lado,
em situacdes em que a concentracdo de ATP estd reduzida, a afinidade da piruvato
quinase pelo fosfoenolpiruvato aumenta %2

A partir de nossos resultados, pode-se sugerir que a producdo de
energia no musculo gastrocnémio dos animais infartados sedentdrios encontra-se
menor que nos ratos do grupo Sham e nos infartados exercitados, visto que esse
grupo apresentou aumento na atividade da piruvato quinase comparado aos
demais grupos. E possivel que esse resultado seja um efeito compensatorio a baixa
producdo de energia. Entretanto, estudos adicionais avaliando os complexos
respiratorios e atividade da ATP sintase sdo necessdrios para melhor esclarecer o
papel da fosforilacdo oxidativa durante a disfuncdo ventricular.

Finalmente, considerando o potencial adaptativo do miusculo
esquelético, sua alta plasticidade e capacidade regenerativa, finalizamos a avaliacdo
da musculatura esquelética com a andlise da ativacdo de células satélites no
musculo gastrocnémio.

As células satélites localizam-se préximo as fibras musculares e sdo
mediadores da regeneracdo muscular. Em condi¢des basais, encontram-se em
estado quiescente, mas podem rapidamente voltar a entrar no ciclo celular apés
lesdes ou estimulos para crescimento muscular ¢’. Ativacdo de células satélites é
influenciada por fatores intrinsecos e extrinsecos.

Diversas proteinas foram descobertas como marcadores de ativacao
de células satélites. Alguns marcadores estdo localizados no ntcleo, como o Pax-7,
que é altamente expresso em células satélites. Outros fatores de transcri¢ao como

myogenic differentiation 1 (MyoD) ¢é especificamente expresso por células
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miogénicas, mas ndo por células satélites quiescentes. Existem também muitas
proteinas de membrana identificadas como marcadores de células satélites, entre
as quais se destaca a neural cell adhesion molecule-1 (NCAM1). Entretanto, Pax7 é
o marcador intracelular mais reconhecido porque é expresso de forma onipresente
em todas as células satélites em ampla variedade de espécies '*.

Em nosso trabalho, avaliamos a expressao proteica de Pax-7 e o sinal
imunofluorescente das proteinas NCAM, MyoD e miosina neonatal para investigar
ativacdo de células satélites no musculo gastrocnémio apds periodo de exercicio

aerébio ou resistido. Nossos dados demonstraram que os marcadores de células

satélites foram similares entre os grupos.
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CONCLUSAO



Exercicio aerdbio e resistido melhora a capacidade fisica e a capacidade
de carga maxima, respectivamente, sem alterar parametros estruturais e funcionais
do ventriculo esquerdo de ratos infartados. No musculo gastrocnémio, o infarto
aumenta a producdo de espécies reativas de oxigénio, altera a atividade de enzimas
antioxidantes e de enzimas do metabolismo da glicose e de acidos graxos. O
exercicio aerébio reduz a concentracdo muscular de hidroperéxido de lipideo e
atenua a reducédo da atividade da glutationa peroxidase, mostrando-se, portanto,

mais eficaz que o exercicio resistido contra aumento do estresse oxidativo.
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