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Resumo 2

 Alterações da musculatura esquelética estão envolvidas na diminuição 

da capacidade física que ocorre após infarto do miocárdio (IM). Diversos 

mecanismos podem participar das anormalidades musculares como aumento do 

estresse oxidativo, alterações da expressão de proteínas quinases ativadas por 

mitógeno (MAPKs) e do fator nuclear (NF)-κB, desequilíbrio entre processos 

anabólicos e catabólicos, e alterações metabólicas. Embora exercícios têm sido 

preconizados para pacientes estáveis, os efeitos do exercício resistido após IM e os 

mecanismos envolvidos em seus efeitos ainda não estão completamente 

esclarecidos. O exercício resistido modula o trofismo por meio de ativação de 

células satélites. Neste estudo, comparamos os efeitos de dois tipos de exercício, 

aeróbio e resistido, iniciados durante a fase de remodelação cardíaca compensada, 

sobre alterações fenotípicas e moleculares do músculo gastrocnêmio de ratos com 

IM. Métodos: Três meses após indução de IM, ratos Wistar foram divididos nos 

grupos Sham (n=20); IM sedentário (IM-S, n=9); IM submetido a exercício aeróbico 

(IM-A, n=9); e IM submetido a exercício resistido (IM-R, n=13). Os ratos foram 

treinados três vezes por semana, durante três meses, em esteira ou escada. 

Avaliação cardíaca foi realizada por ecocardiograma, antes e após o treinamento. 

A produção de espécies reativas de oxigênio foi avaliada por imunofluorescência e 

a expressão de proteínas oxidadas por Western blot. Marcadores do estresse 

oxidativo e do metabolismo energético foram analisados por espectrofotometria. 

A ativação de células satélites foi quantificada por imunofluorescência de MyoD, 

NCAM e isoforma neonatal das cadeias pesadas de miosina e pela expressão proteica 

de Pax-7. Análise estatística: ANOVA ou Mann Whitney. Resultados: O exercício 

aeróbio melhorou a capacidade funcional e o resistido aumentou a capacidade de 

carga máxima. Os treinamentos não alteraram as estruturas cardíacas ou a função 

do ventrículo esquerdo. O tamanho do IM e a área seccional transversa das fibras 

do gastrocnêmio não diferiram entre os grupos. A produção de espécies reativas de 

oxigênio foi maior no grupo IM-S que no Sham e a concentração de hidroperóxido 

de lipídeo 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 superóxido dismutase foi maior nos grupos Sham e IM-R que no IM-S. 

A atividade de enzimas chave do metabolismo esquelético muscular não diferiu 



Resumo 3

entre os grupos, exceto por aumento da piruvato quinase no grupo IM-S em relação 

aos demais grupos e da β-hidroxi acil CoA desidrogenase no IM-S em relação ao 

Sham. A ativação de células satélites e a expressão das proteínas avaliadas por 

Western blot não diferiram entre os grupos. Conclusão: Exercício aeróbio e 

resistido melhora a capacidade física e a capacidade de carga máxima, 

respectivamente, sem alterar parâmetros estruturais e funcionais do ventrículo 

esquerdo de ratos infartados. No gastrocnêmio, o infarto aumenta a produção de 

espécies reativas de oxigênio, altera a atividade de enzimas antioxidantes e de 

enzimas do metabolismo da glicose e de ácidos graxos. O exercício aeróbio reduz a 

concentração muscular de hidroperóxido de lipídeo e atenua a redução da atividade 

da glutationa peroxidase, mostrando-se, portanto, mais eficaz que o exercício 

resistido contra aumento do estresse oxidativo.
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 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 β-hydroxyacyl CoA 

dehydrogenase in MI-S than Sham. Satellite cell activation and protein expression 

of MAPK and NF-κB 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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 Doenças cardiovasculares (DCV) são, atualmente, a maior causa de 

mortalidade e morbidade em todo o mundo 1. Em 2016, aproximadamente 17,6 

milhões de mortes foram atribuídas às DCV globalmente, o que representa um 

aumento de 14,5% em relação a 2006 2. No Brasil, as DCV são as principais causas 

de morte, sendo responsáveis por cerca de 20% de todas as mortes em indivíduos 

acima de 30 anos 3. 

 Dentre as condições causadoras das DCV, destaca-se o infarto agudo 

do miocárdio (IM), que é definido como foco de necrose resultante de baixa 

perfusão tecidual, com sinais e sintomas resultantes da morte celular cardíaca 4. 

Em 2016, foram registradas aproximadamente 95 mil mortes por IM no Brasil 5. 

 A disfunção cardíaca induzida pelo IM apresenta repercussão 

sistêmica, afetando diversos tecidos do organismo, incluindo a musculatura 

esquelética 6, 7. Estudos clínicos e experimentais indicam que IM, e especialmente a 

insuficiência cardíaca (IC), acompanham diversas anormalidades da musculatura 

esquelética como atrofia, fibrose, perda de mitocôndrias, mudança no padrão 

molecular das fibras musculares, alteração da expressão gênica de 

metaloproteinases e fatores de regulação miogênica, anormalidades metabólicas de 

enzimas oxidativas e lipolíticas, e redução da capacidade de desenvolver força por 

unidade de área muscular 6-17. O conjunto das alterações musculares que ocorrem 

em doentes com falência cardíaca crônica foi denominado de miopatia associada à 

insuficiência cardíaca e, atualmente, tem se destacado como importante causa de 

intolerância aos exercícios físicos 18. 

 A IC caracteriza-se, clinicamente, por redução da capacidade para 

exercícios físicos e atividades cotidianas, devido à ocorrência precoce de fadiga e 

dispneia aos esforços. Essa síndrome é a via final comum da maioria das doenças 

cardíacas e também um dos mais importantes desafios clínicos da atualidade na 

área da saúde, pois representa importante problema de saúde pública por ser 

condição de alta prevalência e elevada morbimortalidade e custos financeiros, tanto 

em países desenvolvidos como em desenvolvimento 19, 20.  

 Entre as alterações frequentemente observadas na IC, destacam-se a 

atrofia muscular e a modificação da composição das cadeias pesadas das moléculas 

de miosinas nas fibras musculares esqueléticas 12, 17, 21. Interessantemente, em nosso 
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laboratório foi verificado que alterações do fenótipo muscular estão também 

presentes na fase de hipertrofia cardíaca compensada e, portanto, antes do 

desenvolvimento da IC 17. Esse resultado sugere que as alterações da musculatura 

esquelética são mediadas por fatores bioquímicos e/ou neurohormonais associados 

ao quadro de injúria do coração e não estão diretamente relacionadas à presença 

da insuficiência cardíaca. 

 Anormalidades no metabolismo energético participam de muitos 

processos fisiopatológicos, entre eles a disfunção cardíaca, afetando ambos os 

músculos cardíaco e esquelético. As alterações sugerem a existência de miopatia 

metabólica generalizada que envolve, principalmente, redução na capacidade 

oxidativa, mudança na utilização de substratos, e alteração na transferência de 

energia por fosfotransferase quinases 22. Em modelos animais, diminuição da 

capacidade oxidativa em músculos esqueléticos durante a insuficiência cardíaca está 

relacionada a redução de sinalização pela cascata de transcrição da biogênese 

mitocondrial 23. Estudos sugeriram que a capacidade oxidativa muscular, a 

produção mitocondrial de ATP, e os fatores respiratórios nucleares da cascata 

transcricional PGC-1 são semelhantes em pacientes com insuficiência cardíaca e 

sujeitos sedentários 24, 25. 

 Os fatores responsáveis pela miopatia esquelética ainda não estão 

completamente esclarecidos. Aumento do estresse oxidativo tem sido considerado 

importante fator no desenvolvimento de alterações musculares 26, 27. Estresse 

oxidativo pode ser definido como estado de desequilíbrio entre a produção de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) e nitrogênio e mecanismos endógenos 

antioxidantes 28. Há substancial evidência que o estresse oxidativo está aumentado 

tanto no miocárdio como em nível sistêmico, inclusive na musculatura esquelética, 

durante a insuficiência cardíaca 29, 30. 

 No músculo esquelético, o sistema de enzimas antioxidantes, 

composto pelas enzimas superóxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPX) 

e catalase (Cat), protege as células das ações de EROs 31. Desequilíbrio entre 

atividades pró e antioxidantes resulta no aumento do estresse oxidativo. Em 

estudos clínicos e experimentais, foi observado que a expressão e atividade de 
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enzimas antioxidantes encontram-se reduzidas no músculo esquelético durante a 

insuficiência cardíaca 26, 29. 

 Músculos com características predominantemente glicolíticas são mais 

propensos à injúria do que aqueles preferencialmente oxidativos, devido à 

capacidade reduzida de neutralizar produção anormal de EROs. Recentemente, foi 

observado que aumento na produção de EROs em músculos glicolíticos de animais 

com IC, induzida por IM, está relacionado à atrofia muscular 27.  

 Embora diversas fontes de EROs possam estar envolvidas, a família da 

NADPH oxidase parece ser especialmente importante para a sinalização redox 32. A 

classe de proteínas NADPH oxidase constitui um grupo de enzimas cuja função é 

produzir EROs. Estudos recentes identificaram aumento na atividade da NADPH 

oxidase em modelos experimentais de insuficiência cardíaca 33, 34. Entretanto, em 

nosso laboratório não encontramos alteração da atividade deste complexo 

enzimático durante a insuficiência cardíaca. A produção de superóxido pela NADPH 

oxidase, avaliada pela quantificação de 2-hidroxietídio e por redução da lucigenina, 

e a produção de peróxido de hidrogênio em fração de membrana estimulada com 

NADPH em ensaio com Amplex Red, não foram alteradas no músculo sóleo de ratos 

infartados 26 e com estenose aórtica 35. 

 As vias de sinalização pelas quais o estresse oxidativo leva a alterações 

da musculatura esquelética ainda não estão completamente esclarecidas. Há 

evidências que as vias das proteínas quinases ativadas por mitógeno (MAPKs) e do 

fator nuclear-κB (NF-κB) possam estar envolvidas na resposta muscular ao estresse 

oxidativo 36, 37. 

 As MAPKs são constituídas por quatro membros: extracellular signal-

regulated kinase (ERK) 1/2, p38, c-Jun NH2-terminal kinase (JNK) e ERK5. JNK e 

p38 MAPK estão associadas com perda muscular induzida por citocinas. Em 

contraste, ERK1/2 está relacionada à preservação da síntese proteica 38. Estudos in 

vitro mostraram que a inibição da cascata de sinalização das MAPKs aumenta a 

expressão de proteínas específicas de fibra muscular lenta e reduz características 

de fibras rápidas, induzindo fenótipo muscular mais lento 39. As MAPKs podem ser 

moduladas por diversos fatores, entre os quais se destacam as citocinas 
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inflamatórias, em especial o fator de necrose tumoral-α (TNF-α) 38 e o estresse 

oxidativo 40, ambos aumentados durante a insuficiência cardíaca 41.  

 Além de modular a expressão de proteínas da família das MAPKs, o 

TNF-α é capaz de ativar o NF-kB, uma família de cinco fatores transcricionais, que 

estão presentes no músculo esquelético e participam da regulação de vários 

processos celulares como apoptose, imunidade e inflamação, e desenvolvimento e 

diferenciação 42. Por meio de associação com a proteína IkB, o NF-kB encontra-se 

normalmente inativo no citoplasma 43. A exposição do TNF-α ao seu receptor de 

membrana plasmática leva à fosforilação do IkB, que é então ubiquitinizado para 

posterior degradação proteossomal 44. A degradação do IkB permite a ativação e 

translocação de heterodímeros do NF-kB para o núcleo celular, onde ativa genes 

alvos específicos 37, 45.  

 Em nosso laboratório, avaliamos a participação das MAPK e do NF-κB 

na resposta do tecido muscular esquelético ao estresse oxidativo de ratos 

infartados com insuficiência cardíaca crônica. O aumento do estresse oxidativo foi 

acompanhado por alteração na expressão de proteínas das vias MAPK e NF-κB 26. 

Em estudo recente, foi observado aumento na ativação de NF-kB e fosforilação da 

p38 MAPK, sem alteração do nível proteico total de p38 MAPK no músculo plantar 

de ratos infartados. Além disso, o tratamento com o antioxidante apocinina 

preveniu aumento da atividade do NF-kB e da expressão proteica de phospo-p38 

MAPK, sugerindo que o estresse oxidativo está envolvido na ativação exacerbada de 

NF-kB e fosforilação de p38 MAPK 34.  

 O desequilíbrio entre processos anabólicos e catabólicos também estão 

envolvidos nas alterações musculares e são responsáveis, pelo menos parcialmente, 

por redução da massa muscular causada pela injúria cardíaca. No músculo, como 

em outros tecidos, grande parte da proteólise intracelular ocorre por meio do 

sistema ubiquitina proteassoma 46, 47. Aumento da proteólise dependente do sistema 

ubiquitina proteassoma é um dos principais determinantes de perda de massa 

muscular em vários estados catabólicos, incluindo caquexia 48. Foi descrito na 

literatura ativação do sistema ubiquitina proteassoma em músculo esquelético de 

camundongos e humanos com IC 49, e observado que a hiperativação do sistema 
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ubiquitina proteassoma está relacionada a aumento na produção muscular de 

EROs34. 

 Apesar dos progressos notáveis na abordagem terapêutica de 

pacientes com IC, o tratamento da síndrome permanece um grande desafio devido 

às taxas de mortalidade, que ainda são elevadas. Adicionalmente, não há terapia 

específica para prevenção ou recuperação de alterações da musculatura esquelética 

associadas à IC. Mais recentemente, diretrizes internacionais 50, 51 e brasileira 52 para 

tratamento da IC passaram a preconizar a prática regular de exercícios físicos para 

pacientes com IC em classes funcionais I a III de acordo com a classificação da New 

York Heart Association.  

 Desde o trabalho clássico realizado por Sullivan e cols. 53, no final de 

1980, diversos estudos têm mostrado efeitos benéficos do exercício físico aeróbio, 

que afeta positivamente a função cardiovascular, marcadores inflamatórios, 

estresse oxidativo e sistema músculo esquelético de pacientes com IC. Em relação 

ao músculo esquelético, o exercício físico propicia aumento da atividade de enzimas 

antioxidantes, da densidade capilar, de fibras musculares do tipo I, da área seccional 

transversa de fibras musculares, e da força e resistência muscular 54. 

Adicionalmente, a prática regular de exercícios melhora a capacidade funcional e 

qualidade de vida, e reduz taxa de reinternações hospitalares e de mortalidade por 

doença cardiovascular 55-57. 

 O treinamento aeróbio melhora a resistência muscular a fadiga e é 

capaz de combater os efeitos deletérios da insuficiência cardíaca no metabolismo 

energético do músculo esquelético. Adaptação ao treinamento aeróbio envolve 

aumento de glicólise e do metabolismo oxidativo, promovendo aumento no volume 

e densidade de mitocôndria e proteínas mitocondriais, além de aumento da eficácia 

de transferência de energia 22, 58. 

 A compreensão dos benefícios do exercício físico em pacientes com IC 

crônica resultou, primariamente, de investigações com exercício físico aeróbio, uma 

vez que treinamento muscular resistido não era considerado seguro na 

insuficiência cardíaca. Somente mais recentemente, foi observado que a prática de 

exercícios resistidos é não apenas segura, mas também associada a benefícios 

complementares àqueles fornecidos pelo exercício aeróbio 54. Portanto, os 
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exercícios resistido e aeróbio contínuo de intensidade moderada devem ser as duas 

primeiras escolhas para reabilitação precoce após infarto do miocárdio 59. 

 Em indivíduos saudáveis, a prática de exercícios resistidos resulta em 

diversos benefícios como manutenção de boa capacidade funcional, melhora da 

endurance muscular, densidade óssea, força muscular, metabolismo basal e 

resistência à insulina, além de reduzir risco de osteoporose e diabetes e auxiliar no 

controle da hipertensão arterial 60, 61. Na insuficiência cardíaca, também foram 

descritos efeitos benéficos resultantes do treinamento resistido como melhora da 

capacidade física com aumento do consumo máximo de oxigênio, melhora da força 

e endurance muscular, e aumento de enzimas oxidativas no músculo esquelético 62, 

63. A somatória desses fatores resulta em melhora da performance para atividades 

de vida diária e da qualidade de vida dos pacientes 54.  

 Apesar de estudos sobre efeitos do exercício resistido após IM serem 

escassos, há evidências de seus efeitos benéficos tanto no miocárdio 63 como no 

músculo esquelético 59 de ratos infartados. Os mecanismos envolvidos nos efeitos 

positivos do exercício físico resistido ainda não estão completamente esclarecidos. 

Esse tipo de exercício físico é capaz de preservar ou aumentar o trofismo muscular 

por meio de modulação de células satélites 64, 65. As células satélites são células 

mononucleadas e indiferenciadas, que localizam-se entre a lâmina basal e o 

sarcolema da fibra muscular 66. Em condições basais, encontram-se em estado 

quiescente; sua ativação ocorre após estímulos lesivos ao músculo, sendo 

denominadas células precursoras miogênicas ou mioblastos 67. 

 Não está esclarecido se a prática de exercícios físicos, realizada 

durante o processo de remodelação e disfunção ventricular, porém antes da 

insuficiência cardíaca estar estabelecida, pode prevenir ou atenuar alterações na 

musculatura esquelética que ocorrem durante a insuficiência cardíaca. Neste 

estudo, testamos a hipótese que o exercício físico, aeróbico ou resistido, durante o 

processo de remodelação cardíaca, previne ou atenua alterações fenotípicas e 

moleculares da musculatura esquelética associadas à insuficiência cardíaca.
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Objetivo Geral 

 

 Comparar os efeitos de dois tipos de exercício iniciados durante a fase 

de remodelação cardíaca compensada sobre alterações fenotípicas e moleculares 

que ocorrem no músculo gastrocnêmio de ratos com infarto do miocárdio.  

 

Objetivos Específicos 

 

1. Avaliar a atividade de enzimas antioxidantes, o metabolismo energético e a 

geração de espécies reativas de oxigênio no músculo esquelético gastrocnêmio 

de ratos com infarto do miocárdio; 

2. Identificar ativação de células satélites por análise da expressão proteica do 

Pax-7 e por imunofluorescência de MyoD, NCAM e isoforma neonatal das 

cadeias pesadas de miosina; 

3. Analisar a expressão de proteínas das vias das MAPK e do NF-κB; 

4. Avaliar a expressão de proteínas da via ubiquitina proteassoma; 

5. Mensurar a área seccional transversa das fibras por morfometria; 

6. Verificar, comparativamente, se treinamento físico aeróbio de intensidade 

moderada em esteira e exercício resistido, realizados previamente ao 

desenvolvimento de insuficiência cardíaca, atenuam ou previnem alterações 

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

 

 Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso corporal entre 200 e 

250 g, provenientes do Biotério do Campus de Botucatu da Universidade Estadual 

Paulista, UNESP. Os animais foram alimentados com ração comercial Purina® e água 

ad libitum e mantidos em gaiolas coletivas, com três ratos por caixa, em ambiente 

com temperatura controlada (24 ± 2ºC) e ciclos invertidos de luminosidade de 12h. 

O protocolo de estudo foi aprovado pela Comissão de Ética em Experimentação 

Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP (Protocolo nº 2014/1109). 

 O infarto agudo do miocárdio foi induzido de acordo com o método 

previamente descrito em nosso laboratório 6. Em resumo, os ratos foram 

anestesiados com cloridrato de ketamina (60 mg/kg) e submetidos a toracotomia 

lateral esquerda. Após exteriorização do coração, o átrio esquerdo foi afastado e a 

artéria descendente anterior esquerda ligada com fio mono-nylon 5.0 entre a saída 

da artéria pulmonar e o átrio esquerdo. A seguir, o coração foi recolocado no tórax, 

os pulmões inflados com pressão positiva e o tórax fechado por sutura com fio de 

algodão. Os animais pertencentes ao grupo controle foram submetidos ao mesmo 

procedimento, porém sem a ligação da artéria coronária responsável pela produção 

do infarto. 

 Foram constituídos, inicialmente, dois grupos de ratos: controle 

(Sham) e infarto do miocárdio (IM). Três meses após a cirurgia, os animais foram 

submetidos a ecocardiograma transtorácico e subdivididos em quatro grupos 

experimentais: 1) Sham (n=20); 2) IM sedentário (IM, n=26); 3) IM submetido a 

protocolo de exercício físico resistido (IM-R, n=21); e 4) IM submetido a exercício 

físico aeróbico de intensidade moderada (IM-A, n=23).  

 Estudos prévios de nosso laboratório em ratos com insuficiência 

cardíaca mostraram que a inclusão de 10 a 15 animais por grupo é suficiente para 

mostrar diferenças nas estruturas cardíacas, na função do ventrículo esquerdo (VE) 

e em variáveis relacionadas à miopatia associada à insuficiência cardíaca 6, 26, 36, 68. 

Como a mortalidade no período pós-operatório é de aproximadamente 40%, 

optamos por iniciar cada grupo experimental com aproximadamente 20 animais. 
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 Em estudos prévios 7, 69, verificamos que, a partir do sexto mês pós-

cirurgia, os ratos frequentemente apresentam insuficiência cardíaca; portanto, o 

protocolo de treinamento físico foi iniciado três meses após a indução do infarto e 

mantido por período de três meses. Antes do início dos exercícios, as estruturas 

cardíacas e a função do VE foram avaliadas por ecocardiograma transtorácico. 

 Ao final do período experimental, foi realizado novamente 

ecocardiograma transtorácico. No dia subsequente, os animais foram avaliados por 

dois examinadores para verificação do sinal clínico de insuficiência cardíaca 

taquipnéia/respiração laboriosa e, a seguir, eutanasiados para coleta de sangue e 

obtenção de tecidos. No exame post mortem, foram pesquisados sinais patológicos 

sugestivos do diagnóstico de insuficiência cardíaca como ascite, derrame pleural e 

pericárdico, trombo em átrios, hipertrofia do ventrículo direito (relação peso do 

ventrículo direito em mg/peso corporal em g > 0,8) e congestão pulmonar (relação 

peso dos pulmões/peso corporal > 2 desvios padrão acima da média do grupo 

controle) 7, 69.  

 

Avaliação da capacidade física aeróbia 

 

  A capacidade física aeróbia foi avaliada pelo teste de tolerância ao 

esforço, realizado antes, após 45 dias e ao término do período 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 três minutos, até a exaustão do 

animal. A velocidade máxima de corrida foi registrada e a distância total percorrida 

calculada 35, 70. Os animais foram adaptados ao ambiente de teste durante uma 

semana antes das avaliações, por 5 min/dia. Os resultados do teste de capacidade 

física realizado após 45 dias de treinamento foram utilizados para ajuste da 

intensidade do exercício. 

 

Protocolo de exercício físico aeróbio 

 

 O exercício físico aeróbico foi realizado em esteira, três vezes por 

semana, em dias alternados. Inicialmente, houve período de adaptação, com 
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aumento gradativo da velocidade e tempo de exercício, conforme descrito na tabela 

abaixo (Tabela 1). A partir da sexta semana de treinamento, os animais do grupo 

IM-A foram submetidos a sessões de corrida a 60% da capacidade máxima 

(considerada a velocidade máxima atingida no teste de esforço máximo), com 

duração de 40 minutos, até o final do período experimental, de três meses. O 

protocolo foi adaptado daquele utilizado por Moreira et al. 71. 

 

Tabela 1. Adaptação ao protocolo de exercício físico aeróbio 

Semanas 
Velocidade  

(metros/minutos) 

Duração 

 (minutos) 

1ª 5 10 

2ª 7,5 15 

3ª 10 25 

4ª 12 30 

5ª 15 40 

 
 
Determinação da carga máxima para exercício resistido 

 

  O exercício resistido foi realizado em escada especialmente construída 

para (1 metro de altura, 0,2 metros de largura, 0,5 centímetro entre os degraus e 

80º de inclinação). Antes do teste para determinação da carga máxima, 

familiarização com o aparato foi realizada por três dias e consistiu de três subidas 

na escada. Antes da primeira tentativa, o animal foi mantido na câmara, no topo 

da escada (20x20x20 cm), durante 60 segundos, para que percebesse que o 

ambiente não representava ameaça. Na primeira tentativa, o animal foi colocado 

na porção mais alta da escada, próximo à porta da câmara. 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 recuperação com o rato 

posicionado dentro da câmara no topo da escada 72. Após três dias de adaptação, 

foi avaliada a carga máxima 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 não 

conseguisse subir todos os degraus. Foram realizadas, no máximo, 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 máxima. O teste foi repetido após 45 dias, para 

ajuste da intensidade do exercício, e ao final do período experimental, de 12 

semanas. 

 

Protocolo de exercício físico resistido 

 

 O exercício físico resistido foi realizado três vezes por semana, em dias 

alternados, com aumento gradativo de carga. Inicialmente, houve período de 

adaptação, 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 sessões de treinamento consistiram de quatro subidas 

na escada com cargas correspondentes a 50%, 75%, 90% e 100% da capacidade 

total máxima, previamente estabelecida para cada rato. O período de recuperação 

entre cada subida foi de 2 minutos.  O treinamento foi mantido até o final do 

período experimental, de três meses. O protocolo foi adaptado daquele utilizado 

por Leite et al. 73. 

 

Tabela 2. Adaptação ao protocolo de exercício físico resistido 

Dias 
Carga 

(% peso corporal) 
Quantidade de subidas 

1º 0 3 

2º 15 3 

3º 30 3 

 

 

Avaliação estrutural e funcional do coração por ecocardiograma 

 

 As estruturas cardíacas e a função ventricular esquerda foram 

avaliadas por ecocardiograma transtorácico. Após anestesia com cloridrato de 

ketamina (50 mg/kg) e cloridrato de xilazina (1 mg/kg), por via intramuscular, os 

animais foram posicionados em decúbito lateral esquerdo para realização do 
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ecocardiograma. Foi utilizado equipamento da marca General Electric Medical 

Systems, modelo Vivid S6 (Tirat Carmel, Israel), dotado de transdutor 

multifrequencial de 5 a 11,5 MHz. A avaliação dos fluxos transvalvar mitral e 

aórtico foi realizada com o mesmo transdutor operando em 5,0 MHz. As variáveis 

estruturais e funcionais do coração foram obtidas de acordo com a metodologia 

previamente descrita em nosso laboratório 74. Posteriormente, as estruturas 

cardíacas foram medidas manualmente com o auxílio de um paquímetro de 

precisão, de acordo com as recomendações da American Society of 

Echocardiography 75. As estruturas cardíacas foram medidas em, pelo menos, cinco 

ciclos cardíacos consecutivos. As seguintes estruturas foram avaliadas: diâmetros 

diastólico (DDVE) e sistólico (DSVE) do ventrículo esquerdo (VE); espessuras 

diastólicas da parede posterior do VE (EDPP) e do septo interventricular (EDSIV); 

espessuras sistólicas da parede posterior do VE (ESPP) e do septo interventricular 

(ESSIV); diâmetros da aorta (AO) e do átrio esquerdo (AE); áreas sistólica e 

diastólica do VE; e perímetros do VE e da área infartada do VE. A espessura relativa 

do VE foi calculada como 2 x EDPP/DDVE. A massa do VE foi calculada pela fórmula 

[(DDVE+EDPP+EDSIV)3–DDVE3] x 1,04, na qual 1,04 representa a densidade 

específica do miocárdio, e o índice de massa do VE pela divisão da massa do VE pelo 

peso corporal. O tamanho do infarto foi calculado pela divisão da medida 

endocárdica do segmento infartado pelo perímetro endocárdico total. A função 

sistólica do VE foi avaliada pelos seguintes índices: porcentagem de encurtamento 

endocárdico (% enc. endoc.): [(DDVE – DSVE)/DDVE]; porcentagem de 

encurtamento mesocárdico (% enc. mesoc.): [(DDVE + ½ EDPP + ½ EDSIV) – (DSVE 

+ ½ ESPP + ½ ESSIV)/(DDVE + ½ EDPP + ½ EDSIV)]; velocidade de encurtamento 

da parede posterior (VEPP), que é a tangente máxima do movimento sistólico da 

parede posterior do VE; fração de ejeção (FE): (DDVE3 – DSVE3)/DDVE3; velocidade 

máxima de deslocamento sistólico do anel mitral (onda S) obtida por Doppler 

tissular; e porcentagem de variação da área do VE. Adicionalmente, foi calculado o 

índice de performance miocárdica do VE (índice de Tei). A função diastólica do VE 

foi analisada pelos seguintes índices: razão entre os picos de velocidade de fluxo de 

enchimento inicial (onda E) e da contração atrial (onda A) do fluxo transmitral; 

tempo de desaceleração da onda E (TDE); tempo de relaxamento isovolumétrico 
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(TRIV) em valor absoluto e normalizado pela frequência cardíaca (TRIVn): TRIV/(R-

R)0,5, onde R-R é a distância entre dois complexos R ao eletrocardiograma, em 

segundos; e picos de velocidade de deslocamentos diastólicos inicial do anel mitral 

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

 

Coleta da musculatura esquelética e de outros tecidos para análise 

 

 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 após as avaliações finais de esforço e de carga 

máxima e, um dia após a realização do ecocardiograma final, os animais foram 

pesados, anestesiados com injeção intraperitoneal de tiopental (50 mg/kg) e 

eutanasiados por decapitação. Após coleta do sangue, o coração foi retirado por 

toracotomia mediana. Os átrios, os ventrículos direito e esquerdo, incluindo o 

septo, foram dissecados e pesados separadamente. O sangue foi centrifugado a 20º 

C, 4000 rpm durante 15 minutos; amostras do soro foram separadas e 

armazenadas a -80 ºC. A seguir, foram dissecados os músculos gastrocnêmios dos 

membros pélvicos direito e esquerdo. Imediatamente após a dissecção, as amostras 

musculares foram pesadas, congeladas em nitrogênio líquido e conservadas a -80 

ºC. Neste trabalho, somente os músculos gastrocnêmios foram estudados. O peso 

dos pulmões foi utilizado para avaliação do grau de congestão pulmonar. 

Fragmentos do pulmão, ventrículos direito e esquerdo foram pesados antes e após 

desidratação em estufa a 65ºC por 72 h para avaliar o grau de edema.  

 

Análise histológica do coração 

 

 Amostras anelares do VE foram fixadas em solução de formal a 10% 

por 24 horas e, a seguir, lavadas em água corrente e transferidas para solução com 

etanol 70%, de acordo com método previamente descrito 69. Para o cálculo do 

tamanho do infarto, foi realizado corte do VE na distância de 5 a 6 mm do ápice. 

Os valores obtidos nessa região correspondem à média dos valores obtidos em 

cortes de todo o coração. Os cortes histológicos foram corados em lâmina com 
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Picrosirius Red e examinados em microscópio Leica DM LS acoplado a câmera de 

vídeo, 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 razão entre a soma dos comprimentos epicárdico e endocárdico 

do segmento infartado e a soma das circunferências epicárdica e endocárdica totais. 

O valor foi expresso em porcentagem do VE. 

 

Análise histológica da musculatura esquelética 

 

 O trofismo no músculo gastrocnêmio foi avaliado por análise 

morfométrica. Para o preparo das lâminas histológicas, as amostras de tecido 

foram transferidas para câmara de micrótomo criostato (-20 °C), onde 

permaneceram por 20 a 30 min para estabelecimento do equilíbrio térmico. Os 

blocos de tecido muscular foram, então, fixados em suportes metálicos 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 à 

direção das fibras. Os cortes foram corados pelo método hematoxilina e eosina. A 

área seccional das fibras musculares foi avaliada com o auxílio de microscópio, 

como previamente descrito. Em cada lâmina, foi efetuada a mensuração de 150 a 

200 fibras do músculo gastrocnêmio. Todas as análises histológicas foram 

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

 

Avaliação do metabolismo energético 

 

 Foram analisadas a atividade máxima 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 anaeróbica: lactato 

desidrogenase (LDH, EC 1.1.1.27); do ciclo de Krebs e via aeróbica: citrato sintase 

(CS, E.C. 4.1.3.7) e da oxidação de ácidos graxos: β-hidroxiacil-CoA desidrogenase 

(BHADH, E.C.1.1.1.35) e carnitina palmitoiltransferase 1 (CPT1, EC 2.3.1.21). 

Amostras do músculo gastrocnêmio (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 zircônio (0,5 mm) durante 5 minutos a 4 ºC em 

homogeneizador Bullet Blender® (Next Advance, Inc., NY, USA). O lisado foi 

centrifugado a 12000 rpm durante 10 min a 4 ºC e o sobrenadante foi recolhido. 

Todas as atividades enzimáticas foram determinadas a 25 °C utilizando 

espectrofotômetro de microplacas Spectra Max 250 (Molecular Devices, Sunnyvale, 

CA). Avaliação da enzima hexoquinase foi realizada conforme descrito por Crabtree 

& Newsholme (1972) utilizando 20 µL de amostra e tampão 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 reação foi iniciada adicionando 

glicose e monitorada no comprimento de onda de 340nm 76. Para avaliação da 

atividade da fosfofrutoquinase foram utilizados 10 µL de amostra e tampão de 

ensaio contendo 50mM Tris HCl, 2mM MgSO4, 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 reação 

foi iniciada pela adição da F6P e a oxidação de NADH foi acompanhada pela medida 

do decréscimo na absorbância em 340 nm 77. Para a mensuração da atividade da 

piruvato quinase (PK), utilizamos 2 µL de amostra e tampão contendo mM 

KH2PO4, 10 mM MgCl2, 80 mM KCl, 0,05% Triton x 100, 9 U LDH, 0,17 mM NADH, 

5 mM ADP, e como iniciador da reação, 2 mM de PEP. A leitura da absorbância foi 

efetuada a 340nm em placas ultravioleta (UV) 78. Para as análises enzimáticas 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 reação contendo 100 mM de Tris-HCl, 1 mM 

de MgCl2, 1 mM de EDTA, 0,2 mM ditio-bis (ácido 2-nitrobenzóico), 0,3 mM de 

acetil-CoA, e 0,5 mM de oxaloacetato (omitido no controle), pH 8,1 e 10 µL da 

amostra. A taxa de alteração da absorbância foi monitorada a 412 nm 79. A 

atividade máxima da enzima β-hidroxiacil-CoA desidrogenase foi realizada 

adicionando 5 µL de amostra em um tampão de reação contendo 100mM KH2PO4, 

0,4 mM NADH. A reação foi iniciada com 5,4mM de acetoacetil-CoA e as 

absorbâncias lidas a 340 nm em placa UV de 96 poços 80. A atividade máxima da 

enzima carnitina palmitoiltransferase 1 foi avaliada utilizando 10 µL de amostra 
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em tampão de ensaio (pH 8,1) constituído de 60mM de Tris-HCl, 1,5mM  EDTA, 

0,25mM de DTNB, Triton X-100 0,05% (v/v), 0,035mM palmitoil-CoA. A reação foi 

iniciada com a adição de 1,25mM L-carnitina e as absorbâncias lidas a 412 nm 81. 

 Os ensaios enzimáticos descritos nesta seção foram realizados no 

Departamento de Fisiologia e Biofísica do ICB-USP, sob orientação do pesquisador 

Dr. Gilson Murata. 

 

Atividade enzimática da creatina quinase 

 

 A atividade da creatina quinase foi avaliada adicionando 10 µL da 

amostra em tampão 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 reação foi iniciada pela adição da creatina e a oxidação de NADH foi 

acompanhada pela medida do decréscimo na absorbância em 340 nm em um leitor 

de placas de 96 poços, considerado como branco a ausência do homogenato. O 

ensaio enzimático para determinação da atividade de creatina quinase foi realizado 

no Departamento de Fisiologia e Biofísica do ICB-USP, sob orientação do 

pesquisador Dr. Gilson Murata. 

 

Determinação da concentração muscular de lactato e glicogênio 

  

 Amostras do músculo gastrocnêmio foram desproteinizadas e 

homogeneizadas em 3,67% de ácido perclórico utilizando esferas de zircônio (0,5 

mm) durante 5 minutos a 4C em homogeneizador Bullet Blender® (Next Advance, 

Inc., NY, USA), posteriormente neutralizado com solução de 3 M de KOH. O lisado 

foi centrifugado a 12000 rpm durante 10 min a 4ºC e o sobrenadante foi recolhido. 

Para a determinação da concentração de lactato muscular, com ácido perclórico, 

utilizamos kit de lactato (LABTEST), considerado como branco o ácido perclórico 

neutralizado (Lactato enzimático, Labtest, Belo Horizonte, MG, BR, ref.138). As 

absorbâncias foram lidas utilizando placa de 96 poços em espectrofotômetro 

SpectraMax Plus a 340 nm.  
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 Para determinação da concentração de glicogênio, as amostras foram 

homogeneizadas como descrito acima. Uma alíquota do sobrenadante foi recolhida 

e neutralizada com KHCO3 a 1M para determinação da concentração de glicogênio 

utilizando-se o método da amiloglicosidase. Resumidamente, o método é baseado 

na conversão do glicogênio em glicose por ação da amiloglicosidase (Sigma, Saint 

Louis, MO, EUA). A concentração de glicose foi determinada utilizando kit comercial 

específico, por método enzimático-colorimétrico (Glicose Liquiform, Labtest, Belo 

Horizonte, MG, BR, ref.133). A concentração de glicogênio foi obtida pela avaliação 

da glicose na amostra após digestão enzimática.  

 A determinação da concentração muscular de glicogênio e lactato foi 

realizada no Departamento de Fisiologia e Biofísica do ICB-USP, sob orientação do 

pesquisador Dr. Gilson Murata. 

 

Análise da atividade de enzimas antioxidantes e dosagem de hidroperóxido 

de lipídeo 

  

 Amostras de músculo esquelético (100 mg) foram descongeladas e 

homogeneizadas em Potter Elvehjem, com pistilo de teflon, com 2 mL de tampão 

fosfato de sódio 0,1 M, pH 7,0. Os homogenatos foram centrifugados a 10.000 rpm 

por 15 min, em centrífuga refrigerada a 4 ºC. O sobrenadante foi utilizado para 

determinação de proteínas totais e da atividade das enzimas antioxidantes 

superóxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase e dosagem de hidroperóxido 

de lipídeo87. As leituras espectrofotométricas foram realizadas no 

espectrofotômetro Pharmacia Biotech (com software Swift II, England) e em leitor 

de microplaca (μQuant-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 oxidação da glutationa em presença de peróxido de 

hidrogênio e cumene hidroperóxido. A atividade da superóxido dismutase (SOD, 

E.C. 1.15.1.1) foi determinada pela alteração na redução do nitroblue-tetrazólio 

(NBT) por radicais superóxido gerados pela mistura NADH (nicotinamida adenina 

dinucleotídeo reduzido) e fenazina metassulfato em pH fisiológico. A atividade 
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enzimática da catalase (Cat, E.C. 1.11.1.6) foi determinada em tampão fosfato pH 

7,0, utilizando-se 12,5 µL de amostra e peróxido de hidrogênio (30%). As leituras 

espectrofotométricas foram realizadas a 240 nm. 

 A concentração de hidroperóxido de lipídio foi determinada pela 

oxidação do Fe2+ (sulfato ferroso amoniacal). O Fe3+ formado reage com alaranjado 

de xilenol formando composto colorido. Leituras foram realizadas a 560 nm. 

 As análises descritas nesta seção foram realizadas no Laboratório de 

Pesquisa do Departamento de Química e Bioquímica do Instituto de Biociências de 

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

 

Determinação de espécies reativas de oxigênio 

 

 Para avaliação da produção in situ de espécies reativas de oxigênio do 

músculo gastrocnêmio foi utilizado dihidroetídio (DHE; Sigma). Resumidamente, 

amostras de músculo gastrocnêmio foram transferidas para câmara de micrótomo 

criostato (-20 °C), onde permaneceram por 20 a 30 min para estabelecimento do 

equilíbrio térmico. Os blocos de tecido muscular foram, então, fixados em suportes 

metálicos 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 à direção das fibras. Os cortes foram incubados em 10 µM de 

DHE (diluído em 0,01% de metanol) por 30 min a 37 °C ao abrigo da luz, e então 

lavados três vezes em tampão salina fosfato (PBS) pH 7,4. Em seguida, para corar 

os núcleos celulares, os cortes foram incubados com DAPI. As lâminas foram 

novamente lavadas em PBS e as lamínulas alocadas utilizando-se Prolong Gold 

Antifade Reagent (Life Technologies). As lâminas foram analisadas em microscópio 

específico para detecção de imunofluorescência (Olympus BX51, equipado com 

emissor de fluorescência Olympus U-RFL-T e câmera Olympus DP72, Panasonic). 

 

Quantificação de proteínas oxidadas 

  

 As proteínas oxidadas foram avaliadas pela quantificação de grupos 

carbonila por kit OxyBlot (Millipore item #S7150), seguindo as instruções do 

fabricante. 
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Expressão proteica por Western blot 

 

 A expressão das proteínas ERK 1/2 da família MAPK, da subunidade 

p65 da via NF-κB, 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 82, 83. Fragmentos do músculo gastrocnêmio (50 

mg de tecido) foram homogeneizados em 50 mM de Tris-HCl, 1 mM de EDTA, e 

inibidores de protease, pH 7,4, utilizando esferas de zircônio (0,5 mm) durante 5 

min a 4 ºC em homogeneizador Bullet Blender® (Next Advance, Inc., NY, USA). As 

amostras das proteínas foram diluídas em tampão 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 bifásico, 

de empilhamento (Tris-HCl 240 mM, pH 6,8, poliacrilamida 40%, APS e Temed) e 

de resolução (Tris-HCl 240 mM, pH 8,8, poliacrilamida 40%, APS e Temed), na 

concentração de 6 a 12%, dependendo do peso molecular da proteína analisada. A 

corrida eletroforética foi efetuada a 120 V (Power Pac HC 3.0A, Bio-Rad, Hercules, 

CA, USA), por aproximadamente 2 h, com tampão de corrida (Tris 0,25 M, glicina 

192 mM e SDS 1%). Em seguida, as proteínas foram transferidas para membrana 

de nitrocelulose em sistema Trans Blot (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) utilizando-se 

tampão de transferência (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e SDS 0,1%). 

Regiões inespecíficas de ligação do anticorpo primário à membrana foram 

bloqueados mediante incubação com solução a 5% de leite em pó desnatado, 

dissolvido em tampão TBS-T, pH 7,4 (Tris-HCl 20 mM, NaCl 137 mM e Tween 20 

0,1%) por 60 min à temperatura ambiente sob constante agitação. Em seguida, a 

membrana foi lavada três vezes em solução basal (Tris 1,0 M, pH 2,8, NaCl 5,0 M e 

Tween 20) e incubada overnight, a 4ºC, com o anticorpo primário diluído na 

solução de bloqueio, sob agitação constante. Após a incubação com o anticorpo 

primário, a membrana foi lavada e incubada com o anticorpo secundário em 

solução bloqueadora por 90 min. A seguir, a membrana foi lavada com TBST e os 

sinais foram visualizados com auxílio de kit para quimioluminescência (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 proteínas alvo foram normalizados pelos 

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

 

Análise de ativação de células satélites 

  

 Seções transversais obtidas em criostato do músculo gastrocnêmio 

foram lavadas quatro vezes em PBS para remover o Tissue-Tek, fixadas em metanol 

por 10 min a 4 ºC, lavadas três vezes e bloqueadas em BSA 5% diluído em PBS por 

30 min. As lâminas foram incubadas com solução de bloqueio contendo o anticorpo 

primário (anti-NCAM, anti-MyoD e anti-MHC neonatal), durante a noite, a 4 °C. 

Após lavagens com PBS, as lâminas foram incubadas com anticorpo secundário 

diluído em PBS por 1 h em temperatura ambiente. Em seguida, as lâminas foram 

lavadas e incubadas com DAPI por 5 min. As lamínulas foram alocadas utilizando-

se Prolong Gold Antifade Reagent (Life Technologies). As lâminas foram analisadas 

em microscópio específico para detecção de imunofluorescência (Olympus BX51, 

equipado com emissor de fluorescência Olympus U-RFL-T e câmera Olympus DP72, 

Panasonic). 

 

Análise estatística 

 

 Os resultados estão apresentados em média e desvio padrão ou 

mediana e quartis, de acordo com a distribuição. Para variáveis paramétricas, as 

comparações entre os grupos foram realizadas por análise de variância 

complementada pelo teste de Student-Newman-Keuls. Para variáveis não 

paramétricas, as comparações entre os grupos foram realizadas pelo teste de 

Kruskal-Wallis. O teste de Goodman foi utilizado para comparar a frequência de 

sinais clínico e patológicos de insuficiência cardíaca entre os grupos infartados. O 

nível de significância considerado foi de 5%. 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Resultados
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1. Caracterização dos grupos experimentais e variáveis anatômicas 

 

 Após a indução do infarto, o desenvolvimento de insuficiência cardíaca 

ocorre, habitualmente, em ratos com infartos moderados a grandes, que acometem 

porcentagem equivalente ou superior a 30% da massa do ventrículo esquerdo. 

Portanto, ratos com infartos pequenos, menor que 30%, foram excluídos do 

presente estudo após análise histológica, 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 frequência dos sinais de insuficiência cardíaca está apresentada na 

Tabela 3. O grupo IM-S (n=9) teve a seguinte frequência de alterações compatíveis 

com insuficiência cardíaca: trombo em átrios 1, efusão pleural 1, congestão 

pulmonar 4, hipertrofia do ventrículo direito 3 e ascite 2. No grupo IM-A (n=9), 

trombo em átrios e efusão pleural foram observados em 2 animais, congestão 

pulmonar em 1 e ascite em 4. No grupo IM-R (n=13), trombos em átrios e 

congestão pulmonar foram observados em 3 ratos, efusão pleural e hipertrofia do 

VD em 4 e ascite em 2 ratos. A frequência dos sinais de insuficiência cardíaca não 

diferiu significativamente entre os grupos infartados.  

 O peso corporal inicial e final não diferiu entre os grupos. As variáveis 

anatômicas estão apresentadas na Tabela 4. O peso absoluto e normalizado pelo 

peso corporal dos átrios e pulmões 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 variável foi menor que nos grupos IM-S e IM-

R. O peso do músculo gastrocnêmio, em valor absoluto, foi menor no grupo IM-A 

que no Sham; quando normalizado pelo peso corporal, não diferiu entre os grupos.  

 O tamanho do infarto, avaliado por análise histológica do ventrículo 

esquerdo, não 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 esforço 

 

  No teste de esforço realizado antes do protocolo de exercícios, a 

distância percorrida e o tempo de permanência na esteira não diferiram entre os 

grupos infartados, que apresentaram pior capacidade funcional que o grupo Sham. 

Ao final do período experimental, o desempenho físico foi melhor no grupo IM-A 

que nos demais grupos, caracterizado por maior distância percorrida e tempo de 

permanência na esteira (Tabela 5). 

 

3. Teste de carga máxima 

  

 O teste de carga máxima foi realizado antes e após os protocolos de 

exercícios. Na avaliação inicial, apenas o grupo IM-S obteve menor valor de carga 

máxima comparado ao Sham. Ao final do período de exercício, o grupo IM-R obteve 

valor estatisticamente maior no teste de carga máxima que os demais grupos 

(Figura 1). 

 

4. Avaliação ecocardiográfica 

  

 Na Tabela 6, estão apresentadas as variáveis cardíacas estruturais e 

nas Tabelas 7 e 8, as variáveis de função do VE antes do protocolo de exercícios 

físicos. Os grupos com IM apresentaram hipertrofia ventricular caracterizada por 

aumento dos diâmetros sistólico e diastólico do VE, da espessura diastólica da 

parede posterior do VE, da massa do VE e das áreas diastólica e sistólica do VE. 

Funcionalmente, os grupos infartados apresentaram disfunção sistólica, 

caracterizada pela redução das porcentagens de encurtamento endocárdico e 

mesocárdico, da velocidade de encurtamento da parede posterior, da fração de 

ejeção, da porcentagem de variação da área do VE, e de aumento do índice de Tei. 

Apenas o grupo IM-R apresentou redução das ondas S comparado ao grupo Sham. 

Em relação à função diastólica, o grupo IM-S apresentou aumento da onda E mitral 

em relação 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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frequência cardíaca em relação ao Sham. A relação E/E’ média foi maior nos grupos 

IM-Sed e IM-R que no Sham.  

 Os dados referentes à avaliação ecocardiográfica ao final do 

experimento estão apresentados nas Tabelas 9 a 11. Os grupos com infarto do 

miocárdio mantiveram o padrão de hipertrofia ventricular observado na avaliação 

inicial. O grupo IM-R teve menor espessura relativa da parede do VE que o grupo 

IM-A.  

 Funcionalmente, os ratos infartados persistiram com disfunção 

sistólica, caracterizada pela redução das porcentagens de encurtamento 

endocárdico e mesocárdico, da fração de ejeção, da porcentagem de variação de 

área. Entretanto, a redução da onda S média, observada inicialmente apenas no 

grupo IM-R, foi reduzida em todos os grupos infartados comparados ao Sham. A 

função diastólica não diferiu entre os grupos. 

 

5. Análise histológica da musculatura esquelética 

 

 As áreas seccionais das fibras do músculo gastrocnêmio, mensuradas 

em cortes histológicos corados por hematoxilina e eosina, não 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 

ácido graxos no músculo gastrocnêmio não 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 relação 

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

 

 A atividade da superóxido 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 relação ao Sham. O protocolo de exercício aeróbio 

foi capaz de atenuar a queda na atividade dessa enzima, quando comparado ao 

grupo de animais sedentários e de animais que realizaram exercício resistido 

(Tabela 13). 

 

8. Produção de espécies reativas de oxigênio 

 

 A produção de espécies reativas de oxigênio, avaliada pela oxidação de 

DHE detectada por imunofluorescência, 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 arbitrárias; p<0,05 IM-S vs Sham; Figura 3). 

 

9. Concentração muscular de hidroperóxido de lipídeo 

 

 A concentração de hidroperóxido de lipídeo no gastrocnêmio 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. Carbonilação proteica 

 

 Foi quantificada a expressão de proteínas carboniladas de peso 

molecular entre 25 e 100 KDa no músculo gastrocnêmio, que não 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 arbitrárias; P>0,05; Figura 5). 
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11. Expressão proteica por Western blot 

  

 A expressão das proteínas phospho-ERK, ERK total, phospho-p65 NF-

kB, p65NF-kB total, proteassoma 20S e Pax-7, normalizadas pela expressão da 

proteína GAPDH, não diferiu entre os grupos (Tabela 14; Figura 6). 

 

12. Ativação de células satélites 

  

 A ativação de células satélites, avaliada por marcação 

imunofluorescente das proteínas miosina neonatal, MyoD e NCAM não foi 

estatisticamente diferente entre os grupos (Figuras 7 a 9). 
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Tabela 3. Frequência (porcentagem e número absoluto) de sinais clínico e anátomo-

patológicos de insuficiência cardíaca 

 IM-S  

(n=9) 
IM-A  

(n=9) 

IM-R 

(n=13) 

Trombo em átrios 11% (1) 22% (2) 23% (3) 

Efusão pleural 11% (1) 22% (2) 30% (4) 

Congestão 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 miocárdio sedentário; IM-A: infarto do miocárdio submetido a exercício 
aeróbio; IM-R: infarto do miocárdio submetido a exercício resistido; n: número de animais; 
VD: ventrículo direito. Teste de Goodman; P>0,05. 

 
  

Tabela 4. Variáveis anatômicas 

 Sham 

 (n=20) 
IM-S 

 (n=09) 
IM-A  

(n=09) 

IM-R 

 (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)*† 
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)*† 
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)  
Átrios 0,10 (0,08-0,11) 0,15 (0,11-0,31)* 0,15 (0,10-0,21) 0,17 (0,14-0,23)* 
Átrios/PC (mg/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)* 
Átrios (U/S) 4,18 ± 0,85 4,50 ± 1,25 4,48 ± 0,95 4,23 ± 0,70 
Pulmão (g) 1,93 ± 0,62 2,98 ± 0,89* 2,39 ± 0,53 2,64 ± 0,70* 
Pulmão/PC (mg/g) 3,61 ± 1,05 5,62 ± 1,92* 4,67 ± 1,00 5,20 ± 1,97* 
Pulmão (U/S) 4,49 (4,38-4,54) 4,28 (3,89-4,87) 4,87 (4,30-5,32) 4,50 (4,17-4,90)  
Gastro (g) 2,85 (2,57-3,03) 2,50 (2,38-2,85) 2,40 (2,13-2,60)* 2,67 (2,29-2,91) 

Gastro/PC (mg/g) 5,45 (4,70-5,86) 4,86 (4,45-5,09) 4,50 (4,42-5,40) 4,84 (4,54-5,19) 

IM-S: infarto do miocárdio sedentário; IM-A: infarto do miocárdio submetido a exercício aeróbio; IM-
R: infarto do miocárdio submetido a exercício resistido. PC: peso do corpo; VE: peso do ventrículo 
esquerdo; VD: peso do ventrículo direito; U/S: relação entre peso úmido e peso seco; Gastro: peso 
do músculo gastrocnêmio. Dados expressos em média ± desvio padrão ou mediana e percentis. 
Análise de variância com pós teste de Student-Newman-Keuls ou Mann Whitney. P<0,05: * vs Sham; # vs 
IM-Sed; † vs IM-A. 
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Tabela 5. Distância e tempo percorridos no teste de esforço em esteira antes e após 

treinamento físico.  

  
Sham 

(n=14) 

IM-S 

(n=8) 

IM-A 

(n=8) 

IM-R 

(n=10) 

Tempo 
(minutos) 

Inicial 29,5 ± 3,09 23,4 ± 3,31* 24,0 ± 3,93* 24,1 ± 3,49* 

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)† 

Distância 
(metros) 

Inicial 482 ± 90,7 315 ± 81,1* 335 ± 103* 334 ± 92,0* 

Final 328 ± 93,6 282 ± 72,4 563 ± 150*# 336 ± 52,7† 

IM-S: infarto do miocárdio sedentário; IM-A: infarto do miocárdio submetido a exercício aeróbio; IM-R: infarto do miocárdio 
submetido a exercício resistido; n: número de animais. Dados expressos em média ± desvio padrão ou mediana e percentis. 
Análise de variância com pós teste de Student-Newman-Keuls ou Mann Whitney; P<0,05: * vs Sham; # vs IM-Sed; † vs IM-
A. 

 

Tabela 6. Avaliação ecocardiográfica inicial dos parâmetros estruturais do coração 

 Sham  
(n=20) 

IM-S  
(n=09) 

IM-A  
(n=09) 

IM-R  
(n=13) 

PC (g) 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)* 

DDVE/PC 
(mm/Kg) 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) 11,8 (10,5-12,7) 17,4 (13,9-19,6)* 14,1 (13,2-16,4)* 15,0 (12,9-17,2)* 

Massa VE (g) 0,73 (0,66-0,80) 1,53 (1,21-1,75)* 1,15 (1,07-1,24)*  1,13 (1,08-1,73)* 

Índ. MVE (g/Kg) 1,56 (1,51-1,68) 3,58 (2,63-3,97)* 2,64 (2,43-2,96)* 2,74 (2,42-3,73)* 

Área diast. (mm2) 45,5 (37,1-49,4) 86,1 (77,8-101,8)* 71,5 (67,5-86,0)* 77,60 (71,85-90,60)* 

Área sist. (mm2) 15,8 (12,5-17,7) 61,6 (55,2-74,5)* 50,4 (37,6-65,5)* 52,2 (42,8-60,4)* 

Perímetro (mm) Sham 36,32 ± 2,88 33,62 ± 2,21 34,38 ± 3,03 

IM perímetro (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 miocárdio sedentário; IM-A: infarto do miocárdio submetido a exercício aeróbio; IM-R: infarto do 
miocárdio submetido a exercício resistido; n: número de animais. PC: peso corporal; DDVE e DSVE: diâmetros 
diastólico e sistólico do ventrículo esquerdo (VE), respectivamente; EDPP e EDSIV: espessuras diastólicas da 
parede posterior do VE e do septo interventricular, respectivamente; Esp. rel. VE: espessura relativa do VE; AO: 
diâmetro da aorta; AE: diâmetro do átrio esquerdo; Índ. MVE: índice de massa do VE; Área diast. e Área sist.: 
áreas diastólica e sistólica do VE, respectivamente; IM: infarto do miocárdio. Dados expressos em média ± desvio 
padrão ou mediana e percentis; análise de variância com pós teste de Student-Newman-Keuls ou Mann Whitney; 
* P<0,05 vs Sham. 
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Tabela 7. Avaliação ecocardiográfica inicial da função sistólica do VE 

 Sham 
 (n=20) 

IM-S  
(n=09) 

IM-A  
(n=09) 

IM-R  
(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 24,5 ± 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 ± 0,31  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 miocárdio sedentário; IM-A: infarto do miocárdio submetido a exercício aeróbio; IM-R: infarto do 
miocárdio submetido a exercício resistido; n: número de animais. VE: ventrículo esquerdo; FC: frequência cardíaca 
(batimentos por minuto); % enc. endoc. e mesoc.: porcentagem de encurtamento endocárdico e mesocárdico, 
respectivamente; VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior; Tei: índice de performance miocárdica; 
FE: fração de ejeção; FVA: fração de variação de área do VE; S: velocidade máxima de deslocamento sistólico do 
anel mitral das paredes lateral e septal e sua média. Dados expressos em média ± desvio padrão ou mediana e 
percentis. Análise de variância com pós teste de Student-Newman-Keuls ou Mann Whitney; P<0,05: * vs Sham. 

 

 

Tabela 8. Avaliação ecocardiográfica inicial da função diastólica do VE 

 Sham   

(n=20) 

IM-S 

(n=09) 

IM-A  

(n=09) 

IM-R  

(n=13) 

E mitral (cm/s) 78,5 (75,0-84,8) 99,0 (89,0-108,5)* 77,5 (68,8-90,5)# 83,0 (77,0-100,5) 

A mitral (cm/s) 47,0 (44,0-53,0) 44,0 (21,0-65,0) 54,5 (41,0-81,8) 42,0 (22,5-58,0) 

E/A 1,70 (1,49-1,87) 2,02 (1,38-5,55)  1,34 (1,15-1,76)  1,58 (1,39-3,86)  

TRIV (ms) 26,0 (22,0-26,0) 30,0 (25,0-33,0) 33,0 (30,0-37,0)* 30,0 (24,0-32,5) 

TDE (ms) 48,5 (45,0-56,0) 39,0 (35,5-46,3) 41,0 (6,00-55,0) 43,0 (37,0-58,3) 

TRIVn 54,6 ± 6,72 63,0 ± 10,68* 70,7 ± 11,05* 62,0 ± 13,26 

E’ lateral (cm/s) 4,09 ± 0,81 4,33 ± 0,86 3,53 ± 0,66 3,75 ± 0,58 

E’ septal (cm/s) 4,21 ± 0,74 3,87 ± 0,61 3,80 ± 1,04 3,77 ± 0,76 

E’ media (cm/s) 4,15 ± 0,72 4,10 ± 0,52 3,66 ± 0,47 3,76 ± 0,50 

A’ lateral (cm/s) 3,43 ± 1,05 3,32 ± 1,18 3,98 ± 1,33 2,89 ± 0,71 

A’ septal (cm/s) 2,94 ± 0,86 3,33 ± 1,09 3,49 ± 1,20 3,15 ± 0,79 

A’ media (cm/s) 3,18 ± 0,85 3,33 ± 1,03 3,73 ± 1,23 3,02 ± 0,71 

E/E’ media 19,8 ± 3,69 24,5 ± 5,38* 21,3 ± 3,22 24,5 ± 6,44* 

IM-S: infarto do miocárdio sedentário; IM-A: infarto do miocárdio submetido a exercício aeróbio; IM-R: infarto do miocárdio 
submetido a exercício resistido; n: número de animais. VE: ventrículo esquerdo; E/A: razão entre picos de fluxo de 
enchimento inicial (onda E) e da contração atrial (onda A) do fluxo transmitral; TRIV: tempo de relaxamento 
isovolumétrico; TDE: tempo de desaceleração da onda E mitral; TRIVn: TRIV normalizado pela frequência cardíaca; E’: 
velocidade de deslocamento diastólico inicial do anel mitral; A’: velocidade de deslocamento diastólico tardio do anel 
mitral. Dados expressos em média ± desvio padrão ou mediana e percentis. Análise de variância e pós teste de Student-
Newman-Keuls ou Mann Whitney; P<0,05: * vs Sham; # vs IM-Sed. 
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Tabela 9. Avaliação ecocardiográfica final dos parâmetros estruturais do coração 

 
Sham           
(n=20) 

IM-S              
(n=9) 

IM-A              
(n=9) 

IM-R             
(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)*† 

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) 10,5 (9,22-11,1) 15,9 (11,8-17,6)* 14,1 (12,8-15,7)* 14,6 (12,6-17,2)* 

Massa VE (g) 0,85 (0,76-0,92) 1,66 (1,44-2,07)* 1,39 (1,30-1,98)* 1,61 (1,37-1,79)* 

Índ. MVE (g/Kg) 1,53 (1,46-1,70) 3,32 (2,63-4,11)* 3,03 (2,72-3,99)* 3,07 (2,49-3,49)* 

Área diast. (mm2) 49,2 (47,2-51,2) 89,9 (83,7-98,7)* 79,3 (67,1-105)* 93,5 (78,6-107)* 

Área sist. (mm2) 14,7 (14,1-17,6) 64,5 (54,0-67,5)* 49,5 (44,2-71,3)* 59,5 (46,3-77,1)* 

Perímetro (mm) Sem infarto 37,2 ± 2,86 35,2 ± 3,59 36,9 ± 3,00 

IM perímetro (mm) Sem infarto 15,5 ± 3,73 13,0 ± 3,31 13,5 ± 4,17 

% infarto Sem infarto 41,2 ± 7,75 36,5 ± 5,64 36,1 ± 9,44 

IM-S: infarto do miocárdio sedentário; IM-A: infarto do miocárdio submetido a exercício aeróbio; IM-R: infarto 
do miocárdio submetido a exercício resistido; n: número de animais. PC: peso corporal; DDVE e DSVE: 
diâmetros diastólico e sistólico do ventrículo esquerdo (VE), respectivamente; EDPP e EDSIV: espessuras 
diastólicas da parede posterior do VE e do septo interventricular, respectivamente; Esp. rel. VE: espessura 
relativa do VE; AO: diâmetro da aorta; AE: diâmetro do átrio esquerdo; Índ. MVE: índice de massa do VE; Áreas 
diast. e sist.: áreas diastólica e sistólica do VE, respectivamente; IM: infarto do miocárdio. Dados expressos em 
média ± desvio padrão ou mediana e percentis. Análise de variância com pós teste de Student-Newman-Keuls 
ou Mann Whitney; P<0,05: * vs Sham; † vs IM-A. 
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Tabela 10. Avaliação ecocardiográfica final da função sistólica do VE 

 
Sham        
(n=20) 

IM-S             
(n=9) 

IM-A             
(n=9) 

IM-R             
(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 miocárdio sedentário; IM-A: infarto do miocárdio submetido a exercício aeróbio; IM-
R: infarto do miocárdio submetido a exercício resistido; n: número de animais. FC: frequência 
cardíaca (batimentos por minuto); % enc. endoc. e mesoc.: porcentagem de encurtamento 
endocárdico e mesocárdico, respectivamente; VEPP: velocidade de encurtamento da parede 
posterior; Tei: índice de performance miocárdica; FE: fração de ejeção; S: velocidade máxima de 
deslocamento sistólico do anel mitral das paredes lateral e septal e sua média. Dados expressos 
em média ± desvio padrão ou mediana e percentis. Análise de variância com pós teste de Student-
Newman-Keuls ou Mann Whitney; P<0,05: * vs Sham. 

  

 

Tabela 11. Avaliação ecocardiográfica final da função diastólica do VE 

 
Sham            
(n=20) 

IM-S               
(n=9) 

IM-A               
(n=9) 

IM-R              
(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 59,4,1 ± 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 (cm/s) 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’/A’ 1,29 ± 0,54 1,38 ± 0,42 1,05 ± 0,49 1,07 ± 0,30 

IM-S: infarto do miocárdio sedentário; IM-A: infarto do miocárdio submetido a exercício aeróbio; IM-
R: infarto do miocárdio submetido a exercício resistido; n: número de animais. E/A: razão entre picos 
de fluxo de enchimento inicial (onda E) e da contração atrial (onda A) do fluxo transmitral; TRIV: 
tempo de relaxamento isovolumétrico; TDE: tempo de desaceleração da onda E mitral; TRIVn: TRIV 
normalizado pela frequência cardíaca; E’: velocidade de deslocamento diastólico inicial do anel 
mitral; A’: velocidade de deslocamento diastólico tardio do anel mitral. Dados expressos em média 
± desvio padrão ou mediana e percentis. Análise de variância com pós teste de Student-Newman-
Keuls ou Mann Whitney; P>0,05. 
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Tabela 12. Atividade de enzimas envolvidas no metabolismo energético e 

concentração muscular de lactato e glicogênio. 

 Sham 

n=8 

IM-S 

n=8 

IM-A 

n=8 

IM-R 

n=8 

Lactato 6.23 (4.88-7.65) 6.87 (5.86-7.51) 6.15 (5.30-7.15) 5.97 (5.23-7.63) 

Glicogênio  20.1 (18.9-23.7) 18.3 (14.0-22.4) 18.9 (18.1-19.9) 24.2 (17.5-33.4) 

CK  40.0 ± 18.3 38.6 ± 14.4 51.9 ± 19.6 54.2 ± 18.8 

HK  1.82 ± 1.09 1.23 ± 0.61 1.47 ± 0.67 1.28 ± 0.48 

PFK  18.2 (10.2-21.6) 17.7 (9.12-25.1) 20.5 (13.4-23.4) 20.6 (7.02-25.2) 

PK  1.53 ± 0.49 2.07 ± 0.35 * 1.69 ± 0.38 # 1.64 ± 0.27 # 

LDH  1.58 ± 0.31 1.92 ± 0.43 1.51 ± 0.32 1.53 ± 0.29 

CS  4.91 ± 1.08 5.52 ± 1.10 5.81 ± 1.58 5.05 ± 1.39 

CPT1  0.74 ± 0.18 0.90  ± 0.18 0.87  ± 0.15 0.80  ± 0.18 

BHADH  14.2 (10.0-16.0) 23.6 (18.7-32.6)* 15.9 (13.8-18.0) 15.2 (11.9-18.8) 

IM-S: infarto do miocárdio sedentário; IM-A: infarto do miocárdio submetido a exercício aeróbio; IM-R: infarto do 
miocárdio submetido a exercício resistido; n: número de animais. Unidades: Lactato, mg/g tecido; Glicogênio, 
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), µmol/min*mg prot; Lactato desidrogenase (LDH), µmol/min*mg 
prot; Citrato sintase (CS), nmol/min*mg prot; Carnitina palmitoiltransferase 1 (CPT1), nmol/min*mg prot; β-
hidroxiacil CoA desidrogenase (BHADH), nmol/min*mg prot. Dados expressos em média ± desvio padrão ou 
mediana e percentis. Análise de variância com pós 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 14.8 ± 3.18 10.7 ± 1.85* 12.0 ± 2.76 14.9 ± 2.89# 

CAT 30.0 ± 7.11 42.2 ± 6.66* 39.6 ± 7.87* 38.7 ± 7.83* 

GPX 84.6 (81.0-95.2) 65.3 (54.7-69.1)* 70.6 (64.5-79.6)*#  54.7 (51.9-67.6)* † 

IM-S: infarto do miocárdio sedentário; IM-A: infarto do miocárdio submetido a exercício aeróbio; IM-R: infarto 
do miocárdio submetido a exercício resistido; n: número de animais. Unidades: Superóxido dismutase 
(SOD), nmol/mg prot; Catalase (CAT), µmol/g tecido; Glutationa peroxidase (GPX), nmol/mg tecido. Dados 
expressos em média ± desvio padrão ou mediana e percentis. Análise de variância com pós teste de 
Student-Newman-Keuls ou Mann Whitney; P<0,05: * vs Sham; # vs IM-S; † vs IM-A. 

 

 

Tabela 14. Expressão proteica no músculo gastrocnêmio 

 Sham  IM-S  IM-A  IM-R  

p-p65 0,56 (0,51-1,75) 0,88 (0,44-0,91) 0,66 (0,39-0,86) 0,79 (0,61-0,84) 

p65 1,02 (0,68-1,13) 1,20 (0,63-1,50) 1,64 (1,24-2,24) 1,18 (0,75-1,57) 

p-ERK 1,00 (0,70-1,30) 0,89 (0,54-5,76) 0,82 (0,28-2,02) 0,43 (0,22-1,81) 

ERK 0,96 (0,71-1,21) 1,51 (0,93-5,77) 1,61 (0,70-2,63) 1,13 (0,97-2,35) 

P20S 1,00 ± 0,40 1,32 ± 0,31 1,05 ± 0,52 1,28 ± 0,59 

Pax-7 1,00 ± 0,95 0,79 ± 0,36 1,31 ± 0,69 0,64 ± 0,48 

IM-S: infarto do miocárdio sedentário; IM-R: infarto do miocárdio submetido a exercício resistido; IM-A: infarto do 
miocárdio submetido a exercício aeróbio; n = 7 por grupo. Expressão proteica normalizada pela expressão da GADPH. 
Análise de variância com pós teste de Student-Newman-Keuls ou Mann Whitney; P>0,05. 
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Tabela 15. Análise de imunofluorescência 

 
Sham         
(n=6) 

IM-S            
(n=8) 

IM-A           
(n=5) 

IM-R           
(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 miocárdio sedentário; IM-R: infarto do miocárdio submetido a protocolo de exercício resistido; IM-A: 

infarto do miocárdio submetido a exercício aeróbico; n: número de animais. Teste estatístico de Mann Whitney; 
P>0,05. 

 
 
 
 

 

Figura 1. Capacidade máxima de carga obtida em teste de esforço realizado antes 

(Início) e após (Final) período de treinamento resistido. IM-S: infarto do 

miocárdio sedentário (n=7); IM-A: infarto do miocárdio submetido a 

exercício aeróbio (n=7); IM-R: infarto do miocárdio submetido a exercício 

resistido (n=11); Sham (n=4); Dados expressos em média ± desvio padrão. 

Análise de variância com pós teste de Student-Newman-Keuls. P<0,05: * vs 

Sham; # vs IM-Sed; † vs IM-R. 

 



Resultados           42

 

 
Figura 2. A) Cortes histológicos do músculo gastrocnêmio corados com 

hematoxilina-eosina, objetiva: 40X. B) Área seccional transversa do 

músculo gastrocnêmio. C) Distribuição da área seccional transversa das 

fibras musculares. IM-S: infarto do miocárdio sedentário (n=8); IM-R: 

infarto do miocárdio submetido a exercício resistido (n=7); IM-A: infarto 

do miocárdio submetido a exercício aeróbio (n=5), Sham (n=6).  
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Figura 3.  Cortes histológicos do músculo gastrocnêmio marcados por 

imunofluorescência para produto resultante da oxidação de DHE pelo 
superóxido, etídio (vermelho), DAPI para marcação dos núcleos (azul) e 
WGA para marcação da membrana celular (verde). Objetiva 40x. IM-Sed: 
infarto do miocárdio sedentário (n=8); IM-R: infarto do miocárdio 
submetido a protocolo de exercício resistido (n=7); IM-A: infarto do 
miocárdio submetido a exercício aeróbico (n=5), Sham (n=6). ANOVA; 
p<0,05. 
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Figura 4. Concentração de hidroperóxido de lipídeo no músculo gastrocnêmio. IM-

S: infarto do miocárdio sedentário; IM-R: infarto do miocárdio submetido 

a exercício resistido; IM-A: infarto do miocárdio submetido a exercício 

aeróbio; n = 8 por grupo. Dados expressos em mediana e percentis. Teste 

estatístico de Mann Whitney; P<0,05: * vs Sham; # vs IM-Sed; † vs IM-R.  
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Figura 5. Expressão de proteínas carboniladas no músculo gastrocnêmio 

normalizada pelo GAPDH. IM-S: infarto do miocárdio sedentário; IM-R: 

infarto do miocárdio submetido a exercício resistido; IM-A: infarto do 

miocárdio submetido a exercício aeróbio; n = 7 por grupo; UA: unidades 

arbitrárias. Dados expressos em média ± desvio padrão. Análise de 

variância; P>0,05.   
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Figura 6. Bandas representativas do Western blot das proteínas phospo-ERK, ERK, 

phospo-p65 NF-kB, p65 NF-kB, Pax-7 e Proteassoma 20S, normalizadas 

pelo GAPDH. IM-S: infarto do miocárdio sedentário; IM-R: infarto do 

miocárdio submetido a exercício resistido; IM-A: infarto do miocárdio 

submetido a exercício aeróbio. 

 

 
 
Figura 7. Cortes histológicos do músculo gastrocnêmio marcados por 

imunofluorescência para a proteína miosina neonatal (vermelho), WGA 
para marcação da membrana (verde) e DAPI para marcação dos núcleos 
(azul). As setas indicam a presença de marcação de miosina neonatal. 
Objetiva 40x. IM-Sed: infarto do miocárdio sedentário (n=8); IM-R: infarto 
do miocárdio submetido a protocolo de exercício resistido (n=7); IM-A: 
infarto do miocárdio submetido a exercício aeróbico (n=5), Sham (n=6). 
ANOVA; p>0,05. 
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Figura 8. Cortes histológicos do músculo gastrocnêmio marcados por 

imunofluorescência para a proteína NCAM (verde) e DAPI para marcação 

dos núcleos (azul). As setas indicam a presença de marcação de NCAM. 

Objetiva 40x. IM-Sed: infarto do miocárdio sedentário (n=8); IM-R: infarto 

do miocárdio submetido a protocolo de exercício resistido (n=7); IM-A: 

infarto do miocárdio submetido a exercício aeróbico (n=5), Sham (n=6). 

ANOVA; p>0,05. 
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Figura 9. Cortes histológicos do músculo gastrocnêmio marcados por 

imunofluorescência para a proteína MyOD (verde). As setas indicam a 

presença de marcação de MyOD. Objetiva 40x. IM-Sed: infarto do 

miocárdio sedentário (n=8); IM-R: infarto do miocárdio submetido a 

protocolo de exercício resistido (n=7); IM-A: infarto do miocárdio 

submetido a exercício aeróbico (n=5), Sham (n=6). ANOVA; p>0,05. 
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 Neste estudo, avaliamos os efeitos do exercício físico, aeróbio ou 

resistido sobre a capacidade física, o coração e o músculo esquelético gastrocnêmio 

de ratos com infarto agudo do miocárdio. 

 O modelo experimental de infarto é muito utilizado porque é prático, 

de custo relativamente baixo, mimetiza causas frequentes de insuficiência cardíaca 

em humanos, a isquemia e o infarto, e apresenta boa reprodutibilidade dos 

resultados quando comparados aos estudos clínicos subsequentes 69. Além disso, 

cursa com desenvolvimento de insuficiência cardíaca esquerda de lenta evolução, 

de modo semelhante ao que comumente se observa em casos de insuficiência 

cardíaca em humanos. 

 Apesar das vantagens do método, a ligação da artéria coronária 

descendente anterior em ratos leva a diferentes tamanhos de infarto do miocárdio 

e, consequentemente, a diferentes graus de remodelação cardíaca e disfunção 

ventricular 69. Neste estudo, analisamos apenas os ratos que apresentaram infartos 

com tamanho superior a 30% da área total do ventrículo esquerdo. Apesar desta 

área infartada ser considerada grande para ratos, e do tempo de evolução ser longo, 

pequena porcentagem dos animais infartados apresentou sinais compatíveis com 

insuficiência cardíaca. 

 O protocolo de exercício aeróbio utilizado, adaptado de Moreira et al. 

71, é considerado de moderada intensidade. Para avaliar a capacidade física, foi 

realizado teste de tolerância ao exercício físico, com aumento gradativo da 

velocidade até a exaustão dos animais. Os ratos do grupo submetido ao exercício 

físico aeróbio apresentaram maior capacidade física que os demais animais após o 

período de treinamento. Evidências crescentes confirmam que o exercício aeróbio 

melhora a capacidade funcional tanto em animais experimentais como em 

pacientes com insuficiência cardíaca 84. 

 Com relação ao exercício resistido, o protocolo utilizado foi adaptado 

de Leite et al. 73 e consistiu de quatro subidas na escada com cargas 

correspondentes a 50%, 75%, 90% e 100% da capacidade total máxima, 

previamente estabelecida para cada rato, com períodos de recuperação de 2 

minutos entre cada subida. Ao final de 12 semanas de exercício, o grupo IM-R 

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

 O ecocardiograma permite analisar, evolutivamente, variáveis 

estruturais cardíacas e funcionais do ventrículo esquerdo e, portanto, determinar 

o grau de injúria causado pelo infarto do miocárdio e pelo decorrente processo de 

remodelação. Com a realização do ecocardiograma três meses após o infarto, foi 

possível obter três grupos de animais infartados (IM-S, IM-A e IM-R) que 

apresentaram tamanho de infarto e grau de comprometimento cardíaco 

semelhantes antes do período de exercícios. 

 Ao final do período experimental, portanto, após seis meses da 

indução do infarto e três meses de treinamento físico, foi realizada nova avaliação 

ecocardiográfica. Observamos aumento das variáveis estruturais do coração nos 

animais infartados, que apresentaram hipertrofia do ventrículo esquerdo de 

padrão excêntrico. Os protocolos de exercícios aeróbio ou resistido não foram 

capazes de atenuar as alterações na geometria do ventrículo esquerdo dos ratos 

infartados.  

 Na avaliação funcional após o período de exercício, foi detectada 

disfunção sistólica nos ratos infartados, caracterizada por menor porcentagem de 

encurtamento endocárdico e mesocárdico, velocidade de encurtamento da parede 

posterior do ventrículo esquerdo e fração de variação da área, e por aumento do 

índice de Tei. Similarmente, os protocolos de exercícios aeróbio ou resistido não 

modificaram essas variáveis. A função diastólica não diferiu entre os grupos. 

 Estudos recentes têm mostrado que o exercício físico aeróbio, além de 

aumentar a capacidade física, também melhora e/ou reverte a hipertrofia e 

disfunção do ventrículo esquerdo causadas por diferentes modelos de injúria 

cardíaca 59, 71, 85, 86. Entretanto, neste estudo, o exercício aeróbio não foi capaz de 

modificar parâmetros estruturais e funcionais do ventrículo esquerdo. O exercício 

resistido, apesar do incremento na capacidade total máxima, também não teve 

efeito nas variáveis ecocardiográficas. Estes resultados estão de acordo com os 

dados de Grans et al. 63, que não detectaram mudanças expressivas na função 

ventricular após três meses de exercício resistido em ratos com infarto do 

miocárdio. Entretanto, os autores observaram que o exercício resistido reduziu o 

estresse cardíaco global e melhorou significantemente a modulação autonômica 
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cardíaca e vascular. Por outro lado, Cai et al. 59 demonstraram que diferentes tipos 

de exercício físico, incluindo o exercício resistido, tiveram efeitos benéficos na 

função cardíaca. Exercícios resistidos associados à terapia medicamentosa também 

têm sido alvo de investigação. Feriani et al. 87 detectaram benefícios na capacidade 

de carga máxima e estado anti-inflamatório do músculo esquelético, além de 

melhora da função cardíaca após período de treinamento resistido combinado com 

piridostigmina. É possível que a divergência entre os estudos sobre os efeitos dos 

exercícios físicos na disfunção ventricular esteja relacionada a diferenças nos 

modelos de agressão cardíaca e de treinamento físico.  

 Uma vez que a função cardíaca não diferiu entre os grupos infartados, 

é provável que o aumento da capacidade funcional dos ratos do grupo IM-A e da 

capacidade de carga máxima nos ratos do grupo IM-R tenha sido decorrente de 

melhora funcional da musculatura esquelética. 

 A produção de espécies reativas de oxigênio e o aumento do estresse 

oxidativo no músculo esquelético induzem modificações irreversíveis de proteínas 

contráteis e formação de produtos de peroxidação lipídica, que culminam em 

injúria da fibra muscular 59. Os músculos esqueléticos são formados por tecido 

capaz de alterar suas características metabólicas, morfológicas e funcionais em 

situações de treinamento ou injúria 88. A insuficiência cardíaca crônica induz 

adaptações estruturais e funcionais da musculatura esquelética 89. Neste estudo, a 

avaliação da musculatura esquelética foi realizada no músculo gastrocnêmio. As 

defesas antioxidantes e a habilidade de combater a produção exacerbada de espécies 

reativas de oxigênio em músculos glicolíticos são menores que em músculos 

oxidativos. Portanto, músculos glicolíticos são mais susceptíveis aos danos causados 

por espécies reativas de oxigênio 49. 

 Estresse oxidativo ocorre quando há desequilíbrio entre a produção 

de radicais livres e os sistemas antioxidantes. Espécies reativas de oxigênio são 

moléculas altamente reativas contendo oxigênio com elétrons desemparelhados. 

Essas moléculas causam danos ao DNA e levam à oxidação de proteínas e 

peroxidação lipídica 90. Neste trabalho, o grau de estresse oxidativo foi avaliado 

pelas seguintes técnicas: concentração muscular de hidroperóxido de lipídeo, 

produção in situ de espécies reativas de oxigênio, expressão de proteínas oxidadas 
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e atividade de enzimas antioxidantes no músculo gastrocnêmio.  

 Como o balanço redox é determinado pelo equilíbrio entre vias pró e 

antioxidantes, os mecanismos intracelulares de defesa antioxidantes merecem 

destaque. No músculo esquelético, o sistema de enzimas antioxidantes, composto 

por superóxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPX) e catalase (Cat) 

protege as células das ações das espécies reativas de oxigênio. Neste estudo, 

verificamos que o infarto do miocárdio altera a atividade de enzimas antioxidantes 

e o exercício aeróbio parece ser mais eficiente que o exercício resistido para 

preservar sua atividade. 

 A superóxido dismutase representa a primeira defesa contra ânion 

radical superóxido catalisando a dismutação do superóxido em peróxido de 

hidrogênio (H2O2) em presença do íon H+. A catalase, por sua vez, catalisa a 

formação de água e oxigênio a partir do H2O2 formado pela reação da superóxido 

dismutase. Já a atividade da glutationa peroxidase é dependente de sua capacidade 

de reagir com H2O2 e peróxidos orgânicos pela oxidação da glutationa reduzida a 

glutationa oxidada 91. Neste estudo, a atividade da superóxido 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. Já 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 hidroperóxido de lipídeo, marcador de lipoperoxidação, foi menor 

no grupo IM-A que nos outros grupos. A peroxidação lipídica é causada pela 

agressão de uma espécie reativa, geralmente radical hidroxil, que abstrai um átomo 

de hidrogênio do ácido graxo insaturado e deixa um elétron desemparelhado no 

carbono, caracterizando a etapa de iniciação do processo de lipoperoxidação. A 

seguir, ocorre a fase de propagação, na qual há formação do radical peroxil (LOO•), 

que é capaz de retirar um átomo de H+ do ácido graxo adjacente gerando, assim, o 

hidroperóxido de lipídeo. Nas células, a lipoperoxidação pode levar a degeneração 

e perda da função de proteínas da membrana, prejudicando funções essenciais 

como a atividade de enzimas e transportadores de ATP 92. A menor concentração 
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de hidroperóxido de lipídeo no grupo IM-A sugere ação protetora do exercício 

aeróbio contra o estresse oxidativo. 

 O dihidroetídio (DHE) tem se destacado como marcador da produção 

de superóxido. O DHE é uma molécula apolar que permeia as membranas celulares. 

O etídio, produto da oxidação do DHE pelo superóxido, é um composto polar que 

não atravessa as membranas celulares e, portanto, reflete a produção de espécies 

reativas de oxigênio intracelular 93. No presente estudo, a oxidação de DHE foi 

utilizada para detectar a produção de espécies reativas de oxigênio no músculo 

gastrocnêmio. A quantidade de núcleos positivos para marcação de etídio 

sobrepostos ao DAPI foi significantemente maior no grupo IM-S que no Sham, 

refletindo aumento de estresse oxidativo nos ratos infartados sedentários. Os 

grupos de animais infartados submetidos a exercício físico, aeróbio ou resistido, 

não diferiram do Sham.  

 A reação celular ao estresse oxidativo depende da intensidade de 

formação das espécies reativas de oxigênio. Em baixas concentrações, as espécies 

reativas de oxigênio têm efeito estimulante sobre receptores e enzimas 

antioxidantes; em elevadas concentrações, entretanto, induzem dano celular 94, 95. 

Quando a produção de espécies reativas de oxigênio aumenta além da capacidade 

de neutralização pelo sistema antioxidante muscular, instala-se quadro de estresse 

oxidativo que leva à disfunção contrátil do músculo esquelético. Sabe-se que os 

níveis de modificações de proteínas pós traducionais derivadas de oxidantes, 

incluindo a carbonilação de proteínas, são elevados dentro das fibras musculares 

esqueléticas quando o estresse oxidativo se desenvolve, sugerindo que essas 

modificações desempenham papéis importantes na regulação da função muscular96.  

 Nesse sentido, avaliamos a carbonilação/oxidação proteica no músculo 

esquelético, que não diferiu entre os grupos. Sistemas intracelulares de degradação 

proteica identificam e eliminam proteínas oxidadas, como o sistema ubiquitina-

proteassoma. A degradação de proteínas oxidadas independente de poli 

ubiquitinação é coordenada pelo complexo proteassoma 20S 97. A expressão 

proteica desse complexo, avaliada por Western blot, não diferiu entre os grupos. 

Este resultado foi esperado, uma vez que também não identificamos alteração na 

expressão das proteínas oxidadas.  



Discussão 55

 Aumento do estresse oxidativo ativa vias de sinalização intracelulares, 

como por exemplo a via das MAPK e do NF-κB, que contribuem para o 

desenvolvimento de atrofia muscular. Neste estudo, avaliamos a expressão proteica 

da extracellular signal-regulated kinase (ERK) ½, membro da família das MAPK, cuja 

ativação está relacionada com processos anabólicos como divisão celular, 

crescimento e diferenciação. Avaliamos também a subunidade p65 do NF-κB. 

Quando não estimulado, o NF-κB, em associação com sua proteína inibitória IκB, 

encontra-se inativo no citoplasma. A fosforilação do IκB libera o NF-κB e permite a 

ativação e translocação de heterodímeros do NF-κB para o núcleo celular 37. Neste 

estudo, a expressão proteica da ERK e da subunidade p65 do NF-κB não diferiram 

entre os grupos. 

 Além das alterações acima descritas, a insuficiência cardíaca pode 

causar prejuízo no metabolismo energético do músculo esquelético. Com objetivo 

de avaliar o comprometimento energético causado pelo infarto e os efeitos dos 

exercícios aeróbio e resistido, avaliamos as principais enzimas do metabolismo da 

glicose (hexoquinase, fosfofrutoquinase e piruvato quinase), da via anaeróbia 

(lactato desidrogenase), do ciclo de Krebs (citrato sintase) e do metabolismo da 

oxidação de ácidos graxos (β-hidroxiacil-CoA desidrogenase e carnitina 

palmitoiltransferase). No intuito de investigar os efeitos da intervenção por 

exercícios, analisamos também o conteúdo muscular de glicogênio e lactato, além 

da atividade da enzima creatina quinase.  

 O comportamento de enzimas musculares durante a disfunção 

ventricular não está totalmente esclarecido na literatura. Por exemplo, há descrição 

de diminuição na atividade da citrato sintase em alguns estudos 98 e preservação 

de sua atividade em outros 99, 100. No presente estudo, a atividade da citrato sintase 

não diferiu entre os grupos. Há também relato de queda na atividade da β-

hidroxiacil CoA desidrogenase durante a insuficiência cardíaca 99, 100. Entretanto, 

em nosso estudo, a atividade dessa enzima foi maior no grupo IM-S que no Sham.  

 De acordo com a literatura, enzimas glicolíticas, como a 

fosfofrutoquinase e piruvato quinase, parecem não sofrer alteração em sua 

atividade durante IC 100, 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 glicolítica, que catalisa o 

terceiro passo irreversível da glicólise e controla o fluxo de saída dessa via. Esse 

passo final produz ATP e piruvato a partir de fosfoenolpiruvato 101. Sendo assim, a 

regulação da piruvato quinase é importante no controle da produção de 

intermediários glicolíticos e ATP. Quando a célula dispõe de alta concentração de 

ATP, a glicólise é inibida pela fosfofrutoquinase ou piruvato quinase. No caso da 

piruvato quinase, sua afinidade pelo fosfoenolpiruvato é reduzida. Por outro lado, 

em situações em que a concentração de ATP está reduzida, a afinidade da piruvato 

quinase pelo fosfoenolpiruvato aumenta 102.  

 A partir de nossos resultados, pode-se sugerir que a produção de 

energia no músculo gastrocnêmio dos animais infartados sedentários 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. É possível que esse resultado seja um efeito compensatório à baixa 

produção de energia. Entretanto, estudos adicionais avaliando os complexos 

respiratórios e atividade da ATP sintase são necessários para melhor esclarecer o 

papel da fosforilação oxidativa durante a disfunção ventricular.  

 Finalmente, considerando o potencial adaptativo do músculo 

esquelético, sua alta plasticidade e capacidade regenerativa, finalizamos a avaliação 

da musculatura esquelética com a análise da ativação de células satélites no 

músculo gastrocnêmio. 

 As células satélites localizam-se próximo às fibras musculares e são 

mediadores da regeneração muscular. Em condições basais, encontram-se em 

estado quiescente, mas podem rapidamente voltar a entrar no ciclo celular após 

lesões ou estímulos para crescimento muscular 67. Ativação de células satélites é 

influenciada por fatores intrínsecos e extrínsecos. 

 Diversas proteínas foram descobertas como marcadores de ativação 

de células satélites. Alguns marcadores estão localizados no núcleo, como o Pax-7, 

que é altamente expresso em células satélites. Outros fatores de transcrição como 

myogenic differentiation 1 (MyoD) é especificamente expresso por células 
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miogênicas, mas não por células satélites quiescentes. Existem também muitas 

proteínas 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 103. 

 Em nosso trabalho, avaliamos a expressão proteica de Pax-7 e o sinal 

imunofluorescente das proteínas NCAM, MyoD e miosina neonatal para investigar 

ativação de células satélites no músculo gastrocnêmio após período de exercício 

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

satélites foram similares entre os grupos. 
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 Exercício aeróbio e resistido melhora a capacidade física e a capacidade 

de carga máxima, respectivamente, sem alterar parâmetros estruturais e funcionais 

do ventrículo esquerdo de ratos infartados. No músculo gastrocnêmio, o infarto 

aumenta a produção de espécies reativas de oxigênio, altera a atividade de enzimas 

antioxidantes e de enzimas do metabolismo da glicose e de ácidos graxos. O 

exercício aeróbio reduz a concentração muscular de hidroperóxido de lipídeo e 

atenua a redução da atividade da glutationa peroxidase, mostrando-se, portanto, 

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