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RESUMO

RODRIGUES, Aurora Corréa, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, mar¢o de 2014.
Efeitos do treinamento fisico sobre as propriedades morfologicas e mecanicas em
cardiomiécitos de camundongos knockout para os receptores pl- e B2-adrenérgicos.
Orientador: Thales Nicolau Primola Gomes. Co-orientadores: Antonio José Natali e Daise
Nunes Queiroz da Cunha.

O objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos do treinamento fisico sobre as
propriedades morfoldgicas e mecénicas de cardiomidcitos de camundongos knockout (KO)
para receptores os B1- e B2-adrenérgicos. Camundongos C57BL/6J, KO para 0s receptores
B1-adrenérgicos, FVB/N e KO para os receptores p2-adrenérgicos com 4 meses de idade,
foram inicialmente separados aleatoriamente em 8 grupos: C57c, C57t, KO Blc, KO Blt,
FVBc, FVBt, KO B2c¢ e KO B2t. Os animais dos grupos treinados (C57t, KO B1t, FVBt, KO
B2t) foram submetidos a um protocolo de treinamento aerébico de 8 semanas, 5 dias por
semana, lhora por dia, com intensidade de 60% da velocidade méaxima de corrida. 3 a 4
animais de cada grupo foram separados para a analise de contracdo celular com perfusdo do
agonista B-adrenérgico isoproterenol (1SO) [100nM]. Apos a eutanasia, os cardiomidcitos do
ventriculo esquerdo foram isolados por dispersdo enziméatica. O comprimento e a largura dos
cardiomidécitos foram medidos utilizando um sistema de captacdo de imagens e o volume
celular foi calculado. As contracdes celulares foram medidas através da técnica de alteracdo
do comprimento dos cardiomidcitos, apds estimulacdo elétrica a 1 Hz, em temperatura
controlada a 37°C, usando-se um sistema de deteccdo de bordas. Os resultados mostraram que
os camundongos KO B1 apresentaram menor comprimento celular comparados aos C57. O
grupo KO P2t apresentou maior comprimento celular comparado ao grupo KO B2c. O
protocolo de treinamento aumentou a amplitude de contracdo, a velocidade méxima de
contracdo e a velocidade maxima de relaxamento dos cardiomiodcitos dos animais KO B1t e
KO B2t. O ISO ndo alterou a amplitude de contracdo, a velocidade maxima de contracdo e de
relaxamento nos cardiomiécitos dos camundongos KO B1+ISO, ja os animais KO B2+ISO
apresentaram aumento nas mesmas propriedades mecanicas. Conclui-se que o protocolo de
treinamento aerdbico: a) aumentou as propriedades mecanicas dos cardiomidcitos dos animais
KO B1 e KO B2; b) aumentou o comprimento dos cardiomiécitos dos camundongos KO 2; ¢)
associado ao ISO ndo alterou as propriedades mecanicas nos cardiomiocitos dos

camundongos KO B1 e reduziu nos cardiomiocitos dos camundongos KO 2.



ABSTRACT

RODRIGUES, Aurora Corréa, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 2014. Effects
of exercise training on the morphological and mechanical properties in cardiomyocytes
from pl-and p2-adrenergic receptors knockout mice. Adviser: Thales Nicolau Primola
Gomes. Co-advisers: Antonio José Natali and Daise Nunes Queiroz da Cunha.

The aim of this study was to investigate the effects of endurance training on cardiovascular
parameters and morphological and mechanical properties of isolated cardiomyocytes from the
left ventricle of B1- and B2-adrenergic receptors knockout mice. 4 months old C57BL/6J, B1-
adrenergic receptor knockout (KO B1), FVB/N and B2-adrenergic receptor knockout (KO (2)
mice were randomly allocated into one of the 8 groups: C57c, C57t, KO Blc, KO B1t, FVBc,
FVBt, KO B2c e KO B2t. The animals of the trained groups (C57t, KO B1t, FVBt, KO B2t)
underwent a protocol of aerobic training 8 weeks, 5 days/week, 1 hour/day, intensity of 60%
of maximal speed. 3 to 4 animals in each group were divided for the analysis of cellular
contraction with infusion of B-adrenergic agonist isoproterenol (1ISO) [100nM]. At sacrifice,
the heart was removed and left ventricular myocytes were enzymatically dispersed. Cell
length and width were measured using an image capture system and cell volume was
calculated. Myocytes were stimulated at 1 Hz at controlled temperature (37°C) and cell
contractility was measured by using an edge detection system. The results showed that KO 1
mice showed lower cell length compared to C57. The KO B2t group showed higher cell length
compared to the KO B2c group. The training protocol increased the contraction amplitude,
maximum contraction velocity and maximum relaxation velocity of cardiomyocytes of KO
B1t and KO B2t animals. The ISO did not alter the amplitude of contraction, maximum
contraction velocity and maximum relaxation velocity of cardiomyocytes from KO B1+ISO
animals, while the KO B2+ISO animals showed an increase in the same mechanical
properties. It is concluded that the aerobic training protocol: a) increased the mechanical
properties of cardiomyocytes from KO B1t and KO B2t animals; b) increased the length of
cardiomyocytes from B2 KO mice; c) associated with the 1ISO did not alter the mechanical
properties of cardiomyocytes from KO B1mice and reduced of cardiomyocytes from KO (2

mice.



1. INTRODUCAO

H& nove subtipos de receptores adrenérgicos identificados por clonagem molecular,
incluindo trés B-ARs (B1, B2, B3) e seis a-ARs (alA, alB, alD, a2A, a2B, a2C) (Bylund et
al., 1994). No coracgéo os dois principais receptores adrenérgicos sdo 0s B-ARs e 0s al-ARs,
que representam 90% e 10% dos receptores adrenérgicos presentes no coragéo,
respectivamente (O'connell et al., 2014). Os seis subtipos de receptores adrenérgicos
expressos nos cardiomiocitos sdo Bl-, p2- e B3-ARs e alA-, alB- ¢ alD-ARs (Hein e
Kobilka, 1997).

Para compreender os mecanismos moleculares envolvidos na via de sinalizagéo
adrenérgica e na fisiopatologia da insuficiéncia cardiaca (IC), estudos utilizam de modelo
animal geneticamente modificado, transgénico (TG) ou knockout (KO) (Naga Prasad et al.,
2001; Brum et al.,, 2006). A delecdo genética de um subtipo de receptor permite criar
respostas precisas sobre sua funcdo especifica em condicdes que frequentemente ndo é
possivel utilizando agonistas farmacoldgicos, devido a falta de seletividade suficiente para o
subtipo especifico (Rohrer et al., 1996; Chruscinski et al., 2001). A caracterizacdo fenotipica
das manipulagbes genéticas, em animais intactos e/ou em cardiomiocitos isolados,
proporciona novos conhecimentos a respeito da funcdo cardiaca (lzumo e Shioi, 1998;
Kadambi e Kranias, 1998). Como exemplo, o camundongo KO para os B1-ARs foi um
modelo utilizado para demonstrar que este subtipo de B-AR é o maior responsavel pelos
efeitos cronotrdpicos e inotropicos positivo no coracdo sob estimulo agonista ndo seletivo
(Rohrer et al., 1996).

Embora os f1- ¢ f2-ARs sejam funcionalmente e estruturalmente mais semelhantes entre
si, do que com os B3-ARs (Devic et al., 2001; Xiang et al., 2002), as evidéncias demonstram
que h& diferengas nos papéis dos subtipos de B1- e B2-ARs na funcdo e na estrutura cardiaca
(Bristow et al., 1986; Bernstein et al., 2005).

Embora a razdo entre o B1- e 0 f2-AR possa variar entre as espécies, a sinalizagao do p2-
AR é especifica da espécie e dependente da idade e do estagio de desenvolvimento (Xiao et
al., 1999; Xiang e Kobilka, 2003). Os subtipos de B1- ¢ p2-ARs apresentam uma razéao de 70-
80%:20-30%, respectivamente, nos ventriculos de humano (Wallukat, 2002), similar aos
camundongos que apresentam razdo de 75:25% (Brodde, 1999). Na IC a razdo passa para
60:38%, respectivamente (Bristow et al., 1986).



O BI-AR € o subtipo de receptor adrenérgico predominante no coragdo em termos de
densidade e de modulacéo da contracdo cardiaca (Bristow et al., 1986; Zhu et al., 2001). Este
receptor exerce papel dominante no aumento do cronotropismo e do inotropismo nos
cardiomidcitos. Em roedores, a ativacdo do B1-AR no tecido cardiaco é responsavel, em
grande parte, pelo aumento da contragdo (inotropismo), frequéncia cardiaca (cronotropismo) e
velocidade de relaxamento (lusitropismo) (Xiang e Kobilka, 2003). Ja o f2-AR produz menor
efeito cronotropico e inotropico (Zhu et al., 2001; Xiang, 2011).

O B2-AR foi considerado o principal subtipo de B-AR vascular (Chruscinski et al., 2001),
desempenhando um importante papel no relaxamento vascular periférico (Chruscinski et al.,

1999) e contribuindo para a distribuicdo do fluxo sanguineo para diferentes tecidos.

O B3-AR tem sido detectado no coragdo de humanos e de murinos, embora em menor
nivel que os B1- e B2-ARs. O papel fisiologico deste receptor na regulacdo da funcéo cardiaca
€ menos conhecido, porém sabe-se que a estimulagdo dos p3-ARs nos ventriculos de humano
reduz a forca de contracdo dos cardiomiocitos por um mecanismo dependente da proteina G
inibitdria (Gi) (Zhu et al., 2001; Calvert e Lefer, 2013).

Os B-ARs pertencem a grande familia de receptores acoplados a proteina G (GPCRs —
guanine nucleotide-binding G protein-coupled receptor), receptores compostos de sete
dominios transmembranicos. Eles realizam a interface entre o sistema nervoso simpatico
(SNS) e o sistema cardiovascular (Bernstein et al., 2005). Na presenca extracelular do ligante,
0s GPCRs alteram sua conformacao e, consequentemente, recrutam e estimulam a proteina G,
que é heterotrimera e apresenta trés subunidades: Ga, G e¢ Gy (Rockman et al., 2002;
Kobilka, 2007).

No seu estado inativo a subunidade Ga permanece acoplada a guanosina difosfato (GDP)
e quando ativada acopla-se a guanosina trifosfato (GTP). O acoplamento a GTP desencadeia a
dissociacdo da subunidade Go do dimero GPy (Rockman et al., 2002; Katz, 2003). Assim,
Ga-GTP e GPy podem ativar diferentes cascatas de sinalizagdo. Essas subunidades
amplificam e propagam sinais intracelulares, modulando a atividade de uma ou mais
moléculas efetoras, como a adenilato ciclase (AC) (Clapham e Neer, 1997; Pitcher et al.,
1998; Ferrara et al., 2014). A atividade das moléculas efetoras regula a concentracdo
intracelular de moléculas conhecidas como “segundo mensageiro”, que induzem respostas

celulares aos agonistas ligados aos receptores (Pitcher et al., 1998).



As catecolaminas ativam os B1- ¢ p2-ARs acoplados a proteina G estimulatéria (Gs), que
ird ativar a AC. Quando ativada, a AC catalisa a adenosina trifosfato (ATP) em monofosfato
de adenosina ciclico (AMPc). Este segundo mensageiro liga-se e ativa a proteina quinase A
(PKA) dependente de AMPc. A PKA, por sua vez, fosforila diversas proteinas envolvidas no
acoplamento excitacdo-contracdo dos cardiomidcitos (Xiao et al., 1999; Bers, 2002; Foerster
et al., 2003; Katz, 2003; Xiang e Kobilka, 2003; Ferrara et al., 2014), como mostra a figural.
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Figura 1: A via de sinalizagdo B-adrenérgica nos cardiomidcitos. Receptor B-adrenérgico (B-AR); proteina
estimulatoria (Gsa); adenilato ciclase (AC); monofosfato de adenosina ciclico (AMPc); proteina quinase A
(PKA); canais de Ca** do tipo L (LTCC); reticulo sarcoplasmatico (RS); receptor de rianodina (RyR); residuo
serina 2809 (Ser2809); proteina C de ligagdo a miosina (MyBP-C); troponina | (Tnl); residuo serina 16
(Ser16); fosfolambam (FLB); ATPase de Ca** do RS (SERCA). Adaptado de Grimm e Brown (2010).

A ativacdo B-adrenérgica acarreta em: 1) aumento dos niveis de Ca®* intracelular, através
dos canais de Ca®* do tipo L e dos receptores de rianodina tipo 2 (RyR2) (Katz, 2003; Xiang e
Kobilka, 2003; Bers, 2008); 2) aceleracdo da recaptacdo de Ca®" pelo reticulo sarcoplasmatico
(RS), através da fosfolambam (FLB) e da Ca®* ATPase do RS (SERCAZ2a) (Mundina-
Weilenmann et al., 1996; Xiang e Kobilka, 2003); 3) reducdo da sensibilidade dos
miofilamentos ao Ca*, por meio da troponina I (Tnl) e da proteina C de ligagdo & miosina
(MyBP-C) (Bers, 2002; Xiang e Kobilka, 2003).



Quando ativado, o f2-AR pode acoplar-se também a proteina Gi, subunidade da proteina
G que inibe a ativacdo da AC nos cardiomidcitos (Xiang e Kobilka, 2003). O acoplamento
bifasico dos B2-ARs sob estimulo agonista apresenta acoplamento predominante a proteina
Gs no inicio da estimulacdo, seguido de acoplamento a proteina Gi (Devic et al., 2001; Xiang
et al., 2002). Entretanto, o rompimento do acoplamento dos $2-ARs & proteina Gi com toxina
pertussis (PTX) aumentou a estimulagdo da AC (Kilts et al., 2000) e a fosforilacdo de FLB no
residuo serina 16 (FLBser16), levando a um lusitropismo positivo em cardiomiocitos de ratos
(Kuschel et al., 1999b). A a¢do cardioprotetora dos p2-ARs pode estar relacionada com sua
capacidade de ativar a via de sinalizacdo Gi-Gpy-PI3K-Akt (Chesley et al., 2000; Zhu et al.,
2001; Fujita e Ishikawa, 2011; Cannavo et al., 2013). Um estudo observou que a estimulacdo
dos B2-ARs aumentou a atividade de PI3K e a ativacdo de Akt, o que promoveu a
sobrevivéncia dos cardiomiocitos (Fujio et al., 2000). A resposta cardioprotetora dos f2-ARS
se opOe a apoptose induzida pela via de sinalizagdo dos B1-ARs (Communal et al., 1999;
Bernstein, 2003). Estudos observaram que a estimulacdo dos B1-ARs com 0 agonista ndo
seletivo isoproterenol (ISO) causou disfuncdo cardiaca e aumento na apoptose de
cardiomiocitos em camundongos KO para os f2-ARs (Zhu et al., 2003; Patterson et al.,
2004).

A expressdo 60 vezes maior nos niveis enddgenos de B2-ARs levou a um efeito
inotropico positivo a longo prazo, porém niveis de expressdo acima de 100 vezes desencadeou
IC e morte prematura (Liggett et al., 2000). Por outro lado, a expressdo 5 vezes maior nos
niveis endogenos de PBI1-ARs foi suficiente para desencadear IC em poucas semanas
(Engelhardt et al., 1999).

Estudos apontam que reduzir a ativagdo dos B1-ARs e aumentar a regulagdo da via de
sinaliza¢do B2-AR/Gi na hipertrofia cardiaca compensatoria ou no estagio inicial da IC pode
representar um mecanismo cardioprotetor (Xiang e Kobilka, 2003). Entretanto, cabe ressaltar
que a sinalizagdo excessiva de P2-AR/Gi pode atenuar o suporte contratil mediado pela

proteina Gs, contribuindo para o fenétipo de IC descompensada (Xiang e Kobilka, 2003).

No estagio de compensacdo da IC, ocorre a dessensibiliza¢do e a redugdo dos B-ARs. A
dessensibilizacdo é um importante mecanismo dos GPCRs que refere-se a uma variedade de
processos nos quais a interacdo do receptor com a proteina G é prejudicada, levando a
reducdo na resposta celular as catecolaminas (Hein e Kobilka, 1997). Esse processo de



dessensibilizacdo é uma resposta adaptativa ao elevado nivel de catecolaminas na IC
(Engelhardt, 2005).

Os receptores de quinase acoplados a proteina G (GRK - G protein—coupled receptor
kinases), membros da familia quinase dos GPCRs, estdo envolvidos na dessensibilizacdo dos
B-ARs (Briston et al., 2011). O GRK fosforila os GPCRs ligados ao agonista e aumenta a
afinidade destes receptores a proteina B-arrestina, que desacoplara o B-AR da proteina G
através da internalizacdo dos receptores (Rockman et al., 2002; Cannavo et al., 2013). Esse
processo previne mais ativacdes das proteinas Gs e a subsequente estimulacdo de AC, o que
levaria a uma responsividade reduzida dos B-ARs as catecolaminas (Lefkowitz, 1998; Pitcher
et al., 1998). Hipotetiza-se que a dessensibiliza¢do dos B-ARs na hipertrofia cardiaca e na IC
é ocasionada, em partes, por niveis elevados de GRK2, um GRK expresso no coracdo (Choi et
al., 1997).

Estudos recentes tém observado o papel benéfico dos al-ARs na fungdo cardiaca,
principalmente na condi¢do de comprometimento da via de sinaliza¢do B1-adrenérgica
(Korzick et al., 2004). Oposto aos B1-ARs que sofrem dessensibilizacdo, a sinalizacdo dos
al-ARs € elevada na IC e desempenha um papel cardioprotetor por ativar uma hipertrofia
fisiolOgica, prevenir a apoptose celular e aumentar a funcdo contrétil na IC (Wang et al.,
2010; O'connell et al., 2014). A via de sinaliza¢do dos al-ARS no coracdo permanece a ser
esclarecida. Em condicéo fisiologica normal o nivel de expressdo desses receptores é baixo, o

que dificulta a definicdo de sua funcdo cardiaca (Mohl et al., 2011).

O uso de B-bloqueadores é uma estratégia terapéutica farmacolégica reconhecida, que
protege os cardiomidécitos do estimulo adrenérgico excessivo (Mann, 1998). Os resultados de
diversos estudos comprovando a eficacia dos B-bloqueadores no tratamento da IC déo suporte
a inclusdo destes medicamentos em muitas diretrizes de tratamento a IC (Barrese e
Taglialatela, 2013). Por outro lado, o treinamento fisico é considerado uma estratégia
terapéutica ndo farmacologica, por seu efeito benéfico em nivel sisttmico e local nos
musculos esqueléticos, no sistema vascular periférico, no coragcdo e no sistema nervoso
autbnomo (Snoek et al., 2013). Além disso, o treinamento é capaz de reduzir os fatores de

risco associados a doencas cardiovasculares (Powers et al., 2002).

Em pacientes com IC o treinamento fisico melhorou a tolerancia ao exercicio e a
qualidade de vida, além de reduzir a taxa de hospitalizagdo (Mcmurray et al., 2012). Em 12

semanas de treinamento aerdbico continuo ou intervalado pacientes com IC apresentaram



melhora na capacidade aerdbica, aumento na resposta cronotrépica e redugdo no tempo de
recuperacdo da FC pos-exercicio. Os resultados de resposta cronotrépica e de recuperagdo da
FC indiretamente demonstram o efeito benéfico do treinamento no tdénus autondmico de

individuos com IC (Dimopoulos et al., 2006).

O treinamento fisico desempenha um papel oposto ao da IC sobre a atividade do sistema
nervoso autbnomo, aumentando o ténus vagal e reduzindo a atividade simpética em repouso,
0 que pode contribui para a satde cardiovascular (Goldsmith et al., 2000; Carter et al., 2003;
Billman, 2006; 2009; Piepoli et al., 2010; Leosco et al., 2013).

Estudos observaram que o treinamento de 3-4 semanas reduziu a atividade simpética em
ratos com IC por meio da normalizacdo dos niveis de angiotensina Il no nucleo
paraventricular (PVN) do hipotalamo, regido que medeia a atividade nervosa simpatica
(Zheng et al., 2012; Llewellyn et al., 2014). O elevado nivel de angiotensina Il pode causar

aumentos nas respostas simpética e hemodindmica (Llewellyn et al., 2014).

O treinamento também pode ter efeito cardioprotetor por meio da estimulagdo dos B3-
ARs. No exercicio agudo a estimulacdo desses receptores via catecolaminas é elevada
(Calvert et al., 2011). Existem evidéncias da participagdo dos B3-ARs na atividade da 6xido
nitrico sintase endotelial (eNOS) e na biodisponibilidade de éxido nitrico (NO) (Aragon et al.,
2011; Calvert et al., 2011). Um estudo observou que apds 4 semanas de exercicio voluntéario,
camundongos com injaria por isquemia/reperfusdo (I/R) apresentaram alteracdes no estado de
fosforilagdo da eNOS através dos B3-ARs, 0 que levou ao aumento na producdo de ON e de
seus metabolitos (nitrito e nitrosotiol) (Calvert et al., 2011). Esses resultados sugerem que o
treinamento pode desempenhar um papel cardioprotetor por meio da estimulagdo dos B3-ARS
e, consequentemente, do aumento na biodisponibilidade de NO.

Os beneficios do treinamento fisico na fungdo cardiaca estdo relacionados, pelo menos
em partes, a alteracdes na expressdo das proteinas envolvidas na homeostase de Ca®* nos

cardiomidcitos (Brum et al., 2011; Locatelli et al., 2013).

Um protocolo de treinamento aerébico de 10 semanas foi capaz de reverter a reducao na
densidade dos B-ARs e na producdo de AMPc em cardiomidcitos de ratos com IC pos-
isquemia, além de reduzir a superexpressdao de GRK2 no grupo IC treinado (Leosco et al.,
2008). Um estudo utilizando um protocolo de treinamento de 12 semanas em esteira, com

ratas SHR também observou reducdo na GRK2, melhoras na sinalizagdo e responsividade dos



B-ARs e aumentos nas proteinas envolvidas na homeostase de Ca?* (Macdonnell et al., 2005).
O excercicio voluntério de 8 semanas aumentou a producdo de AMPc em camundongos pos-
IM (De Waard et al., 2007).

Em cardiomidcitos de ratos treinados saudaveis e pos-1IM submetidos a um protocolo de
treinamento aerdbico intervalado foi observado reducdo no tempo para o pico e para 50% do
relaxamento, aumento na expressdo de SERCAZ2a e na sensibilidade dos miofilamentos ao
Ca®* (Wisloff et al., 2002). Com o mesmo protocolo de treinamento foi observado aumento na
contrago, na amplitude do transiente de Ca** e na atividade de SERCA2a, bem como reduco
na atividade de NCX e no vazamento de Ca’* diastélico do RS nos cardiomiécitos atriais de
ratos com IC pos-IM treinados (Johnsen et al., 2013). O treinamento também aumentou a
fracdo de encurtamento nos ratos com IC po6s-IM (Kraljevic et al., 2013). Esses resultados
indicam que o treinamento pode reverter a disfungdo cardiaca ocasionada pela IC pds-IM.

Em camundongos KO para a2a/2c-ARs, um modelo genético de IC induzida por
hiperatividade simpatica, o protocolo de treinamento de 8 semanas de natacdo melhorou a
intolerdncia ao exercicio e a fracdo de encurtamento, prevenindo a disfuncéo sistolica, além
de reduzir a FC basal, opondo-se a taquicardia observada no grupo KO controle (Medeiros et
al., 2008). Quanto as proteinas envolvidas na homeostase de Ca®*, o treinamento aumentou a
expressao de SERCAZ2a e de FLBser6, € a razdo SERCA2a:NCX (Medeiros et al., 2008).

No mesmo modelo animal, o treinamento aerdbico de intensidade moderada em esteira
melhorou a tolerancia ao exercicio e a funcgéo sistolica, aumentou a expressdo de SERCA2a e
de FLBseris e Thri7 € reduziu a expressao de NCX e de fosfatase 1 (PP1) (Rolim et al., 2007).
Os resultados deste estudo indicaram que a homeostase de Ca®* foi prejudicada neste modelo
de IC e a melhora na funcdo ventricular induzida pelo treinamento foi associada a alteracGes

nas protefnas envolvidas na homeostase de Ca** dos cardiomiécitos (Rolim et al., 2007).

Em um estudo mais recente, camundongos KO para a2a/2c-ARs treinados apresentaram
aumento na fosforilagdo de FLBg16 € reducdo no tempo de decaimento do Ca®" diastdlico
(Vanzelli et al., 2013). Esses resultados sugeriram que o aumento na fosforilagdo de FLB
pode levar & maior recaptacdo de Ca®* pela SERCAZ2a, como indicado pela tempo de

decaimento de Ca** diastélico mais rapido no grupo KO treinado (Vanzelli et al., 2013).

Até onde vai nosso conhecimento, nenhum estudo verificou o efeito do treinamento sobre

a funcdo e a estrutura cardiaca de camundongos KO para B-ARs. Apenas sabe-se que durante



0 exercicio agudo camundongos KO para os B1-ARs e DKO para os B1- e B2-ARs foram
capazes de responder & demanda aerébica mesmo na auséncia dos receptores, indicando que o
estimulo cronotrdpico ¢ inotropico por meio dos B-ARs ndo foi fundamental durante exercicio
méaximo (Rohrer et al., 1999). Assim, o presente estudo hipotetizou que as propriedades
morfologicas e mecéanicas de cardiomidcitos isolados estariam reduzidas em camundongos
KO para os Bl- e B2-ARs, e que o treinamento fisico promoveria alteracBes nestas
propriedades.



2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral:

Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos do treinamento fisico sobre as
propriedades morfologicas e mecanicas em cardiomidcitos de camundongos knockout para o0s

receptores B1- e f2-adrenérgicos.
2.2 Objetivos Especificos:

Verificar se o protocolo de corrida em esteira, de intensidade moderada, alteraria:
- A morfologia dos cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo;

- A amplitude de contracdo, a velocidade maxima de contracdo e a velocidade méxima de

relaxamento dos cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo;

- O tempo para 50% do pico de contracdo e o tempo para 50% do relaxamento dos

cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo;

- A amplitude de contracdo, a velocidade méaxima de contracdo e a velocidade maxima de
relaxamento dos cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo sob estimulo de agonista ndo

seletivo para receptores B-adrenérgicos (isoproterenol);

- O tempo para 50% do pico de contracdo e o tempo para 50% do relaxamento dos
cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo sob estimulo de agonista ndo seletivo para

receptores B-adrenérgicos (isoproterenol);
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Animais de experimentacéo e tratamentos

Foram utilizados camundongos machos com 3 a 4 meses de idade, sendo da linhagem
C57BL/6J: 29 selvagens e 28 KO fB1; e da linhagem FVB/N: 29 selvagens e 34 KO B2. Os
animais usados no presente estudo foram provenientes do Biotério do Laboratério de
Fisiologia Celular e Molecular do Exercicio da Escola de Educagdo Fisica e Esporte da
Universidade de Sdo Paulo (EEFEUSP) - SP. Os camundongos foram alojados em gaiolas
individuais, receberam agua e racdo comercial ad libitum, sendo mantidos em ambiente com
temperatura média controlada de 22°C e regime de luminosidade de claro/escuro de 12 horas.
Os animais foram pesados no primeiro dia de cada semana, utilizando uma balanca eletrénica
digital (Marte — Brasil, modelo AS5500C).

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal elaborado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA), sob supervisdao de uma médica veterinaria (CRMV — SP 26.410). O projeto foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animal da Universidade Federal de Vigosa sob o
protocolo n° 59/2012.

3.2. Grupos experimentais

O nimero de animais foi calculado a partir da férmula: n= s%(x-p)? X (to:gl)? (Callegari-
Jacques, 2003), onde: n — ndmero de animais; s> — variancia em uma amostra de dados; x —
uma variavel qualquer; p — média aritmética de uma populacdo de dados; ta:gl — tabela de
valores criticos da distribuicdo t de Student. O desvio-padrdo da amplitude de contracdo em
cardiomidcitos do estudo de Tang et al. (2010) e a média do mesmo parametro do estudo de
Cheng et al. (2012), para o nivel de significancia e o grau de liberdade adotamos,
respectivamente, 95% (0=0,05) e a féormula (n — 1). Visto que ndo conheciamos o “n”,

utilizamos um “n0” (n inicial)= 16, baseado no estudo de Cheng et al. (2012).
Os animais foram separados aleatoriamente em 8 grupos, a saber:

1) Grupo Controle C57BL/6J (C57c, n= 14). camundongos que ndao foram submetidos ao

treinamento;

2) Grupo Exercitado C57BL/6J (C57t; n= 15): camundongos que foram submetidos ao

treinamento;
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3) Grupo Controle B1KO (KOB1c; n= 14): camundongos que ndo foram submetidos ao

treinamento;

4) Grupo Exercitado B1KO (KOP1t; n= 14): camundongos que foram submetidos ao

treinamento;

5) Grupo Controle FVB (FVBc; n= 13): camundongos que ndo foram submetidos ao

treinamento;

6) Grupo Exercitado FVB (FVBt, n= 16): camundongos que foram submetidos ao

treinamento;

7) Grupo Controle B2KO (KOB2c; n= 16): camundongos que ndo foram submetidos ao

treinamento;

8) Grupo Exercitado B2KO (KOP2t; n= 18): camundongos que foram submetidos ao

treinamento;

Posteriormente, 3 a 4 animais de cada grupo foram separados para a analise de
contratilidade celular com perfusdo de ISO.

3.3. Capacidade para o exercicio

A capacidade para o exercicio dos animais foi medida pela distancia total percorrida,
avaliada por um protocolo de exercicio progressivo em esteira (Panlab/Harvard Apparatus),
como previamente descrito (Ferreira et al., 2007). O teste foi realizado em todos 0s grupos

experimentais antes e apds o periodo de treinamento.

Apdbs 1 semana de adaptacdo a esteira, com 10 minutos cada sessdo, 0s animais foram
colocados nas baias 30 minutos antes do inicio do teste. A intensidade do exercicio foi
aumentada em 3m/min a cada 3 minutos, iniciando em 6m/min, com 0% inclinacdo até a
exaustdo, quando o animal ndo conseguia manter a corrida de acordo com a velocidade da
esteira. O teste foi realizado antes e apds o protocolo experimental para estimar a capacidade
de exercicio. Na 4% semana de treinamento foi realizado o mesmo teste para ajustar a
intensidade de treinamento dos animais treinados (C57t, KOBIt, FVBt e KOB2t). A
intensidade do treinamento de cada grupo foi determinada pela média do respectivo grupo.

3.4. Protocolo de treinamento fisico
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Com 4 meses de idade os animais dos grupos C57t, KOB1t, FVBt e KOB2t foram
submetidos a um protocolo de treinamento de corrida de intensidade moderada, como
previamente descrito (Oliveira et al., 2009). O treinamento consistiu de 8 semanas de corrida
em uma esteira rolante (Insight Instrumentos — Ribeirdo Preto, SP, Brasil), 5 dias por semana,
por 60 minutos. A velocidade e o tempo foram progressivamente aumentados até alcancar
60% da velocidade méxima e 60 minutos na 2° semana de treinamento. O protocolo de

treinamento esta representado na tabela 1.

O treinamento fisico foi realizado no Laboratério de Biologia do Exercicio (BIOEX) do

Departamento de Educacdo Fisica da Universidade Federal de Vicosa.

Tabela 1. Protocolo de treinamento:

Primeira Semana

2% feira 3° feira 42 feira 52 feira 62 feira
10% da VM 20% da VM 30% da VM 40% da VM 50% da VM
10 min 20 min 30 min 40 min 50 min
Segunda Semana
60% da VM 60% da VM 60% da VM 60% da VM 60% da VM
60 min 60 min 60 min 60 min 60 min

Terceira Semana — Quarta Semana (22 feira a 42 feira) 6%feira
60% da VM AJUSTE DE
60 min INTENSIDADE
Quinta Semana — Oitava Semana
60% da VM 60% da VM 60% da VM 60% da VM 60% da VM
60 min 60 min 60 min 60 min 60 min

VM = velocidade maxima
3.5. Isolamento dos cardiomidcitos

Apbs 48 horas da ultima sessdo de treinamento, os animais foram pesados e sacrificados
por decapitagdo. Em seguida, para a remog&o cirurgica do coracdo, os pelos da regido toracica
foram removidos e o esterno foi pingado, abaixo foi realizado o corte sentido a axila, e entdo o
esterno foi rebatido para cima. Apos a exposicdo da cavidade toracica, o timo foi deslocado da

caixa torécica e retirado juntamente com os pulmdes e coragdo. O tecido foi depositado em
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um recipiente com a Solucdo EGTA livre de calcio contendo ethylene glycol-bis (B-
aminoethyl ether)-N,N,N’,N - tetraacetic acid (EGTA) (Solucéo 1).

Apos este procedimento o coracao foi transferido para uma placa de petri, a artéria aorta
ascendente foi seccionada com uma tesoura de microcirurgia na altura de sua segunda
ramificacdo (tronco braquicefalico), fixada com um fio de sutura em uma agulha de aco
inoxidavel modificada (canula), e acoplada a uma seringa de 1 mL com a solugcdo EGTA
(Solucéo 1), para a remogdo do sangue nos vasos coronarios. A agulha foi entdo fixada a um
sistema de Langendorff caseiro (37°C), com controle manual da perfuséo por meio de uma

torneira.

Para o isolamento dos cardiomiécitos o coracdo foi perfundido com a solucdo EGTA
(Solugdo 1), em um fluxo constante, durante 6 minutos, até que 0S VvasoS cOronarios
estivessem totalmente limpos de sangue, a fim de destruir as bandas escalariformes entre os
cardiomidcitos. Posteriormente, foi perfundido a Solucdo Enzimatica (Solugdo 2), contendo
10mg/mL de colagenase tipo II (Worthington, EUA) e 0,8 uM de CaCl,, durante 10 minutos,
para destruir as fibras colagenas extracelulares. Todas as solu¢Ges foram oxigenadas (O,

100% — White Martins, Brasil) e mantidas em temperatura de 37°C.

Apos a perfusdo os ventriculos foram separados dos atrios, e posteriormente o ventriculo
esquerdo foi separado do ventriculo direito. Por sua vez, o ventriculo esquerdo foi aberto na
regido do septo interventricular e picotado (cortado em pequenos pedacos). Em seguida, o
tecido foi transferido para um tubo falcon contendo 10 mL da Solucdo Enzimatica
(colagenase) (Solucdo 2). O tecido foi disperso por uma pipeta de transferéncia durante 3
minutos, em “banho-maria” a 37°C. A seguir, o contetdo do tubo foi filtrado e centrifugado
(3000 rpm) por 30s. O sobrenadante foi removido e as células foram suspendidas na Solugédo
Lavado 1 (Solugdo 3) contendo 2,5 uM de CaCl,. Esse procedimento foi repetido com a
Solugdo Lavado 2 (Solugdo 4) contendo 5 uM de CaCl,. Por ultimo as células foram
armazenadas em Solucao Estoque (Solugdo 5) contendo 10 uM de CaCl,, a temperatura
ambiente, até serem utilizadas. Os registros foram sempre feitos entre uma e trés horas apos o

isolamento.
3.6. Solugdes de isolamento

As solugdes utilizadas para o isolamento dos cardiomidcitos ventriculares foram feitas

utilizando-se uma solucdo Tyrode (estoque concentrada 10X) com agua milli-Q e a seguinte
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composicdo (em mM) para 500ml: NaCl (130) — 37,986 g; KCI (5,4) — 2,015 g; NaH2PO4
(0,4) — 0,240 g; MgCl; (1,43) — 2,5 ml; (HEPES) (25) — 29,785 g; pH = 7,4; dividida em

aliquotas de 25ml e armazenada em congelador a -20°C.

Para o dia do isolamento dos cardiomidcitos foi preparada a solucdo Tyrode basica, que
consistia da Tyrode (estoque concentrada 10X) com milli-Q e a seguinte composicdo para
250ml: glicose (22mM) — 0,991 g/; insulina (0,01ug/ml) - 25uL; pH = 7,4 com NaOH;

armazenada em temperatura -5°C.

e SOLUCAO EGTA (SOLUCAO 1): Para se fazer a solugdo EGTA, foram adicionados
57,5uL de HEPES-EGTA (1 M) em 25 mL da solucéo Tyrode basica.

e SOLUCAO ENZIMATICA (SOLUCAO 2): Para a solucdo enzimatica, foram
adicionados 10 mg de colagenase ¢ 0,8 uL de CaCl, (1 M) em 15 ml da solucdo Tyrode
bésica.

e SOLUCAO LAVADO 1 (SOLUCAO 3): Para a solucéo lavado 1, foram adicionados 2,5
uL de CaCl;, (1 M) em 10 ml da solugdo Tyrode bésica.

e SOLUCAO LAVADO 2 (SOLUCAO 4): Para a solugdo lavado 2, foram adicionados 5
uL de CaCl; (1 M) em 10 ml da solugdo Tyrode bésica.

e SOLUCAO ESTOQUE (SOLUGCAO 5): Para a solucdo estoque, foram adicionados 10
uL de CaCl;, (1 M) em 10 ml da solucdo Tyrode bésica.

3.7. Comprimento, largura e volume celular

Os cardiomidcitos foram acomodados em uma camara experimental, banhados pela
solucdo tampdo (Solucdo Estoque) a temperatura ambiente e visualizados em um monitor com
um aumento de 400x, através de uma lente de imersdo em 6leo (S Fluor, 40x, Nikon, EUA).
O comprimento e a largura dos cardiomiécitos foram medidos utilizando-se um sistema de

captacao de imagens.

As imagens das celulas foram visualizadas em um monitor de um computador através de
uma camera (Myocam, lonoptix, EUA) acoplada a um microscopio invertido (Nikon Eclipse
— TS100, EUA), utilizando-se um programa de captacdo de imagens (M-Vision 5XX,
lonoptix, EUA). O comprimento foi definido através da medi¢do da imagem gerada no
monitor, desde a borda direita até a borda esquerda das celulas. A largura foi definida atraves
da medicdo da imagem gerada no monitor, desde a borda superior até a borda inferior, no

ponto médio dos cardiomiécitos.
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Para as medic¢es do comprimento e da largura dos cardiomidcitos foi utilizada uma régua
com precisdao de 1 mm. Somente foram escolhidas para as medicGes as células que estavam
em boas condi¢bes, com as bordas (direita/esquerda e superior/inferior) e as estriacdes
sarcoméricas bem definidas, relaxadas em repouso, sem apresentarem contracfes voluntarias.

O volume celular foi calculado usando-se a férmula proposta por Satoh et al. (1996):
Volume (pl) = comprimento (mm) x largura (mm) x (7,59 x 10° pl/mm?)

Onde:

* pl — picolitros

* mm — micrdmetros

* 759 x 10° pl/mm? — costante obtida pela medida direta do volume celular através de
microscopia confocal, dada em picolitros por micrémetros ao quadrado, conforme Satoh et al.
(1996).

3.8. Contracéo celular

As contracdes celulares foram medidas através da técnica de alteracdo do comprimento
dos cardiomidcitos utilizando o sistema de detecgdo de bordas (lonoptix, EUA) montado num
microscopio invertido (Nikon Eclipse — TS100, EUA) equipado com uma lente de imersdo em
6leo (S Fluor, 40x, Nikon, EUA), conforme previamente descrito (Natali et al., 2001).

Os cardiomidcitos foram acomodados em uma camara experimental giratoria com a base
de vidro e banhados pela solucdo de perfusdo tampdo (Solucdo Estoque) a temperatura
controlada (37°C). Os cardiomidcitos de 29 animais (3-4 por grupo) foram banhados pela
solugédo de perfusdo tampéo (Solucdo Estoque) com a adicdo de ISO hydrochloride (PM =
247,72g) a uma concentracao de 100 nM (Altschuld et al., 1995).

Os cardiomiocitos foram visualizados em um monitor atraves de uma cdmera (Myocam,
lonoptix, EUA) acoplada ao microscopio invertido, utilizando um programa de detec¢do de

imagens (lonwizard, lonoptix, EUA) com uma frequéncia de 240 Hz.

Os cardiomidcitos foram estimulados externamente a frequéncia de 1Hz (40 Volts,
duracdo de 5 ms) utilizando um par de eletrodos de aco, acoplado nos dois lados internos da
camara, através de um estimulador elétrico (Myopacer, Field Stimulator, lonoptix, EUA). As

bordas dos cardiomiocitos foram identificadas e as contragdes dos cardiomidcitos apos a
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estimulagdo elétrica foram capturadas pelo sistema de deteccdo de bordas (lonwizard,

lonoptix, EUA) e armazenadas para analise posterior (Figura 2).
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Figura 2. Representacdo do programa utilizado para aquisi¢do das imagens e dos registros das contra¢es dos

cardiomiodcitos isolados. A definicdo das bordas direita e esquerda é projetada através dos picos verde e

vermelho, respectivamente. Fonte: Carneiro-Junior (2009).

Foram utilizados somente os cardiomidcitos que apresentavam boas condicdes, ou seja,
as bordas (direita e esquerda) e as estriacBes sarcoméricas bem definidas, relaxados em
repouso, sem apresentar contracdes involuntérias. Os registros foram sempre realizados até

trés horas apos o isolamento dos cardiomidcitos.

A partir das séries temporais de contracdo celular, obtidas usando o programa de registro
(lonoptix, EUA), os picos de contracdo foram detectados através de varredura dos pontos da
série e comparacdo com um limiar. Esse limiar foi trés vezes o desvio-padrdo da série, ou
seja, qualquer ponto maior que esse limiar foi considerado um ponto de maxima contracdo.
Em torno dos pontos de maximo, os picos foram recortados, alinhados e promediados, sendo
gue o0 numero minimo de picos para promediacdo foi cinco. Em seguida, o inicio (ponto de
deflex&o da curva descendente do pico de contracao) e o fim (ponto correspondente ao retorno
da curva ascendente a condi¢cdo basal) do pico de contracdo médio foram determinados

através de inspec¢éo visual.

A partir da determinacdo dos pontos inicial e final o programa calculava automaticamente

os valores das varidveis de contracdo celular, como amplitude de contracdo (variacdo do
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comprimento celular de repouso), tempo para 50% do pico de contracdo (tempo
compreendido desde a estimulacdo elétrica até 50% da amplitude maxima de contracdo, ms),
tempo para 50% do relaxamento (tempo compreendido desde a amplitude maxima de
contracdo até 50% do relaxamento, ms), velocidade méxima de contracéo (velocidade pico de
encurtamento celular, pm/s) e velocidade méaxima de relaxamento (velocidade pico de

relaxamento celular, pm/s). Estas rotinas foram feitas usando o Matlab.

Os principais parametros avaliados sdo demonstrados na Figura 3. Durante cada dia de
experimento, foram analisados cardiomidcitos isolados de animais de um determinado grupo

experimental e do seu respectivo grupo controle.
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Figura 3. Tracado representativo de uma contragdo celular estimulada na frequéncia de 1 Hz, e os

pardmetros avaliados. Fonte: Carneiro-Junior (2009).

3.9. Andlise estatistica

Para a escolha dos testes estatisticos foi feita previamente uma analise da normalidade de
cada variavel medida. A comparacdo entre os valores iniciais e finais da varidvel peso

corporal entre os grupos experimentais ndo apresentou distribui¢cdo normal. A comparacéo foi
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realizada pelo teste de Wilcoxon de duas vias para medidas repetidas. Ao final dos
tratamentos, as comparagdes entre as médias dos grupos para as variaveis peso corporal,
distancia total percorrida e de contracdo celular foram realizadas através de ANOVA de duas
vias com post-hoc de Tukey. Os resultados sdo apresentados como média * erro-padrdo da

média (EPM). O nivel de significAncia adotado foi de 5%.
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4. RESULTADOS
4.1. Peso corporal

Os resultados referentes ao efeito da delecdo dos receptores B-adrenérgicos e do

protocolo de treinamento aerdbico sobre o peso corporal estdo representados na Tabela 2.

O peso corporal ao final do periodo experimental de todos os animais foi maior
comparado com o peso corporal inicial (p<0,05). Os camundongos KO 1 (KO Blc e KO Bl1t)

apresentaram peso corporal inicial e final maior que os C57 (C57c e C57t) (p< 0,05).

Tabela 2. Peso Corporal dos animais

Peso Corporal Inicial Peso Corporal Final
C57¢ (n = 14) 28,3+0,7 31,5+0,7"
C57t (n = 15) 28,2+0,7 31,5+0,6"
KO Blc (n = 12) 32,1+0,7* 36,6 £0,7"*
KO Blt (n=10) 32,0 £0,7% 35,7 + 0,8"
FVBc (n = 11) 28,9+0,6 32,0 +0,7
FVBt (n = 12) 28,9+0,5 30,6 + 0,7
KO B2c (n=15) 29,1+0,5 31,6 +0,6"
KO B2t (n = 16) 28,3+0,5 30,4 +0,6"

Peso Corporal dos camundongos C57, knockout para B1-ARs, FVB e knockout para B2-ARs. Dados
expressos em Média £ EPM. n = nimero de animais; C57¢ = grupo C57 controle; C57t = grupo C57
treinado; KO Blc = grupo knockout para B1-ARs controle; KO B1t = grupo knockout para B1-ARs
treinado; FVBc = grupo FVB controle; FVBt = grupo FVB treinado; KO B2c¢ = grupo knockout para 2-

ARs controle; KO B2t = grupo knockout para B2-ARs treinado. (*) indica diferenca do grupo C57¢; (&)

indica diferenca do grupo C57t; (#) indica diferenca do peso corporal inicial. Nivel de significancia
p<0,05.

4.2. Capacidade para o exercicio

Na figura 4 estdo apresentados os resultados referentes a distancia total percorrida dos
camundongos dos grupos C57¢, C57t, KO Blc, KO BIt, FVBc, FVBt, KO 2c e KO B2t.

Todos os grupos treinados apresentaram maior distancia total percorrida no teste de

esforco progressivo em esteira, comparados com 0S Seus respectivos grupos controles
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(p<0,05). Os grupos KO Blc e KO B1t apresentaram maior distancia total percorrida do que
0s grupos C57c e C57t, respectivamente (p<0,05).
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Figura 4. Distancia Total Percorrida (m) de camundongos C57, knockout para f1-ARs, FVB e knockout para 32-
ARs. Todos os grupos apresentam n= 9. Os dados sdo expressos como média + EPM. (*) indica diferenga do
respectivo grupo controle; (&) indica diferenca de C57c; (#) indica diferenga de C57t. Nivel de significancia
p<0,05.

4.3. Morfologia celular

Na figura 5 sdo apresentados os resultados referentes ao efeito da delecdo dos receptores
[-adrenérgicos e do protocolo de treinamento aerdbico sobre o comprimento, a largura e o

volume celular dos cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo de camundongos.

Os camundongos dos grupos KO Blc e KO B1t apresentaram comprimento e volume

celular menores que os animais dos grupos C57c e C57t, respectivamente (p< 0,05).

O protocolo de treinamento aumentou o comprimento dos cardiomidcitos dos grupos

FVBt e KO B2t comparado aos grupos FVBc e KO B2c, respectivamente (p< 0,05).
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Figura 5. Morfologia dos cardiomiocitos isolados do ventriculo esquerdo de camundongos C57,
knockout para B1-ARs, FVB e knockout para p2-ARs. (A) Comprimento Celular (um); (B) Largura
Celular (um); (C) Volume Celular (pl). Dados expressos em Média + EPM. C57 controle (n=87); C57
treinado (n=94); KO B1 controle (n=102); KO B1 treinado (n=90); FVB controle (n=92); FVB treinado
(n=58); KO B2 controle (n=74); KO B2 treinado (n=92). (*) indica diferenca do grupo C57c; (8) indica
diferenca do grupo C57t; (#) indica diferenca do grupo KO Blc; ($) indica diferenga do grupo FVBc; (&)
indica diferenca do grupo KO B2c. Nivel de significincia p<0,05.
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4.4. Contracéo celular dos grupos C57 e KO p1

O efeito da delecdo dos receptores p1-adrenérgicos, do protocolo de treinamento aerébico
e da administracdo de ISO sobre a amplitude de contragdo, a velocidade méxima de
contracdo, a velocidade maxima de relaxamento, o tempo para 50% do pico de contracédo e 0
tempo para 50% do relaxamento dos cardiomiocitos isolados do ventriculo esquerdo de

camundongos da linhagem C57BL/6J estdo apresentados na Figura 6.

O protocolo de treinamento reduziu a amplitude de contracdo, a velocidade maxima de
contragdo, o tempo para 50% do pico de contragdo e para 50% de relaxamento dos
cardiomidcitos dos animais C57t (P<0,05).

A administragdo do ISO aumentou a amplitude de contracdo, a velocidade maxima de
contracdo e de relaxamento nos cardiomiécitos do grupo C57¢+ISO (p<0,05), sem alteracdes

no tempo para 50% do pico de contracdo e no tempo para 50% de relaxamento.

O protocolo de treinamento somado a administracdo do 1ISO aumentou a amplitude de
contracdo, a velocidade maxima de contracdo e a velocidade maxima de relaxamento, e
reduziu o tempo para 50% do pico de contracdo e para 50% do relaxamento dos
cardiomidcitos dos animais C57t+I1SO (p<0,05).

Os cardiomiécitos dos camundongos KO Blc apresentaram aumento na velocidade
méaxima de contracdo e de relaxamento (p<0,05). Sob resposta a estimulacdo p-adrenérgica
com ISO ndo houve qualquer alteracdo nas mesmas propriedades mecéanicas no grupo KO
B1c+ISO.

A auséncia dos receptores 1-adrenérgicos ndo proporcionou alteragcbes no tempo para
50% do pico de contracdo e no tempo para 50% de relaxamento nos cardiomidcitos dos
animais KO Blc. Ja a administragao do ISO reduziu o tempo para 50% do pico de contracéo e
aumentou o tempo para 50% de relaxamento nos cardiomidcitos do grupo KO B1c+ISO

(p<0,05).

O protocolo de treinamento aumentou a amplitude de contragdo, a velocidade méxima de
contracdo, a velocidade maxima de relaxamento e o tempo para 50% do pico de contracdo nos

cardiomiocitos dos animais KO B1t (p<0,05).
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O protocolo de treinamento somado a administracdo do 1SO reduziu o tempo para 50%
do pico de contracdo e aumentou o tempo para 50% do relaxamento nos cardiomidcitos dos
camundongos KO B1t+ISO (p<0,05).
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Figura 6. Contracédo dos cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo de camundongos C57 e knockout para p1-
ARs. (A) Amplitude de contracdo (% de variacdo do comprimento celular de repouso); (B) Velocidade maxima de
contragdo (um/s); (C) Velocidade maxima de relaxamento (um/s); (D) Tempo para 50% do pico de contragdo (ms);
(E) Tempo para 50% do relaxamento (ms). Os dados sdo expressos como média + EPM. C57c= grupo C57
controle (n=149); C57t= grupo C57 treinado (n=161); C57c+ISO= grupo C57 controle com adi¢do de I1SO (n=38);
C57t+ISO= grupo C57 treinado com adi¢do de ISO (n=40); KOBlc= grupo KOB1 controle (n=136); KO Blt=
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grupo KOB1t treinado (126); KO B1c+1SO= grupo KOB1 controle com adi¢ao de I1SO (n=33); KOB1t+ISO= grupo
KO B1 treinado com adi¢do de 1SO (n=35). (*) indica diferenca de C57c; (") indica diferenca de C57t; (#) indica
diferenca de KOBlc; (8) indica diferenga de C57¢c+ISO; (&) indica diferenga de C57t+I1SO; ($) indica diferenga de
KO B1t.. Nivel de significancia p<0,05.

4.5. Contracéo celular dos grupos FVB e KO 2

O efeito da delecdo dos receptores p2-adrenérgicos, do protocolo de treinamento aerébico
e da administracdo de ISO sobre a amplitude de contragdo, a velocidade méxima de
contracdo, a velocidade maxima de relaxamento, o tempo para 50% do pico de contracédo e 0
tempo para 50% do relaxamento dos cardiomiocitos isolados do ventriculo esquerdo de

camundongos da linhagem FVB/N estéo apresentados na Figura 7.

O protocolo de treinamento reduziu a velocidade méaxima de contragdo e aumentou o
tempo para 50% de relaxamento nos cardiomidcitos dos animais FVBt comparados aos FVBc
(P<0,05).

A administracdo do ISO aumentou a amplitude de contracdo, a velocidade maxima de
contracdo, a velocidade maxima de relaxamento e o tempo para 50% do relaxamento nos

cardiomidcitos do grupo FVBc+1SO (p<0,05).

O protocolo de treinamento somado a administracdo do I1SO reduziu a amplitude de
contracdo, a velocidade méxima de contragdo e a velocidade méaxima de relaxamento, e
aumentou o tempo para 50% do relaxamento nos cardiomidcitos dos animais FVBt+ISO
comparados aos FVBc+ISO (p<0,05).

A delecdo dos receptores P2-adrenérgicos ndo alterou a amplitude de contracdo, a
velocidade maxima de contracdo e a velocidade maxima de relaxamento, e reduziu o tempo

para 50% do pico de contracdo nos cardiomidcitos dos grupos KO B2c.

A administracdo do ISO aumentou a amplitude de contracdo, a velocidade maxima de
contracdo, a velocidade maxima de relaxamento e o tempo para 50% do pico de contracdo dos
cardiomioécitos do grupo KO B2¢+ISO (p<0,05).

O protocolo de treinamento aumentou a amplitude de contracdo, a velocidade maxima de
contracdo, a velocidade méxima de relaxamento e o tempo para 50% do pico de contragdo nos

cardiomidcitos dos animais KO (2t (p<0,05).



25

O protocolo de treinamento somado & administracdo do 1SO reduziu a amplitude de
contracdo e a velocidade méxima de relaxamento, e aumentou o tempo para 50% do pico de

contracdo e para 50% do relaxamento dos cardiomiécitos dos animais KO p2t+ISO

comparados aos animais KO B2¢+ISO (p<0,05).
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Figura 7. Contracdo dos cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo de camundongos FVB e knockout para 2-
ARs. (A) Amplitude de contracdo (% de variagdo do comprimento celular de repouso); (B) Velocidade maxima de
contragdo (um/s); (C) Velocidade maxima de relaxamento (um/s); (D) Tempo para 50% do pico de contracdo (ms);
(E) Tempo para 50% do relaxamento (ms). Os dados sdo expressos como média + EPM. FVBc= grupo FVB



controle (n=104); FVBt= grupo FVB treinado (n=115); FVBc+ISO= grupo FVB controle com adi¢do de 1SO
(n=39); FVBt+ISO= grupo FVB treinado com adi¢éo de 1SO (n=41); KOB2c= grupo KOB2 controle (n=105); KO
B2t= grupo KOP2t treinado (n=111); KO P2c+ISO= grupo KOP2 controle com adigdo de 1SO (n=30);
KOB2t+1SO= grupo KO B2 treinado com adicdo de ISO (n=40). (*) significativamente diferente de FVBc; (")
indica diferenca de FVBt; (#) indica diferenca de KOP2c; (8) indica diferenca de FVBc+ISO; (&) indica diferenca
de FVBLt+ISO; (@) indica diferenca de KOB2c+ISO. Nivel de significancia p<0,05.
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5. DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos do treinamento fisico sobre as
propriedades morfoldgicas e mecéanicas em cardiomidcitos de camundongos knockout para 0s
receptores B1- e B2-adrenérgicos. Foi observado que os camundongos KO B1 (KO Blc e KO
B1t) apresentaram menor comprimento celular comparados aos C57 (C57c e C57t). O grupo
KO P2t apresentou maior comprimento celular comparado ao grupo KO p2c. Os
camundongos KO B1 ¢ KO B2 ndo apresentaram reducdo nas propriedades mecénicas dos
cardiomidcitos. O protocolo de treinamento aumentou a amplitude de contracdo, a velocidade
méaxima de contracdo e a velocidade maxima de relaxamento dos cardiomiocitos dos animais
KO B1t e KO B2t. O ISO ndo alterou a amplitude de contracdo, a velocidade méxima de
contracdo e a velocidade maxima de relaxamento nos cardiomiocitos dos camundongos KO

B1+IS0O, ja os animais KO B2+1SO apresentaram aumento nestas propriedades mecanicas.
5.1. Peso corporal

Todos os camundongos apresentaram ganhos de peso corporal esperados ao longo do
periodo experimental, devido ao crescimento. O peso corporal inicial e final dos animais KO
B1 (KO Blc e KO B1t) foram maiores comparados aos animais C57 (C57c e C57t). Assim
como na célula cardiaca, a ativagdo dos B-ARs no tecido adiposo leva a producdo de AMPc,
que ativa a PKA e estimula a lip6lise no tecido adiposo. Apesar do 3-AR ser predominante
no tecido adiposo de roedores, Soloveva et al. (1997) mostraram que camundongos com
superexpressdo de P1-ARs apresentaram aumento na atividade lipolitica nos adipdcitos.
Assim, os animais KO B1 provavelmente apresentaram reducdo na lipolise, o que influenciou
na quantidade de gordura e, consequentemente, no peso corporal. (Lafontan e Berlan, 1993).
Ueta et al. (2012) também observaram maior peso corporal em camundongos KO para os B1-
ARs. Sob estimulagao p-adrenérgica a lipdlise nos adipécitos foi maior através dos fl1- e B3-
ARs, com pequena participacdo dos B2-ARs (Atgie et al., 1997), o que justifica 0 peso
corporal semelhante entre os grupos KO 2 (KO B2c e KO B2t) e FVB (FVBc e FVBY).

5.2. Capacidade para o exercicio

A distancia total percorrida dos grupos treinados (C57t, KO B1t, FVBt e KO B2t) foi
maior quando comparada aos respectivos controles (C57¢c, KO Blc, FVBc ¢ KO B2¢c). A
maior distancia total percorrida indica uma melhora na capacidade aerdbica induzida pelo

protocolo de treinamento. O aumento na capacidade para o exercicio esta associado a
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adaptacOes cardiovasculares, que sdo consideradas caracteristicas do estado de treinamento
(Moore e Korzick, 1995). O aumento no VO,msx, & bradicardia de repouso e 0 aumento no
volume sistélico sdo exemplos das adaptacfes ao treinamento. Mesmo ndo sendo avaliada no
presente estudo, a reducdo na FC é um marcador classico do estado treinado. A bradicardia
pode ser causada por fatores intrinsecos, como o aumento na contracdo dos cardiomidcitos, e
extrinsecos, como a reducdo na atividade simpética e 0 aumento na atividade parassimpatica
(Moore e Korzick, 1995). Nossos achados de capacidade para 0 exercicio corroboram com 0s
estudos previos que utilizaram o mesmo protocolo de treinamento aerébico e observaram
maior distancia total percorrida nos grupos treinados (Ferreira et al., 2007; Rolim et al., 2007,
Oliveira et al., 2009; Bueno et al., 2010; Vanzelli et al., 2013).

No teste de esforgo progressivo os camundongos KO B1 (KO Blc e KO pIt)
apresentaram maior distancia total percorrida quando comparados aos selvagens (C57c e
C57t). Este resultado era esperado nos animais KO B2, visto que estudos prévios utilizando
protocolo de exercicio incremental em esteira mostraram maior distancia total percorrida em
camundongos KO para f2-ARs (Chruscinski et al., 1999) e nenhuma alteragdo em KO para
B1-ARs, quando comparados aos selvagens (Rohrer et al., 1998). Uma possivel justificativa
para 0 aumento na distancia total percorrida nos animais KO B1 pode ser a reducdo na
mobilizacdo de glicogénio, jA que a ativacdo simpatica durante o exercicio promove a
glicogendlise por meio dos receptores B-adrenérgicos, como alternativa o &cido graxo seria
preferencialmente mobilizado durante o exercicio (Rohrer et al., 1998). Ao reduzir a
glicogendlise durante o exercicio, o glicogénio muscular é preservado, 0 que aumenta a
duracdo do exercicio antes que ocorra a deplecao do glicogénio muscular (Chruscinski et al.,
1999).

5.3. Morfologia celular

Quanto a morfologia dos cardiomidcitos do ventriculo esquerdo, foi observado que os
camundongos dos grupos C57c e C57t apresentaram maior comprimento e volume celular do
que os grupos KO Blc e KO B1t, indicando que a auséncia desses receptores pode interferir na
estrutura dos cardiomidcitos. Multiplas vias estdo envolvidas no crescimento hipertréfico
cardiaco, dentre elas a via de sinalizagdo B-adrenérgica (Moore e Korzick, 1995; Maclellan e
Schneider, 2000). Segundo Lee et al. (2010), para manter um determinado volume celular ¢é
necessaria uma quantidade adequada de B-ARs, de modo que a delecdo de um dos B-ARs

(B1- ou B2-AR) pode acarretar alteragdes na razdo do peso do coragao/peso corporal. Kiriazis
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et al. (2008) mostraram reducdo na razdo peso do coracdo/peso corporal e auséncia de
hipertrofia cardiaca induzida por sobrecarga pressorica em camundongos DKO para os f1- e
B2-ARs, esses achados demonstram a participacdo dos B-ARs na hipertrofia cardiaca. Os
camundongos com delecdo dos trés subtipos de receptores [-adrenérgicos (TKO)
apresentaram menor peso do coracdo (Lee et al., 2010). Além disso, camundongos com
superexpressdo de B1-ARs apresentaram maior razdo peso do coracgdo/peso corporal, o que

levou a uma hipertrofia cardiaca (Engelhardt et al., 1999).

De maneira inesperada, os cardiomidcitos dos grupos C57c e KO Blc apresentaram maior
comprimento celular quando comparados aos animais C57t ¢ KO B1t, respectivamente. O
protocolo de treinamento, a idade do animal, o género, a intensidade e/ou a duracdo do
treinamento sdo aspectos importantes que podem influenciar na resposta adaptativa dos
cardiomidcitos ao treinamento (Moore et al., 1995). Em um estudo que utilizou um protocolo
de treinamento de intensidade moderada e alta, Kemi et al. (2005) demonstraram que 0
protocolo de alta intensidade foi mais efetivo em aumentar o comprimento, a largura e o
volume celular, comparado ao de intensidade moderada. Além disso, utilizando um protocolo
de treinamento de alta intensidade Kemi et al. (2002) observaram aumentos no comprimento
e na largura celular dos cardiomidécitos de camundongos da mesma linhagem (C57BL/6J) e de
idade semelhante ao nosso estudo, o que indica que a intensidade do protocolo de treinamento

pode influenciar na morfologia celular dos cardiomiécitos de camundongos.

Por outro lado, na linhagem FVB os animais treinados (FVBt e KO [2t) apresentaram
maior comprimento celular que os controles (FVBc e KO B2c¢), o que pode indicar uma
hipertrofia cardiaca ocasionada pelo protocolo de treinamento aerdbico de intensidade
moderada. O treinamento aerdbico induz a hipertrofia fisioldgica excéntrica, que esta
associada a estrutura cardiaca e a funcéo cardiaca normal ou aumentada (Ellison et al., 2012).
A hipertrofia excéntrica é caracterizada por um aumento na dimensdo interna da camara
ventricular cardiaca (Atchley e Douglas, 2007; Ellison et al., 2012). Estudos prévios
utilizando protocolo de treinamento aerobico também observaram aumentos no comprimento
celular dos cardiomiocitos de camundongos (Kemi et al., 2002) e de ratos (Moore et al.,
1993; Wisloff et al., 2001).

5.4. Contracéo celular

Quanto as propriedades mecanicas, os resultados mostraram que o0s animais C57c

apresentaram maiores amplitude de contracéo e velocidade méxima de contracdo do que os
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animais C57t. Provavelmente a intensidade do protocolo de treinamento adotado ndo foi
suficiente para acarretar adaptacGes nas propriedades mecénicas, bem como nas proteinas
envolvidas no AEC de animais selvagens. Utilizando um protocolo de natacao de intensidade
baixa a moderada, Medeiros et al. (2008) ndo observaram diferenca na expressao dos RyR,
unidades liberadoras de Ca®* responsaveis por aumentar a liberacdo de Ca’* do RS e
desencadear aumento transitorio nas concentracdes de Ca?* no sarcoplasma (Cheng, 1993).
Com o mesmo protocolo de treinamento do nosso estudo, Rolim et al. (2007) ndo observaram
diferencas na expressdo de SERCAZ2a e de FLBse16, proteinas envolvidas na remogéo de Ca**
do sarcoplasma durante o relaxamento dos cardiomidcitos (Bers, 2002). Por outro lado,
estudos prévios observaram melhoras na funcdo contratil em animais que realizaram um
protocolo de treinamento intervalado de alta intensidade (Wisloff et al., 2001; Kemi et al.,
2002; Kemi et al., 2005).

A administracdo de 1SO aumentou a amplitude de contracdo, a velocidade maxima de
contracdo e de relaxamento nos cardiomiocitos de camundongos selvagens (C57¢+ISO e
C57t+1S0O). A resposta ao ISO ja era esperada, visto que o ISO é um tipo de catecolamina
exogena sintética que tem a funcdo de aumentar os efeitos cronotropico e inotrépico na célula
cardiaca, através da ativacao dos B-ARs (Rona, 1985). A estimulagdo B-adrenérgica com ISO
ativa uma cascata de sinalizacdo que ira aumentar a fosforilagdo de um conjunto de proteinas
envolvidas no AEC e, consequentemente, aumentara a fungdo contratil dos cardiomidcitos
(Bers, 2002; Xiang e Kobilka, 2003; Grimm e Brown, 2010).

Os resultados mostraram que o protocolo de treinamento aerdbico somado a
administracdo do ISO aumentou as propriedades mecanicas dos cardiomioctios dos animais
C57t+ISO, sugerindo que este protocolo de treinamento levou a adaptacdes na via de
sinalizagdo [-adrenérgica. Provavelmente os cardiomiécitos de camundongos selvagens
treinados respondem mais prontamente ao estimulo B-adrenérgico (Libonati e Macdonnell,
2011), o que justifica 0 aumento nas propriedades mecanicas nestes animais. Apesar de
controverso, alguns estudos também observaram o efeito do treinamento sobre a via de
sinalizagdo [-adrenérgica. Libonati e MacDonnell (2010) mostraram que o treinamento de
intensidade moderada aumentou a responsividade dos B-ARS a estimula¢do B-adrenérgica em
cardiomidcitos de ratos. No estudo de Hammond et al. (1988) foi observado aumento de
proteina Gs na membrana plasmatica dos ventriculos de suinos apds um protocolo de
treinamento aerdbico. Além disso, a responsividade dos 2-ARs foi atenuada em animais que

realizaram corrida voluntaria (Stones, 2008), indicando reducdo na ativacdo da via de
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sinalizacdo inibitoria e aumento na atividade da AC e no inotropismo cardiaco (Xiang e
Kobilka, 2003).

O menor tempo para 50% do relaxamento e a maior velocidade maxima de relaxamento
no grupo C57t+ISO pode estar relacionado com a maior atividade e expressao de FLB. A
fosforilacdo da FLB remove a inibicdo da SERCAZ2a, provocando aumento na recaptacao do
Ca’* para o RS (Bers, 2002), o que provavelmente reduziu o tempo para 50% do relaxamento
e aumento a velocidade méxima de relaxamento. Utilizando um protocolo de natacdo,
Medeiros et al. (2008) observaram maior expressdo de FLBseis NOS animais treinados. Sob
estimulagdo P-adrenérgica com agonista, a via de sinalizagdo B-ARS/GS/AMPC/PKA €
responsavel por fosforilar a FLBser1s (Mundina-Weilenmann et al., 1996; Xiang e Kobilka,
2003).

Os resultados de amplitude de contracdo e de tempo para 50% do relaxamento nos
cardiomidcitos de camundongos KO B1 foi similar aos dos controles. A dele¢do de B-ARS tem
pouco impacto na funcdo cardiaca em repouso, com significativa alteracdo na fungéo cardiaca
apenas sob estimulagdo agonista dos B-ARs (Rohrer et al., 1996). Outros estudos também néo
observaram diferenca na amplitude de contracdo de camundongos KO para B1-ARs (Zhu et
al., 2005), bem como na amplitude de contracdo, no tempo para o pico e no tempo para 50%
do relaxamento em animais DKO para B1- e B2-ARs (Zhou, 2000). Estudos anteriores
também ndo observaram alteracGes na FC e na pressdo arterial basal de camundongos KO
para B1-ARs, KO para 2-ARs e DKO para B1- ¢ p2-ARs (Rohrer et al., 1996; Rohrer et al.,
1999; Chruscinski et al., 1999).

Foi observado aumento na velocidade méxima de contracdo e de relaxamento nos
cardiomidcitos dos camundongos KOB1. Estes resultados ndo eram esperados, ja que o B1-AR
é considerado o subtipo de receptor adrenérgico predominante na modulacdo da contracdo
cardiaca (Bristow et al., 1986). Entretanto, uma possivel justificativa pode ser os mecanismos
compensatérios para manter a funcdo cardiaca normal (Rohrer et al., 1996). Neuber et al.
(2014) mostraram aumento na forca de contracdo no tecido cardiaco de ratos com reducgéo de
~70% na densidade de B1-ARs. Mesmo sem a delegéo total, a menor expressédo dos B1-ARs
ndo justifica 0 aumento na contracdo basal. Além disso, ndo houve aumento compensatorio na
expressdao de f2-ARs ou de outros componentes envolvidos na via de sinalizagao dos B1-ARS
(Neuber et al., 2014). Entretanto, foi observado maior expressdo de al-ARs no tecido

cardiaco com densidade reduzida de B1-ARs (Neyber et al., 2014). O aumento na sinalizacdo
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de al-ARs é comum em situacdes de dessensibilizagdo dos P1-ARs, onde a redugdo
inotropica via f1-ARs é compensada por um aumento mediado pelos a1-ARs, preservando a
funcdo cardiaca em situacdes patologicas, como a IC (O’Connell et al., 2014). Wang et al.
(2010) mostraram que no ventriculo direito de cardiomiocitos isolados de ratos o aumento
inotropico via al-ARs foi dependente da presenca de IC, j& que os animais saudaveis nao
apresentaram esse comportamento. O potencial papel terapéutico dos a-ARs para manter a
funcdo cardiaca normal, principalmente em condices de comprometimento da via de
sinalizagdo Pl-adrenérgica, tem sido proposto por estudos prévios (Milligan et al., 1994;
Korzick e Moore, 1996; Beaulieu et al.,, 1997; Korzick et al., 2004). Estudos recentes
apontam que o aumento na contracdo dos cardiomiocitos via estimulagdo al-adrenérgica
ocorre através do aumento na entrada de Ca®" através dos canais de Ca* tipo L (Mohl et al.,
2011), no transiente de Ca* intracelular (Chu et al., 2013) e na sensibilidade ao Ca*" por

fosforilagéo da miosina de cadeia leve (a-MCP) (Wang et al., 2010).

Os resultados demostraram que os camundongos KO P1t apresentaram aumento na
amplitude de contracdo, na velocidade méxima de contragdo e de relaxamento. Até onde vai
nosso conhecimento ainda ndo héa estudos que avaliaram o efeito do treinamento fisico sobre a
funcdo cardiaca de animais KO para B-ARs. Entretanto, o treinamento pode ter potencializado
0S mecanismos compensatorios nos camundongos KO B1t. Mesmo ndo sendo avaliada no
presente estudo a via de sinalizagdo al-adrenérgica pode ter contribuido para o aumento das
propriedades mecanicas. Estudos anteriores observaram que o treinamento aerébico aumentou
a responsividade inotrdpica de cardiomidcitos de ratos via estimulacéo dos al-ARs (Korzick e
Moore, 1996; Korzick et al., 2004).

Outro possivel mecanismo compensatorio pode ser a reducdo na responsividade dos 2-
ARs nos cardiomidcitos dos camundongos KO B1t. Ao diminuir o acoplamento dos f2-ARS a
proteina Gi o efeito inibidor destes receptores sobre a AC é reduzido (Xiang e Kobilka, 2003),
aumentando a producdo de AMPc e, consequentemente, a fosforilacdo das proteinas
envolvidas no AEC dos cardiomidcitos. Utilizando um protocolo de corrida voluntaria, Stones
et al. (2008) mostraram reducédo na responsividade dos 2-ARs nos animais exercitados, este
comportamento pode ser, em partes, devido a redu¢do no numero de RNAm dos f2-ARs e na
via de sinalizacdo pos-receptor, visto que a inibicdo da proteina Gi restaurou a reposta

inotrépico positiva dos f2-ARs.
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Apesar dos camundongos KO para B1-ARs ndo apresentarem alteracbes na funcéo
cardiaca em condigdo basal, sob estimulagdo B-adrenérgica esses animais tém como
caracteristica a reducdo na capacidade contratil ou, até mesmo, auséncia de resposta
cronotrépica e inotrépica (Rohrer et al., 1996). A alteracdo na via de sinalizacao [-
adrenérgica, por redu¢do na densidade e/ou dessensibilizagdo dos P1-ARs, € uma
caracteristica da IC compensatéria (Xiang e Kobilka, 2003). Os camundongos com IC
induzida por hiperatividade simpatica que realizaram o protocolo de treinamento de corrida
ou de natacdo apresentaram mudancas na expressao das proteinas envolvidas no AEC (Rolim
et al., 2007; Medeiros et al., 2008; Vanzelli et al., 2013). Mesmo néo sendo avaliadas no
presente estudo, as alteracdes na expressdo das proteinas envolvidas no AEC pode ajudar a
elucidar os resultados referentes as propriedades mecanicas dos cardiomiocitos de

camundongos KOB1t.

Como ja esperado, a administracdo do agonista ISO ndo alterou a amplitude de contracéo
nos cardiomiocitos dos camundongos KO B1 (KO Blc e KO B1t). Esses achados confirmam
que sob estimulo agonista os p1-ARs sdo 0s principais responsaveis pelo efeito cronotrépico e
inotropico positivo no coragdo (Rohrer et al., 1996; Zhu et al., 2001; Xiang e Kobilka, 2003;
Yoo et al., 2009). Corroborando com nossos achados, Rohrer et al. (1996) ndo observaram
aumento na amplitude de contracdo e na taxa de relaxamento do tecido cardiaco de
camundongos KO para o0s B1-ARs, apds estimulagdo [B-adrenérgica com o ISO. Em
cardiomidcitos de camundongos DKO para os B1- e B2-ARs, Zhou et al. (2000) observaram

auséncia de resposta contratil ao agonista ISO.

O menor tempo para 50% do pico de contracdo apds administracdo do ISO nos
cardiomiocitos dos grupos KO B1+ISO (KO B1c+ISO e KO B1t+ISO) provavelmente deve-se
a ativacdo dos B2-ARs. Esses receptores ativam tanto a proteina Gs quanto a proteina Gi, com
ativacdo inicial predominante a proteina Gs (Devic et al., 2001; Xiang et al.; 2002; Soto et al.,
2009). Deste modo, a ativagdo dos B2-ARs pode ter acarretado um aumento inicial na
fosforilacdo das proteinas envolvidas no AEC e, consequentemente, uma reducdo no tempo
para 50% do pico de contracdo nos cardiomiocitos de camundongos KO B1, sob estimulagéo
[-adrenérgica com o agonista 1SO.

Foi observado maior tempo para 50% do relaxamento nos cardiomiocitos dos
camundongos KOB1+ISO (KO B1c+ISO e KO B1t+ISO). Uma possivel justificativa pode ser

a resposta inibitdria da via de sinaliza¢do dos f2- e/ou B3-ARs. . Para Sucharov et al. (2011),
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a dessensibilizacdo e a reducdo na atividade dos B1-ARs, bem como 0 aumento na regulagéo
da proteina Gi, resultam em menor producdo de AMPc e fosforilacdo das proteinas alvos. Sob
estimulacdo B-adrenérgica, 0 acoplamento dos f2-ARs a proteina Gi inibe a ativacdo da AC e,
consequentemente, a producdo de AMPc (Xiang e Kobilka, 2003), o que leva a reducédo na
fosforilacdo de FLB. Estudos prévios mostraram que o rompimento do acoplamento dos [32-
ARs a proteina Gi aumentou a ativagdo da AC (Kilts et al., 2000) e a fosforilacdo de FLBser16
(Kuschel, et al., 1999a). Além disso, utilizando cardiomidcitos de camundongos DKO para
B1- e B2-ARs, Devic et al. (2001) mostraram que a estimulacdo com ISO ou CL-316243
(agonista seletivo para B3-ARS) reduziu a taxa de contracdo, indicando que os B3-ARs
exercem um efeito inotropico negativo em cardiomidcitos de camundongos DKO para 1- e
B2-ARs.

Quanto as propriedades mecénicas dos cardiomidcitos do grupo FVBt, foi observado que
em condi¢do basal o protocolo de treinamento aerdbico reduziu a velocidade méaxima de
contracdo. Os resultados encontrados no grupo FVBt sdo semelhantes aos do grupo C57t, o
que contribui para confirmar que a intensidade do protocolo de treinamento adotado néo
acarretou adaptacdes nas propriedades mecénicas dos cardiomiocitos dos camundongos
selvagens. Como ja mencionado anteriormente, Rolim et al. (2007) ndo observaram
diferencas na expressdo das proteinas envolvidas na contracdo celular entre camundongos
selvagens treinados e controles. Por outro lado, o protocolo de treinamento intervalado de alta
intensidade foi mais efetivo em melhorar a funcéo contréatil de camundongos e ratos (Wisloff
et al., 2001; Kemi et al., 2002; Kemi et al., 2005).

Foi observado que em condicdo basal o tempo para 50% do pico de contracdo dos
cardiomiocitos de camundongos KO B2¢ foi menor que dos FVBc, bem como os animais KO
B2t apresentaram maior amplitude de contracdo, velocidade maxima de contracdo e de
relaxamento comparados com os FVBt. Além da presenca dos p1-ARs nos cardiomidcitos dos
camundongos KO 2, a delecdo dos B2-ARs compromete a via de sinalizacdo inibitdria
(Xiang e Kobilka, 2003), o que aumenta a producdo de AMPc e, consequentemente, a
fosforilagéo das proteinas envolvidas no AEC. Estudos prévios mostraram que o treinamento
aumentou a responsividade dos B-ARs (Libonati et al., 2010) e a expressao de proteina Gs
(Hammond et al., 1988), e reduziu a responsividade dos 2-ARs (Stones et al., 2008), o que
pode ter contribuido para o aumento na amplitude de contracdo, na velocidade maxima de

contracéo e de relaxamento nos animais KO B2t.
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O aumento na amplitude de contracdo, na velocidade méaxima de contracdo e de
relaxamento nos cardiomidcitos dos animais FVB e KOPB2 sob estimulagao B-adrenérgica com
ISO ja era esperado. Como mencionado anteriormente, o 1SO tem a funcdo de aumentar o
efeito cronotropico e inotrépico na célula cardiaca através da ativacdo dos B-ARs (Rona,
1985) e os B1-ARs sdo 0s principais responsaveis por este aumento (Rohrer et al., 1996; Yoo
et al., 2009). Além disso, esta claro na literatura que embora o f2-AR ative a proteina Gs, seu

efeito cronotropico e inotropico nos cardiomiocitos € menor (Zhu et al., 2001; Xiang, 2011).

Os resultados referentes as propriedades mecénicas nos cardiomidcitos dos camundongos
FVBt+ISO e KOB2t+1SO foram inesperados. O protocolo reduziu a amplitude de contracéo e
a velocidade méxima de contracdo e de relaxamento nos cardiomiocitos desses animais, bem
como aumentou o tempo para 50% do pico de contracdo e para 50% do relaxamento. Diante
dos resultados, podemos sugerir que o protocolo de treinamento aerdébico utilizado no
presente estudo ndo causou adaptacGes nas propriedades mecanicas dos cardiomiocitos dos
camundongos da linhagem FVB/N. O teste de esfor¢co progressivo e o protocolo de
treinamento proposto por Ferreira et al. (2007) tinham como modelo animal camundongos da
linhagem C57BL/6J. Estudos prévios observaram que durante o exercicio ha diferencas na
velocidade critica e na concentracdo de lactato sanguineo entre as duas linhagens. Os
camundongos da linhagem FVB/N apresentaram maior velocidade e concentracdo de lactato
no limiar de lactato e acima deste, quando comparados aos C57BL/6J (Billat et al., 2005).
Para Billat et al. (2005), ajustes na intensidade e na duracdo do exercicio seria necessario de

acordo com cada linhagem.
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6. CONCLUSOES

O presente estudo hipotetizou que as propriedades morfolégicas e mecénicas de
cardiomidcitos isolados estariam reduzidas em camundongos KO para os B1- e B2-ARs, e que

o treinamento fisico promoveria alteragdes nestas propriedades.

Em relacdo as propriedades morfoldgicas, os camundongos KO para os B1-ARs
apresentaram reducdo no comprimento e volume celular dos cardiomidcitos, ja o treinamento
aerobico ndo promoveu alteracdes nas propriedades morfoldgicas dos animais treinados. Os
camundongos KO para os p2-ARs ndo apresentaram reducdo nas propriedades morfoldgicas e
0 treinamento aumentou o comprimento celular dos cardiomidcitos dos camundongos

treinados.

Em relacdo as propriedades mecanicas, os camundongos KO para os B1-ARs néo
apresentaram reducdo nas propriedades, ja o treinamento aer6bico aumentou a amplitude de
contracdo, a velocidade maxima de contracdo e a velocidade maxima de relaxamento nos
cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo dos camundongos KO para os B1-ARs
treinados. O protocolo de treinamento aerébico somado a administracdo do isoproterenol ndo
alterou as propriedades mecanicas nos cardiomiocitos isolados do ventriculo esquerdo dos

camundongos KO para os B1-ARs

Os camundongos KO para os B2-ARs ndo apresentaram reducdo nas propriedades
mecanicas, ja o treinamento aerébico aumentou a amplitude de contracdo, a velocidade
maxima de contragdo e a velocidade méxima de relaxamento nos cardiomidcitos isolados do
ventriculo esquerdo dos animais treinados. O protocolo de treinamento aerébico somado a
administracdo do isoproterenol reduziu as propriedades mecanicas nos cardiomiocitos

isolados do ventriculo esquerdo dos camundongos KO para 0s 2-ARs.
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