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RESUMO

BELFORT, Felipe Gomes, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, maio de 2014.
Influéncia do treinamento fisico aerobio associado a terapia com células-tronco
mesenquimais na morfologia e fun¢do do ventriculo direito de ratos com infarto do
miocardio induzido no ventriculo esquerdo. Orientador: Anténio José Natali. Co-
orientadores: Thales Nicolau Primola Gomes, Ricardo Junqueira Del’Carlo e Daise
Nunes Queiroz da Cunha.

O objetivo do presente estudo foi verificar a influéncia do treinamento fisico aerébio
associado a terapia com células-tronco mesenquimais (CTMs) na morfologia e funcédo
do ventriculo direito (VD) de ratos com infarto (IM) induzido no ventriculo esquerdo
(VE). Foram utilizados 96 ratos (Rattus novergicus) da linhagem Wistar, com cerca de
30 dias de idade e peso corporal de 146 g £ 10 g. Os animais foram separados em
grupos experimentais com 16 ratos cada: sedentério cirurgia simulada(SED SHAM),
sedentério infartado (SED IM), sedentario infartado e tratado com células-tronco
mesenquimais (SED IM CT), exercitado cirurgia simulada (EX SHAM); exercitado
infartado (EX IM) e exercitado infartado e tratado com células-tronco mesenquimais
(EX IM CT). No inicio e ao final do periodo de treinamento, todos os animais foram
submetidos a um teste de esforco progressivo para determinar o tempo total de exercicio
até a fadiga (TTF). A velocidade méaxima de corrida (VMC) obtida neste teste no inicio
do periodo foi utilizada para determinar a intensidade de corrida adotada no programa
de treinamento. Vinte e quatro horas apds a induc¢do do IM no VE e infusdo das CTMs
ou apos realizacdo da cirurgia simulada, os animais dos grupos exercitados iniciaram o
programa de treinamento de corrida com carga progressiva em esteira rolante
(velocidade final: 60 % da VMC, 60min/dia, 0° de inclinagdo, 5 dias/semana) que durou
12 semanas. Os animais dos grupos sedentéarios permaneceram pelo mesmo periodo em
suas caixas. Ao final do periodo experimento, 8 animais de cada grupo foram utilizados
para analises histologicas e ecocardiograficas (ECO) da funcdo do VD. Os
cardiomiocitos do VD dos demais animais de cada grupo foram isolados por disperséo
enzimatica e foram utilizados para analises morfologicas e mensuragdo da contratilidade

e do transiente intracelular global de calcio [Ca*]; (frequéncia de estimulacdo de 1Hz
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em temperatura ambiente de ~ 25°C). Os resultados mostraram que 0s animais treinados
apresentaram maior TTF ao final do periodo de treinamento, comparados aos
sedentérios (p < 0,05). O IM ocasionou um acometimento de 30,40% do miocardio,
aumentou o peso do coracao, pesos absoluto e relativo dos ventriculos (p < 0,05). Nao
foi detectado nenhum efeito do IM sobre os pesos absoluto e relativo do VD. O IM
reduziu (p < 0,05) a funcdo do VD (TAPSE: SED IM = 0,54 + 0,16cm vs SED SHAM =
1,40 £ 0,21cm). N&o foram detectados efeitos do IM sobre as propriedades
morfoldgicas estruturais do VD e sobre a morfologia celular (p > 0,05). O IM aumentou
a amplitude de contracdo celular e do transiente de [Ca®']i e reduziu os tempos para o
pico e para 50% do decaimento do transiente de [Ca®'; (p < 0,05). A terapia celular
reduziu no percentual de area infartada (15 %) e atenuou a reducdo da funcéo do VD
(TAPSE: SED IM CT = 1,28 + 0,17cm vs SED IM = 0,54 + 0,16 cm) (p < 0,05).
Todavia, a terapia celular ndo teve efeitos (p > 0,05) sobre o peso do coracdo, pesos
absoluto e relativo dos ventriculos, pesos absoluto e relativo do VD, propriedades
morfologicas estruturais do VD e morfologia dos cardiomidcitos (comprimento, largura
e volume). A terapia celular reduziu (p < 0,05) a amplitude e o tempo para o pico de
contracdo celular, a amplitude do transiente de [Ca®*]; e aumentou (p < 0,05) tanto o
tempo para 0 pico como o tempo para 50% de decaimento do transiente de [Ca®*]i. O
treinamento fisico reduziu a area infartada (21,33%), mas ndo causou efeitos no peso do
coracdo, pesos absoluto e relativo dos ventriculos e pesos absoluto e relativo do VD. Foi
observado aumento da funcdo do VD em resposta ao treinamento fisico (TAPSE: EX
IM=1,47 £0,17cm vs SED IM = 0,54 + 0,16cm), porém nao foram verificados efeitos
sobre as propriedades morfologicas estruturais do VD e sobre a morfologia dos
cardiomiécitos (p > 0,05). Na contratilidade celular, o treinamento fisico reduziu a
amplitude de contragdo e o tempo para 50% do relaxamento celular (p < 0,05). Em
relagdo ao transiente, o treinamento aumentou o tempo para o pico do transiente de
[Ca®*]i (p < 0,05). A associacéo das terapias (EX + CTMs) ndo teve nenhum efeito sobre
0 tamanho do IM, a funcdo do VD, o peso do coragdo, os pesos absoluto e relativo dos
ventriculos e do VD, as propriedades morfolégicas estruturais do VD, a morfologia e a

contratilidades dos miécitos do VD (p > 0,05). Todavia, a associacdo dos tratamentos
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reduziu a amplitude do transiente de calcio nos miécitos do VD (p < 0,05). Concluiu-se
que a associacdo do treinamento fisico aerobio com a terapia com CTMs ndo afetou a

morfologia e a funcdo do VD de ratos com IM induzido no VE.
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ABSTRACT

BELFORT, Felipe Gomes, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, May, 2014.
Influence of aerobic exercise training associated with mesenchymal stem cells
therapy in the morphology and function of the right ventricle of rats with infarct
induced in the left ventricle. Advisor: José Antonio Natali. Co-advisors: Thales

Nicolau Primola Gomes, Ricardo Junqueira Del’Carlo e Daise Nunes Queiroz da
Cunha.

The aim of this study was to investigate the influence of aerobic exercise training
associated with mesenchymal stem cells (MSCs) therapy in the morphology and
function of the right ventricle (RV) of rats with infarct (IM) in the left ventricle (LV).
Ninety six Wistar male rat (age: 30 days; body weight: 146g + 10 g) were randomly
divided into experimental groups of 16 animals each: sedentary simulated surgery (SED
SHAM); sedentary infarcted (SED IM); sedentary infarcted and treated with MSCs
(SED IM CT); exercised simulated surgery (EX SHAM); exercised infarcted (EX IM);
and exercised infarcted and treated with MSCs (EX IM CT). At the onset and at the end
of experimental period all animals were submitted an incremental exercise test to
determine the total exercise time until fatigue (TTF). The maximum running speed
(MRS) achieved in this test was used to determine the intensity of the exercise training.
Twenty four hours after IM in LV and infusion of the MSCs or simulated operation
animals from exercised groups started the running training program with incremental
load on a motor- driven treadmill (final velocity: 60 % of MRS, 60min/day, 0°
inclination, 5 days/week) that lasted for 12 weeks. The animals from sedentary groups
remained in their cages for the same period. At the end of the experimental period, eight
animals from each group were used for histological and echocardiographic (ECO)
evaluations. Right ventricular myocytes from the remained animals of each group were
enzymatically isolated and were for measuring cellular morphology, contractility and
intracellular global calcium transient [Ca®*]; (stimulation frequency of 1Hz at a room
temperature of ~ 25°C). The results showed that exercised animals presented higher
TTF than sedentary ones (p < 0,05). The extension of IM was on average 30.40% and it
increased heart weight, ventricular weight and ventricular to body weight ratio (p <
0.05). No effects of IM on the absolute and relative RV weights were observed. IM
decreased RV function (TAPSE: SED IM = 0,54 £ 0,16 cm vs SED SHAM = 1,40 £
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0,21cm) (p < 0,05), however, no effects of the IM were detected on the RV
morphological and structural properties as well as on myocyte morphology (p > 0.05).
Myocardial infarction increased the amplitude of cell contraction and of the [Ca®'];
transient (p < 0,05) but reduced both the times to peak and to 50% decay of the [Ca®'];
transient (p < 0.05). Cell therapy resulted in a reduction of IM extension (15,00%) and
attenuated the decrease in the RV function (TAPSE: SED IM CT = 1,28 + 0,17cm vs
SED IM = 0,54 + 0,16 cm) (p < 0,05). However, no effects of cell therapy were found
on heart weight, absolute and relative ventricular weights, absolute and relative RV
weights, and on RV cell morphology (p > 0,05). Cellular therapy reduced (p< 0,05) the
amplitude and time to peak of cell contraction, decreased the amplitude of the [Ca®*];
transient and increased the times to peak and to 50% decay of the [Ca*]; transient.
Exercise training reduced the IM extension (21.33%), but it did not affect heart weight,
ventricular weight, ventricular to body weight ratio, absolute and relative RV weight,
RV structural morphology as well as cell morphology (p > 0,05). Exercise training
improved RV function (TAPSE: EX IM = 1,47 £ 0,17cm vs SED IM = 0,54 + 0,16 cm),
reduced the amplitude of cell contraction and the time to 50% relaxation (p < 0,05) and
increased the time to peak of the [Ca®; transient (p < 0,05). The combination of
treatments (EX + MSCs) had no effects on IM extension, RV function, heart weight,
absolute and relative ventricular weights, absolute and relative RV weights, RV
structure and cell morphology or cell contractility (p > 0,05). However, the associated
treatments reduced the amplitude of the [Ca?*]; transient (p < 0.05). In conclusion, the
association of aerobic exercise training with MSCs therapy did not affect the right
ventricular morphology and function of rats with myocardial infarction induced in the

left ventricle
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1 INTRODUCAO

Sabe-se que o infarto agudo do miocardio (IM) pode ocasionar uma série de
disfungdes no coracdo, desde a sua morfologia, potencial elétrico e transiente de célcio
(Ca?") durante a contracdo celular (Pfeffer et al., 1990; Cohn 2000; Zornoff et al.,
2009). Por outro lado, o exercicio fisico regular tem efeito cardioprotetor atenuando os
efeitos deletérios apds esse evento cardiaco (Wisloff et al., 2002; Diffee et al., 2004; Xu
et al., 2008). Outra estratégia terapéutica que tem efeito positivo apds um quadro de IM
é a terapia com células-tronco (Waring et al., 2012; Cosmo et al., 2012). Todavia, as
investigacGes tém se concentrado no ventriculo esquerdo (VE), local do IM, sendo o
ventriculo direito (VD) pouco estudado. Além disso, os efeitos da associacdo destas

estratégias terapéuticas sao pouco conhecidos.
1.1 Acoplamento excita¢do-contracdo no miocardio

O acoplamento excitacdo-contracdo (AEC) é o mecanismo pelo qual as fibras
musculares cardiacas sdo excitadas através de um estimulo elétrico gerando uma
contracdo, sendo o Ca** relevante no processo (Bers, 2002a). Para dar inicio a0 AEC, o
potencial de acdo (PA) promove a despolarizacdo do sarcolema celular e a entrada de
Ca®* nos cardiomidcitos (Fabiato & Fabiato, 1975). O influxo desse fon se dé através da
abertura de canais especificos conhecidos por receptores de dihidropiridina (DHPR) ou
canais de Ca?* tipo L voltagem dependentes. Sabe-se que em roedores os canais de
DHPR sdo os principais meios pelos quais o Ca** extracelular entra na célula (Bers,
2002a).

Uma vez dentro da célula, o Ca** promove a liberacdo de Ca** do reticulo
sarcoplasmatico (RS), processo esse chamado de liberagdo de Ca** induzida pelo Ca**
(Fabiato & Fabiato, 1978). Nesse processo, 0 Ca>* se liga a dois sitios especificos nos
receptores de ryanodina do tipo Il em cardiomidcitos (RyR2): um de ativagdo mais
rapida para a abertura do canal e outro de grande afinidade, onde se ligara lentamente
para desativar o canal (Bers, 2002b). Isso permite a saida de Ca’* do RS através dos
RyR,. Esse evento aumenta a concentragéo de Ca®" intracelular livre e permite que o

Ca®* se ligue a troponina C, mudando a conformagdo da tropomiosiona e
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desencadeando a contracdo (Bers, 2002b). No entanto, apds a sistole cardiaca os niveis
de Ca?* precisam voltar aos valores basais. Assim, ocorre a dissociacdo do Ca®* da
troponina C, voltando a normalidade a conformacédo da tropomiosina promovendo o
relaxamento cardiaco e esse ion fica livre no citosol.

Para a manutencdo da homeostasia fisiolégica, os niveis de Ca*" citosélicos
devem variar em torno de 100nM durante a diastole e pode aumentar até 1uM durante a
sistole. Esses gradientes macroscopicos dos niveis desse ion podem ser encontrados por
toda a superficie da célula bem como pelas organelas intracelulares. A baixa
concentracdo de Ca?* na diastole previne a toxidade e a apoptose celular (Bers 2002a;
Cheng & Lederer, 2008). Para tal, existem 4 formas para a manutencdo dos niveis
adequados desse fon no meio celular durante o relaxamento: (A) volta do Ca®* para o
RS através da Ca>* ATPase do RS (SERCAZ2a); (B) trocador sédio-calcio (NCX), onde
a célula promove o transporte de Ca”* para fora da célula as custas da entrada de sodio;
(C) bomba Ca®** ATPase sarcolemal; (D) canal mitocondrial uniporte de Ca®* (Bers,
2002ab).

A remogcdo de Ca®* do citosol celular durante o relaxamento varia de espécie
para espécie. Nos ratos, a SERCA2a tem importancia primordial nessa recaptacao,
sendo responsavel por 92% da recaptacéo de Ca®* para 0 RS, enquanto o NCX responde
por 7% da extrusdo e o 1% restante € recapturado por outras vias em condicdo
fisiolégica normal (Brandes & Bers, 1997). Em cardiomidcitos ventriculares de coelhos,
assim como em humanos, a SERCA2a é responsavel por retirar 70% de Ca** do citosol,
0 NCX responde por 28% e os outros 2% ficam a cargo do canal mitocondrial uniporte
de Ca®" e bomba de Ca®** ATP do sarcolema (Bers, 2002a).

A recaptacdo de Ca** para dentro do RS pela SERCA2a é dependente da
regulacdo de um inibidor enddgeno, a proteina fosfolambana (PLB). Quando a PLB é
fosforilada, ela cessa sua funcdo inibitéria deixando a SERCA2a desempenhar a sua
funcdo de captacdo de Ca®* para dentro do RS (Bers, 2002a). O mecanismo de controle
da PLB envolve a fosforilacdo de residuos da serina 16 (Ser-16) pela PKA através de
uma via dependente do AMP ciclico e a fosforilagéo de residuos de treonina 17 (Thr-17)
pela proteina quinase Il, essa sendo ativada pela via da Ca**MKII (Kirchberger et
al.,1974).



No que tange aos RyR; eles sdo fosforilados por proteinas especificas como a
proteina quinase A (PKA) e C (PKC) e proteina quinase Il dependente da via
Ca®*/calmodulina quinase (Ca®* MKII) (Marks, 2001). A sensibilidade dos RyR2 ao
Ca®* pode ser aumentada pela fosforilagdo da PKA, aumentando, dessa forma, a
atividade desse receptor. Por sua vez, o efeito da Ca?* MKII na fosforilacdo ou inibico
dos RyR; ainda ndo estd completamente esclarecido (Takasago et al., 1991; Marks,
2001).

Outras proteinas também participam do AEC. A FKBP 12.6 tem como funcgéo
estabilizar o canal dos RyR; ligando-se & 4 mondmeros deste, sendo que a reducdo na
expressdo dessa proteina induz uma maior saida de Ca** do RS e isso pode culminar em
eventos de arritmia cardiaca (Lehnart, et al., 2006). E a calcequestrina (CASQ2) atua
ligando-se ao Ca®* do RS e controla a sensibilidade dos RyR. a esse fon, o que pode
aumentar a frequéncia de liberacdo do Ca®* por essa organela na ocorréncia de reducéo
da concentracdo de Ca’* no citosol da célula (Qin et al., 2008; Stevens et al., 2009).
Todas as proteinas citadas acima s muito importantes para a homeostasia do Ca*",
tanto no RS quanto no citosol.

Em nivel do 6rgdo, as acbes coordenadas dessas proteinas no cardiomidcito
auxiliam na manutencdo da homeostasia de Ca** do miocardio. Sabe-se que os
ventriculos direito e esquerdo sdo 0s responsaveis pela ejecdo de sangue para a
circulacdo pulmonar e sistémica, respectivamente. Assim, o funcionamento coordenado
dessas duas camaras a cada batimento promovem a acdo de bombeamento sanguineo
(Vitarelli & Terzano, 2010) que, devido a forca de contracdo gerada, € capaz de
enfrentar os gradientes de pressfes a qual os ventriculos estdo submetidos.

Em pessoas saudaveis, sabe-se que existe uma correlacdo linear entre a pressao
de enchimento do VD (pré-carga) e a pressao arterial pulmonar (pds-carga) (Mc Intyre
& Sasahara, 1971). Nessa perspectiva, o VD tem despertado a atencdo dos
pesquisadores nos Gltimos anos, principalmente em relacdo a sua funcdo (Vitarelli &
Terzano, 2010), que pode deteriorar em resposta a doengas como insuficiéncia cardiaca

e hipertensdo pulmonar, entre outras, gerando, assim, efeitos deletérios no AEC.

1.2 Infarto Agudo do Miocardio



O infarto agudo do miocérdio reflete a morte dos cardiomidcitos causado por
auséncia prolongada de oxigénio (O,) (Davies, 2000). E uma das doencas que mais
internam pacientes no Brasil e no mundo promovendo alta da mortalidade (Weir et al.,
2006).

Para a ocorréncia desse quadro clinico, um ou mais ramos das artérias coronarias
devem ser ocluidas parcial ou completamente obstruindo a passagem de sangue para as
células do miocéardio culminando numa condi¢do de isquemia e, consequentemente,
morte celular e reducdo da funcdo contratil. Em longo prazo, a isquemia cardiaca
promove o remodelamento cardiaco o que reduz a capacidade funcional do coracédo e
aumenta as chances de morte subita (Pfeffer et al., 1990; Cohn, 2000; Zornoff et al.,
2009). O coracdo é um 6rgdo com capacidade de regeneracdo limitada devido a sua
baixa taxa de mitose. Dessa forma, as células que sobrevivem tentam compensar a
reducdo funcional por hipertrofia, promovendo, assim um remodelamento ventricular
adverso (Erlebacher et al., 1984).

Para compreensdo das anormalidades oriundas da isquemia cardiaca muitos
estudos sdo realizados em ratos, dada a sua semelhanca fisiopatoldgica com o ser
humano (Fishbein et al., 1978), pela acelerada recuperacdo da leséo isquémica, baixos
custos operacionais, facilidade de manutencao e manipulacdo destes animais.

Apbs o IM, dar-se-a entdo a morte de cardiomiocitos por apoptose e necrose na
regido infartada. O coracdo, por sua vez, tenta reparar os efeitos deletérios ocasionados
pela isquemia. Apos 24 horas, a necrose muscular aumenta e ha infiltracdo de algumas
células como os neutrofilos e linfocitos. O processo inflamatoério desencadeia a elevacéo
do namero de fibroblastos que tem por funcdo aumentar a deposi¢cdo de colageno
tornando o coracdo mais fibroso (Fishbein et al., 1978). A fibrose € um marcador do
processo de cicatrizacdo e estabilizacdo do infarto. No entanto, essa progressao fibrotica
aumenta a rigidez do coracdo pela deposicdo de colagenos tipos | e 11l (Fishbein et al.,
1978). No rato, ap6s a oclusdo de um vaso coronario, esse processo de deposicdo e
cicatrizagdo demora em torno de 3 a 4 semanas (Fishbein et al., 1978).

O coracdo com formacdo de fibrose passa entdo a ter um prejuizo funcional,
tanto macroscopicamente quanto em nivel celular e molecular. Assim, observam-se
reducdes da capacidade de contracdo e relaxamento, do débito cardiaco (DC) e da

fracéo de ejecdo (FE), entre outros.



Por conseguinte, estudos demonstram que quadros de isquemia cronica podem
ocasionar perturbaces no ciclo do Ca** e gerar a reducdo da funcdo cardiaca, bem
como aumentar a incidéncia de quadros de arritmia (Houser et al., 2000; Wasserstrom et
al., 2009). Como disfuncbes no AEC, as doencas cardiacas ocasionam alteracdes
funcionais no sistema contratil, tais como reducdo no conteido de Ca®* no RS, sendo
que a recaptacdo de Ca’* pelo RS fica prejudicada em funcéo da deficiéncia de atividade
e/ou expressdo da SERCA2a. Assim, h4 uma elevacdo do Ca** intracelular, o que torna
0s RyR, mais instaveis e, a0 mesmo tempo, mais sensiveis ao Ca®* culminando numa
maior frequéncia de liberacdo de Ca*" durante a diastole, evento esse conhecido por
sparks espontaneas de Ca®* (Cheng & Lederer, 2008). Pode, ainda, ocorrer o
prolongamento do potencial de acdo (Cerbai et al., 1994) e, assim, culminar em arritmia
cardiaca.

O processo arritmogénico pode ocorrer de duas formas: primeira, pelo aumento
precoce da corrente transitoria de influxo (l;) apos a despolarizagdo da membrana em
funcdo da interacdo entre as correntes de Ca®* despolarizante (lca) e a corrente
repolarizante de potéssio (lk+); e, segunda, pela ativagdo atrasada da Iy apos a
despolarizacéo, por meio da geragdo de sparks espontaneas de Ca®* e, consequente,
onda de Ca?* fora do tempo normal. Esses dois mecanismos podem produzir atividade
elétrica anormal e contracdes fora do ritmo fisiologico que prejudicam o mecanismo de
contracdo (Cheng & Lederer, 2008).

1.3 Remodelamento cardiaco ap06s infarto agudo do miocardio

O coracdo tem como funcdo bombear e manter um fluxo constante de sangue
para todas as regibes do corpo para manter os tecidos nutridos por O, e outros
nutrientes. O coracdo é constituido por cardiomidcitos (aproximadamente 30%), sendo
as demais células as endoteliais, musculares lisas, fibroblastos e outras células
intersticiais inseridas numa matriz extra-celular (ME) bem definida. Estes componentes
tém como principal fungcdo manter a organizacédo estrutural e o funcionamento cardiaco
(Cleutjens et al., 1995).

No entanto, a bomba cardiaca apés o IM, sofre adaptacdes para tentar

restabelecer o pleno funcionamento do érgdo. Assim, o remodelamento estrutural apds
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um evento de IM ¢ decorrente de reacGes inflamatdrias exacerbadas na zona infartada e
da aceleracdo da formacéo de tecido cicatricial. O coldgeno presente na zona lesionada
pelo IM é produzido por miofibroblastos do tecido de granulacdo. J& na regido néo
infartada essa deposicdo de colageno é realizada por fibroblastos (Cleutjens et al.,1995).

Em condigdo fisiologica é necessario que haja homeostasia na sintese e
degradacdo de colageno no miocérdio para a manutengdo da estrutura (Weber et al.,
1999). Essa manutencdo € regulada por alguns fatores como as metaloproteinases da
matriz extracelular (MMPSs) e os inibidores teciduais de mataloproteinases da matriz
(TIPM) (Holmes et al., 2005; Xu et al., 2008).

De maneira geral, os cardiomiécitos mortos apds IM serdo substituidos por uma
cicatriz de coladgeno. Ndo somente os cardiomidcitos mortos da regido infartada sdo
afetados, mas também os das areas adjacentes, uma vez que nessa regido ocorre
deposicao de colageno e, com isso, perda de complacéncia e reducdo da fungéo cardiaca
(Weber et al., 1999; Xu et al., 2008). O aumento de tecido fibrdtico ocorre de forma
reparativa e reativa. A forma reparativa é o mecanismo classico que ocorre na regido de
morte celular com consequente inflamacéo do tecido. Ja a fibrose reativa relaciona-se ao
acumulo de colageno na regido que nao foi afetada diretamente pelo IM (Jugdutt et al.,
2003). Varios estudos realizados com animais comprovam esse aumento da deposi¢cdo
de colageno no coracgdo po6s IM (Jugdutt et al., 2003, Xu et al., 2008, Bozi et al., 2013;
Ramos et al., 2013).

A isquemia provoca a perda de sustentagdo da ME tornando o tecido nessa
regido mais distensivel e mais susceptivel a deformacdes. Neste sentido, podem ocorrer
deslizamentos das areas musculares necroticas, com realinhamento dos cardiomiocitos
da parede infartada (Zornoff et al., 1997). Esse quadro gera, entdo, um processo de
adelgacamento da area atingida pela intensa degradacdo do colageno intersticial. Este
processo dilata o ventriculo, afinando e distendendo a parede dessa cavidade, processo
esse conhecido como expansdo da area infartada (Whittaker et al., 1991). Apés o
processo de formacdo fibrotica ocorre o aumento da sobrecarga volumétrica no
miocardio ndo afetado, bem como a fibrose reativa e a mudanca da geometria
ventricular gerando um quadro de hipertrofia compensatéria dos cardiomiocitos.

Algumas semanas ap6s o IM pode ser constatada a hipertrofia cardiaca através da
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dilatagdo do VE e alteracdo da geometria dessa cavidade (Zornoff et al., 1997; Zornoff
et al 2009).

A hipertrofia celular decorrente da isquemia é patologica e esta associada a
disfuncéo cardiaca, arritmia e morte subita (Frey & Olson, 2003), além de ser um fator
de risco independente para o desenvolvimento da falha cardiaca (Lorell & Carabello,
2000). O objetivo dessa hipertrofia é retornar o estresse parietal ao normal, contudo, a
sobrecarga de volume aumenta a pré-carga e promove a dilatacdo da cavidade gerando a
hipertrofia excéntrica. Esse mecanismo, a principio, visa manter a homeostasia cardiaca
em relacdo DC. Entretanto, 0 que ocorre, progressivamente, é a precarizacdo das
funcdes cardiacas pelo aumento progressivo da ativacdo neuro-humoral (Pfeffer et al.,
1990; Cohn et al., 2000; Zornoff et al., 1997; Zornoff et al., 2009). Litwin (1995)
observou que as concentragbes plasmaticas de noradrenalina estdo aumentadas,
precocemente, apos o infarto. Esta ativacdo do sistema nervoso simpatico (SNS) parece
estar relacionada ao tamanho da area infartada e as consequéncias hemodinamicas do
insulto isquémico.

A complexidade dessa reacdo no tecido cardiaco parece passar primeiramente
pela exacerbacdo da atividade do SNS e do sistema renina angiotensina aldosterona
(SRAA). Assim, ap6s o IM, ocorre a ativacdo aguda do SNS como resposta de
adaptacdo do evento isquémico e tem por finalidade a restauracdo ou manutencdo dos
niveis pressoricos e do DC. Cronicamente, entretanto, a reducdo da funcdo sistélica
pode gerar aumento na atividade simpatica (Middlekauff et al., 1998). Por conseguinte,
ocorre aumento da enzima conversora de angiotensina (ECA) no coragdo como um
todo, particularmente no tecido cicatricial, ocasionando aumentos locais da
concentracdo de Angiotensina Il (Ang Il) (Busatto et al., 1997; de Resende et al., 2006).
A formacdo de Ang Il, sendo a sua acdo modulada por receptores de Angiotensina Il do
tipo 1 (AT1), gera aumentos dos niveis cardiacos de aldosterona. O aumento desses
compostos (Ang Il e aldosterona) sé@o os principais mediadores de hipertrofia de
midcitos e fibrose cardiaca. Estudos tem demonstrado que a inibicdo da ECA em ratos
infartados reduz a mortalidade, atenua a fibrose reativa, a hipertrofia de midcitos e a
progressao para a insuficiéncia cardiaca (Pfeffer et al., 1985; Mill et al.,1994; Busatto et
al., 1997; de Resende et al., 2006).



Essas mudangas no tamanho, massa e geometria ventricular caracterizam,
clinicamente, o processo de remodelamento cardiaco apds o IM. E importante ressaltar
que o processo de remodelamento € complexo, implicando em alteracbes celulares e
moleculares (Pfeffer et al.,1985; 1990; Zornoff et al., 1997; Cohn et al., 2000). In vivo,
foi reportado que o IM experimental em modelo animal ocasiona reducdo em diversos
parametros funcionais hemodindmicas como: DC, FE, pressdo sistélica do ventriculo
esquerdo (PSVE), taxa maxima de elevacdo de pressdo (dP/dtmax) e taxa maxima de
queda de pressdo (dP/dtmin). Paralelamente, ocorre elevacao da pressédo diastolica final
do ventriculo esquerdo (PDFVE) (Pfeffer et al., 1991; Fletcher et al., 1981; de Waard et
al., 2007; Xu et al., 2008).

No que tange a contratilidade, estudos experimentais demonstram que a
isquemia altera a capacidade de contracdo dos cardiomidcitos (Piacentino et el., 2003;
Bito et al., 2010, Bozi et al., 2013; Kemi et al., 2012; Bito et al., 2013; Ramos et al.,
2013). Em trabalho realizado pelo nosso grupo, Bozi e colaboradores (2013)
observaram que o IM experimental deteriorou a amplitude de contracdo celular bem
como na PDFVE, PSVE, dP/dtmax e dP/dtmin do VE. Resultados similares em relacédo
a deterioracdo da funcdo cardiaca, bem como da contratilidade cardiaca, sdo vistos em
outros trabalhos (Xu et al., 2008; Ramos, 2013).

Ainda em nivel celular, a perda da funcdo cardiaca apds o IM pode estar
associada com o comprometimento da capacidade contratil intrinseca dos
cardiomidcitos (Holt et al., 1998; Zhang et al., 1999; Loennechen et al., 2002; Wisloff
et al.,, 2002; de Waard et al., 2007, Bito et al., 2010). Estudos com cardiomiécitos
isolados de animais com IM experimental demostraram que a amplitude de contracédo
pode estar reduzida (Holt et al.,1998; Loennechen et al., 2002; de Waard et al., 2007,
Bito et al., 2010; Bozi et al., 2012). Essas alteracbes podem ocorrer em resposta a
reducdo no transiente intracelular global de célcio (transiente de [Ca+2];) e/ou na
sensibilidade dos miofilamentos ao Ca®* (Holt et al.,1998; Wisloff et al., 2002;
Loennechen et al., 2002; de Waard et al., 2007; Ait Mou et al., 2008; Bito et al., 2010).
Além disso, o tempo de contracdo celular apresenta-se aumentado (Wisloff et al., 2002,
Bito et al., 2010). Essa alteracdo pode estar relacionada com a redugdo na expressdo de
proteinas regulatérias do influxo de Ca®" para o citosol, tais como RyR,, presentes na

membrana do RS (Guo et al., 2003; Sallinen et al., 2007). Da mesma forma, o tempo de
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relaxamento celular estd aumentado ap6s o IM (Holt et al., 1998; Loennechen et al.,
2002; Wisloff et al., 2002). Esse aumento esta relacionado com alteracfes na expressdo
das proteinas responsaveis pela remocdo do Ca®* do citosol, tais como reducdo na
expressao da SERCA2 (Gupta et al., 2000; Wisloff et al., 2002; Guo et al., 2003;
Sallinen et al., 2007; Mackiewicz et al., 2008) e do NCX (Gupta et al.; 2000; Wisloff et
al., 2002; Sallinen et al., 2007).

O remodelamento cardiaco do VE ap0s infarto esta bem descrito na literatura, no
entanto, faltam evidéncias sobre possiveis alteracbes no VD. Sabe-se que os ventriculos
sdo separados apenas pelo septo interventricular (SIV) de tal maneira que os dois
ventriculos sdo obrigados a bombear o mesmo volume sistdlico efetivo apesar de
enfrentarem diferentes gradientes de pressdo (Vitarelli & Terzano, 2010).

O ventriculo direito, em relacdo ao VE, por ser uma camara menor, necessita de
uma menor oferta de O, por possuir uma parede livre mais estreita e por enfrentar uma
menor pré-carga e pos-carga. Essa menor necessidade de oxigénio em repouso concede
ao VD uma maior capacidade reserva de extracdo desse gas em situacdes de estresse,
como no caso de isquemias cardiacas (Vitarelli & Terzano, 2010).

Sabe-se que a disfuncdo no VE é um importante precursor de disfuncdo no VD
(Marmor et al., 1981). Os mecanismos pelos quais o IM no VE determina disfunc¢des no
VD ainda ndo estdo bem estabelecidos. Sabe-se que a disfuncdo no VD pode
desenvolver em associacdo com a disfuncdo no VE via multiplos mecanismos: (1)
faléncia no VE aumentada no pos-carga devido ao aumento das pressGes nas veias
pulmonares e nas artérias pulmonares, parcialmente, como mecanismo protetor contra o
edema pulmonar (Setaro et al., 1992); (2) o mesmo processo cardiomiopatico pode
afetar simultaneamente o VD; (3) a isquemia do miocardio pode envolver ambos os
ventriculos; (4) a disfuncdo no VE pode levar a diminuicdo do sangue direcionado para
a perfusdo coronaria do lado direito do coracdo, que pode ser um substancial fator na
funcdo do VD (Klima et al., 1999); (5) ocorréncia de disfungdo no SIV e a
interdependéncia ventricular; e (6) dilatagdo do VE num compartimento pericardico
restringindo a funcdo diastolica do VD. Por causa desses varios fatores afetando a
fungdo do VD devido a insuficiéncia no VE, o status do VD pode constituir uma via
comum final na progressdo da insuficiéncia cardiaca congestiva e assim ser um

indicador de descompensagéo ou diagnostico ruim (Voelkel et al., 2006).



No entanto, estudos tém demonstrando que a funcdo do VD pode ser
independente da funcdo do VE e que a disfuncdo no VD seja mais dependente da
localizagdo e extensdo do infarto do que da extenséo da disfuncdo no VE (Pfisterer et
al., 1986; Zornof et al., 2002).

A maior parte dos estudos com VD analisam somente alguns parametros dessa
camara, na sua maioria relacionada a sua fungdo, para somar dados na analise das
propriedades mecanicas, contrateis, celulares e moleculares no VE infartado
(Balakumar & Singh, 2006; De Waard et al., 2007; Portes et al., 2009; Jorge et al.,
2011). Em contrapartida, outra parte dos trabalhos cientificos € realizada com humanos
que possuem algum tipo de disfuncdo no VD (Zornoff et al., 2002; Pinamonti et al..,
2011; van Nierop et al., 2013) ou ainda com modelos experimentais, tais como
bandagem da artéria pulmonar e bloqueio aorto-caval (Piao et al., 2010; Bartelds et al,
2011)

As alteracBes das propriedades mecénicas e contrateis do VD ocasionadas por
um IM no VE sdo pouco conhecidas. Nessa perspectiva, Nahrendorf e colaboradores
(2003) realizaram um estudo sobre os efeitos de um IM no VE em relacdo ao
remodelamento do VD de ratos Wistar. Analises espaco-temporais bem definidas (4, 8 e
16 semanas apds o evento isquémico) foram feitas nos animais infartados. Apds
medidas hemodinamicas do volume e do desempenho do VD através de imagens de
ressonancia magnética, encontrou-se alteracdo da curva de pressao-volume em direcdo a
um maior volume e reducdo do indice de pico de volume sistélico pelo peso do VD 16
semanas apds o IM. Observaram também, com o passar do tempo, aumento da pressao
sistdlica nessa cavidade, sendo que isso contribuiu para o ganho de peso no VD. Os
autores concluem que essas alteraces podem ocorrer em funcdo da manutencdo do
balanco de sobrecarga no VD apds IM no VE, sendo esse fator responsavel pelos
resultados encontrados.

Em outro estudo, Maheshwari & Mittal (2013) compararam a fracdo de ejecédo
do VD (RVEF) com o indice de desempenho do VD (RV-MPI) para predizer a funcdo
cardiaca em pacientes com infarto no VE. Os autores encontraram que, apesar dos
valores normais encontrados na RVEF, o RV-MPI apresentava-se prolongado nos
individuos infartados sugerindo que o RV-MPI é uma avaliacdo simples, sensivel e

precisa, em comparagdo a RVEF, para a avaliagéo da funcéo do VD.
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Assim, no presente momento, até onde foi possivel pesquisar, ndo foram
encontrados estudos sobre as alteragdes das propriedades mecanicas de cardiomidcitos

do VD ocasionadas por um IM no VE. Portanto, estudos nesta tematica sdo necessarios.

1.4 Terapia com células-tronco e infarto agudo do miocardio

Terapias ndo farmacoldgicas tém sido empregadas visando combater os efeitos
deletérios do IM, dentre elas a terapia com células-tronco tem demonstrado beneficios.
Diferentes tipos vém sendo utilizadas (células-tronco embrionérias, hematopoiéticas,
mesenquimais e outras progenitoras circulatdrias) (Crisostomo et al., 2007). As células-
tronco mesenquimais (CTMs) sdo hipoimunogénicas, pois deixam de expressar HLA
classe 2 e moléculas co-estimulatorias, previnem a resposta das células T direta e
indiretamente e induzem um microambiente local através da producdo de
prostaglandinas e interleucinas (Monteiro et al., 2010; Gnecchi, Daniele, Cervio, 2012).

As moléculas bioativas secretadas pelas CTMs exercem efeitos troficos no
tecido adjacente, acarretando efeitos antiapoptdticos nas células tecido-especifico,
efeitos imunomodulatoérios sobre as células do sistema imune, aumento da angiogénese
e quimiotaxia para outras células jovens comprometidas com o processo de reparacao
(Seo & Cho, 2012). Assim, pode ocorrer reducdo da resposta inflamatoria inicial ap6s
algumas doencas isquémicas, restabelecimento do suprimento vascular e reparagdo
adequada do tecido, dependendo da extenséo e gravidade dos danos tissulares (Monteiro
et al., 2010).

Apds uma lesdo isquémica, células residentes proliferam e diferenciam-se em
cardiomidcitos, células de musculo liso e endoteliais (Bollini et al., 2010). No momento
do IM, a isquemia no miocardio desencadeia a liberacdo de citocinas, fatores de
crescimento e quimiocinas, o que promovem a mobilizacdo de células-tronco a partir de
outros nichos e o seu direcionamento para a regido danificada (Frangogiannis, 2008).
Esses efeitos a distancia garantem a sobrevivéncia dos cardiomidcitos danificados,
promovem diferenciacdo e proliferacdo de células-tronco, além de participarem na
criagdo de novos vasos sanguineos. Todos esses efeitos contrapbem-se ao
remodelamento adverso do miocardio e ao desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca
(Mirotsou, et al., 2011).
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Todavia, apesar dos efeitos imunomodulatérios intrinsecos exercerem papel
importante na regeneracdo do miocéardio, este tecido ainda ndo é capaz de “curar-se”
sozinho. Dessa forma, a terapia com CTMs derivadas da medula déssea atua como
coadjuvante no processo de regeneracdo do coracgdo e qualquer fator que potencialize as
fases de regeneragdo do miocardio sdo importantes. Apesar das pesquisas com células-
tronco ainda n&o responderem algumas questdes, tais como: a dosagem mais adequada
de células apos IM; a janela terapéutica apropriada; e o tipo de infusdo mais eficaz, o
estudo de Lavorato (2014) demonstrou que o tratamento com CTMs (dose Unica de
1x10°®, por administracdo intravenosa via veia caudal imediatamente apés IM), ap6s 12
semanas da aplicacdo, promoveu aumento na fracdo de ejecdo e de encurtamento e

reduziu a amplitude e o tempo para 50% do decaimento de [Ca®'];.

1.5 Efeitos do exercicio fisico ap6s infarto agudo do miocérdio

O exercicio fisico é considerado uma alternativa de intervencdo nao farmacologica
na prevencdo e tratamento de diferentes patologias, desde doencas crbnicas como
diabetes, dislipidemias e hipertenséo, entre outras, até mesmo em relacdo as alteracdes
patofisiol6gicas ocasionadas por um IM. Por exemplo, Pescatello e colaboradores
(2004) demonstraram que a realizacdo de atividade fisica possui uma correlacdo inversa
com o numero de mortalidade por doencas cardiacas. Resultados parecidos foram
encontrados por Jorge et al. (2011) onde o treinamento em esteira em ratos reduziu a
taxa de mortalidade, as disfuncGes cardiacas e periféricas, bem como preservou o
controle autonémico apés IM.

Dessa forma, varios trabalhos tém investigado as diferentes estratégias de
intervencdo com exercicio fisico para contrapor aos efeitos deletérios provocados pelo
remodelamento cardiaco pés-infarto. Todavia, a grande maioria dos estudos trata do
VE, dada a importancia do remodelamento ventricular apds IM e os efeitos benéficos do
exercicio fisico numa condicdo de isquemia cardiaca. Em contraste, pouca atengdo tem

sido dada as adaptacdes do VD nesta condicao de IM.

1.5.1 Efeitos do exercicio fisico no VE apds infarto agudo do miocardio

12



Os efeitos do exercicio fisico sobre o miocardio infartado vém sendo estudados ha
alguns anos. Assim, diferentes cargas, tipos de exercicio e diferentes tempos de inicio
do exercicio antes e apds o IM foram reportados. A maioria dos trabalhos aponta para
um efeito cardioprotetor do treinamento fisico ao miocardio infartado. Especula-se que
quanto mais rapido for iniciado o protocolo de exercicio, maiores sdo as chances de
atenuacdo dos efeitos deletérios do IM visto que o processo cicatricial ainda ndo esta
completo. Assim, essas alteracdes benéficas, na sua maioria, perpassam pela reducdo da
formacéo de cicatriz no coracdo bem como melhoras na contratilidade celular cardiaca e
do transiente de [Ca*?];.

Embora os efeitos do treinamento fisico sobre as disfuncGes cardiacas ocasionadas
por um IM sejam bem estudados (Kloner e Kloner, 1983; Wislof 2002; Gaudron et al.,
1994; de Waard et a., 2007; Wu et al., 2008; Xu et al., 2008; Bito et al., 2010; Bozi et
al, 2012; Kemi et al., 2011; Jorge et al., 2011; Kemi et al., 2012; Cosmo et al., 2012;
Ramos et al., 2013), poucos ainda sdo os estudos que investigaram os efeitos de um
programa de atividade fisica iniciado 24hs apés um IM (Hammerman et al., 1983; De
Waard et al., 2007; Wu et al., 2008; Bito et al., 2010; Ramos et al., 2013).

Gaudron e colaboradores (1994) utilizaram um protocolo de natacdo onde os ratos
nadavam 90 minutos/dia, 6 dias na semana, por 8 semanas. O treinamento foi iniciado
4 e 21 dias ap06s o IM em ratos Wistar. Foi demonstrado que o treinamento promoveu
agravamento da dilatacdo global do VE sem alteracdes na sua morfologia. O
treinamento agravou o remodelamento, deixando-o incompativel com a vida em 27%
dos ratos que iniciaram o treinamento 21 dias apds o IM e 48% dos que iniciaram 4 dias
apos esse evento cardiaco. Nesses ratos, a dilatacdo severa global do VE, a distor¢do do
corpo do VE, o afinamento da cicatriz e a reducdo do espessamento do septo foram
detectados.

Em outro estudo, Hammerman et al. (1983) realizaram um treinamento com
natacdo durante 7 dias, iniciado 24hs ap0s a oclusdo coronéria. A sessdo de treinamento
do primeiro dia durou 5 minutos e sua duragdo foi aumentada progressivamente de
modo que ao final do sétimo dia durou 45 minutos. Nas duas semanas seguintes os ratos
realizaram atividade regular, sem o treinamento na agua. Os autores encontraram
marcado afinamento da cicatriz oriunda do IM e sugeriram que parece existir um

periodo inicial de tempo no qual o exercicio fisico de natacdo pode promover aumento
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da tensdo ventricular, afinamento acentuado na cicatriz miocardica e distor¢éo na parede
infartada que foi seguido por uma deposi¢do de colageno e culminou numa alteracéo da
topografia do VE.

Por sua vez, Kloner e Kloner (1983) iniciaram o protocolo de treinamento em
natacdo 7 dias ap6s o IM em ratos. A sessdo de treinamento foi iniciada com 15 minutos
de duracdo e foi aumentada, progressivamente, 5 minutos por dia, até os animais
alcancarem 40 minutos de exercicio. Os autores encontraram um afinamento da cicatriz
do miocardio nos animais que realizaram exercicio. Assim, concluiram que o
treinamento nessa fase de recuperagdo apds o IM pode comprometer o funcionamento
do coracdo devido a reducdo do débito cardiaco, bem como devido a maior demanda de
oxigénio.

Em relacdo exercicio fisico regular de corrida sobre o IM, em nivel celular, Xu e
colaboradores (2008) investigaram os efeitos de um protocolo de treinamento em esteira
uma semana apés IM. Os animais se exercitaram por 8 semanas, 5 dias por semana,
inclinacdo de 5° sendo que a velocidade e duracdo da sessdo de treinamento foram
gradualmente aumentados até que fosse atingido 16 m/min, durante 50 minutos.
Observaram que o treinamento regular aumentou a relacdo de metaloproteinases da
matriz extracelular e inibidores teciduais das metaloproteinases da matriz extracelular,
reduzindo a expressdo da Ultima, o que atenua a expressdo da enzima conversora de
angiotensina e do receptor de angiotensina Il tipo 1. Isto resultou em menor formacéo
fibrosa preservando, assim, a fungdo miocardica.

No estudo de Wu e colaboradores (2008) procurou-se investigar em ratos 0s
efeitos de 3 dias de exercicio (corrida em esteira) a 17km/h, prévio ao infarto, e mais 3
dias de corrida em esteira a 12 m/min, 24 hs apés IM, sobre a propriedade da VEGF
(fator de crescimento do endotélio vascular). Os autores demonstraram que 0 exercicio
aumentou a expressdo da VEGF pré IM, bem como uma reducdo na érea do infarto,
juntamente com a formacao de novos capilares no miocéardio.

O estudo de Bozi e colaboradores (2013) utilizou um programa progressivo de
corrida em esteira (5 dias/semana, 60 min/dia, 18 m/min, 10° de inclinagdo por 8
semanas), previo ao IM, e encontrou uma reducdo dos efeitos deletérios do IM e no

tamanho deste com menor deposicdo de coldgeno, aumento na amplitude de contracao
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celular, e velocidade de contracdo-relaxamento em cardiomiécitos do VE de ratos
Wistar.

Bito e colaboradores (2010) constataram que a AF em roda voluntaria, logo apos
o IM, restaurou a contratilidade de cardiomidcitos do VE, bem como melhorou a
sensibilidade dos miofilamentos ao Ca®*, além de ter um efeito benéfico na homeostasia
desse ion durante a diastole. Em outro estudo com camundongos (De Waard et al.,
2007), foi aplicado um protocolo de treinamento fisico, com inicio 24 horas pds-infarto,
por 8 semanas em roda voluntaria. Os autores reportaram que o treinamento preveniu a
reducdo da capacidade de geracdo de forca dos cardiomidcitos, induzida pelo IM.
Ainda, melhorou a fragdo de encurtamento do VE e atenuou a congestdo pulmonar. O
exercicio reduziu também a concentragdo de Ca®* diastdlico, bem como aumentou a
sensibilidade dos miofilamentos ao Ca*".

Em trabalho prévio do Laboratério de Biologia do Exercicio do Departamento de
Educacdo Fisica da UFV (Ramos, 2013), foi mostrado que um treinamento de corrida
em esteira com intensidade de 65-75% por 7 semanas, iniciado 24 horas apds o IM, nédo
agravou o remodelamento cardiaco e atenuou modificacbes adversas resultantes do IM
em pardmetros hemodindmicos do VE reduzindo a dP/dtmin e a FC de repouso além de
aumentar a PSVE dos animais IM. Recentemente, em outro estudo do mesmo
laboratdrio (Lavorato, 2014) demonstrou-se que o treinamento fisico aerébio por 12
semanas, iniciado 24 horas apds o IM, reduziu o tempo para o0 pico de contracdo e o
tempo para 50% do relaxamento e aumentou a amplitude do transiente de [Ca®*];, assim
como a expressdo da SERCA 2a e da fosfolambam fosforilada na serina-16 no VE.

Portanto, os efeitos benéficos do treinamento fisico dependem tanto da carga de
exercicio (intensidade e duracdo) quanto do tempo de inicio ap6s o IM. Acredita-se que
quanto mais precoce for o inicio do protocolo de treinamento apds IM maiores serdo o0s

beneficios auxiliando na reducéo da formacdo fibrosa e funcéo cardiaca.
1.5.2 Efeitos do exercicio fisico no VD apds infarto do miocardio no VE

Comparado com o VE, sdo poucos os trabalhos que abordam o treinamento
fisico sistematizado e os seus efeitos sobre as propriedades mecéanicas, morfoldgicas,

celular e molecular do VD. A maior parte dos trabalhos analisa 0 VD através de
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imagens ecocardiograficas ou mesmo ressonancia magnética, logo apo6s a realizacdo de
um teste fisico, para verificagdo da funcionalidade dessa camara em individuos com 1M.

Neste sentido, Weiner e colaboradores (1983) caracterizaram as alteracdes
ocorridas no VD em 19 pacientes com doenca cardiaca cronica através de exercicio
realizado em cicloergdbmetro por 4 minutos. Os pacientes foram divididos em 2 grupos:
grupo 1, sendo composto por 9 pacientes nos quais a pressdo média no atrio direito ndo
aumentava mais que 7mmHg em exercicio. Os outros 10 se enquadravam no grupo 2,
nos quais a pressdo média do atrio direito aumentava acima 7mmHg em exercicio.
Foram reportados maior consumo de O, pds-exercicio no grupo 2 comparado ao 1.
Encontraram aumento da pressao pulmonar durante a diéstole e sistole no VD, aumento
da pressdao arterial pulmonar média, aumento da pressdo média nos capilares
pulmonares durante o exercicio e uma Otima correlacdo entre a média da pressdo atrio
direito e a média da pressao arterial pulmonar. Assim, concluiram que a relacdo pré
versus pos-carga é alterada durante as doencas cardiacas cronicas sendo que o exercicio
pode promover aumento da pressdo arterial pulmonar.

A disfuncdo no VD e a capacidade de exercicio apds IM foi avaliada em outro
estudo em humanos (Smarz et al., 2012). Para tal, foram realizadas analises por
ecocardiografia em pacientes que realizaram angioplastia coronéria e que possuiam ou
ndo disfuncdo no VD. Foi realizado um teste cardiopulmonar em esteira rolante uma
semana antes da intervencdo cirargica e apds o procedimento. Os pacientes com
disfungéo ventricular no lado direito do coragédo apresentaram reducgéo do percentual de
alteracdo da é&rea fracional do VD assim como diminui¢do da fun¢do do VD como
demonstrado através da excursao através do plano anular da valva tricaspide. Os autores
concluiram que essa disfuncdo pode ser ocasionada por distarbios na parede livre do
VD, necrose do septo interventricular ou adormecimento do miocéardio.

O estudo de Dell’ Italia e colaboradores (1987) testou a capacidade de exercicio
em bicicleta em pacientes ap6s IM no VD durante um periodo de 1 a 4 anos. Eles
demonstraram que o limiar anaerdbico correlaciona-se com o pico de FE no VD em
exercicio, mas ndo com a FE do VE.

Volkers e colaboradores (2013) investigaram a liberacdo de troponina T em
pacientes com hipertensdo arterial pulmonar (PAH) em resposta a uma atividade fisica

méaxima em 24 pacientes com PAH. Os niveis de troponina no VD foram avaliados
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antes e 30, 180 e 300 minutos ap6s o exercicio. Os autores encontraram niveis de
troponina significativamente aumentados no pacientes com PAH com o passar do tempo
pos-exercicio. Este trabalho fornece evidencias de que o0s niveis de troponina podem ser
utilizados como um biomarcador no VD para avaliagcBes dos riscos patofisioldgicas e
individuais em pacientes com PAH.

Outro estudo (Westhoff-Bleck et al., 2013) avaliou 48 pacientes apds realizagdo
de cirurgia de redirecionamento de fluxo sanguineo no VE seguindo um protocolo de
treinamento sistematizado por 24 semanas. Em relacdo aos efeitos encontrados no VD,
o treinamento melhorou a capacidade de exercicio bem como aumento do tempo de
tolerancia a este sem efeitos na capacidade funcional do VD, tanto em relacdo ao
volume quanto na funcéo ventricular.

No entanto, os efeitos do treinamento no VD ainda ndo estdo esclarecidos nos
poucos estudos que existem. A exemplo, alguns estudos demonstram melhoras na
capilarizacdo do tecido bem como melhora da funcdo (Anversa et al., 1987; Li et al.,
1986) sendo que outros ndo foram capazes de documentar alteracdes na contratilidade
do VD (Williams & Potter, 1976).

Em nivel celular, em um trabalho recente (Carneiro-Junior, et al., 2013) foi
comparado cardiomidcitos do VE e do VD de ratos Wistar normais. Foram verificadas
alteracdes benéficas de um protocolo de treinamento aerébico de 8 semanas no tempo
para 0 pico do transiente bem como no tempo para 50% de decaimento transiente de
[Ca?*]i no VE de animais sadios sem modificacdes no VD. No que tange a
contratilidade, foram verificados aumentos na fracdo de encurtamento, na velocidade
maxima de encurtamento bem como velocidade méxima de relaxamento celular
oriundos do exercicio somente no VE.

Portanto, em animais infartados, mais estudos sdo necessarios para um melhor

conhecimento do impacto do exercicio fisico aer6bio no VD destes animais.

1.5.3 Efeitos do exercicio fisico associado a terapia com CTs apds infarto do

miocardio

No que tange a utilizagcdo tanto do treinamento fisico como da terapia com

células-tronco no combate aos efeitos negativos do IM, estudos tem apontado os
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aspectos positivos dessa associa¢do terapéutica no tratamento desse evento cardiaco.
Lunde e colaboradores (2007) demonstrou que o grupo que recebeu terapia celular com
células tronco mononucleares da medula 6ssea melhoraram a capacidade de exercicio, 0
consumo de oxigénio e aumentou o pico da FC e no percentual da FC de reserva.

Contudo, o estudo de Straburzynska-Migaj et al. (2012) verificou que a
capacidade de exercicio, o perfil de risco de arritmias, bem como a funcdo pulmonar,
ndo sdo influenciados pela terapia com células-tronco da medula dssea. Neste estudo 45
pacientes foram divididos em grupos placebo e tratado com células-tronco, sendo que
essas eram aplicadas diretamente na artéria relacionada ao IM. Posteriormente 0s
sujeitos eram submetidos a um teste fisico cardiopulmonar. Através de anélises de ECG,
foi verificado que os pacientes com terapia celular ndo melhoraram a sua capacidade de
exercicio.

Outro estudo (Davies et al., 2010) investigou a influéncia do transplante de
células-tronco do corddo umbilical humano no desempenho do VD em modelo neonatal
de ovinos, apos esses sofrerem bandagem artério-pulmonar. A forma de aplicacdo das
CTs hematopoiéticas foi via intra-cardiaca e foram realizadas avalia¢bes da funcdo do
VD no inicio e um més apos a cirurgia. Foi constatado que o grupo que recebeu CTs
melhorou a funcdo diastélica em comparacdo ao seu grupo controle. Os autores
concluiram que o aumento da sobrecarga no VD, em resposta a cirurgia, e as células-
tronco do corddo umbilical melhoraram a funcéo do VD.

No estudo de Cosmo e colaboradores (2012), foi investigada a associa¢do de um
treinamento de natacdo (30 dias pds IM - 15 min, 3x / semana por 30 dias) com células-
tronco mononucleares em ratos Wistar com IM. Logo ap6s o IM foi ministrada uma
injecdo intramiocardica de células-tronco entre a regido do IM e 0 miocéardio integro. Os
autores concluiram que a associacdo do treinamento fisico com a terapia com células-
tronco foi eficaz contra as acOGes deletérias do remodelamento adverso no VE,
constatado através da maior FE e menor deposi¢do de colageno.

Em nivel celular, todavia, os efeitos do exercicio fisico associado a terapia com
ceélulas-tronco sobre o VD de animais com IM experimental ndo sdo conhecidos.
Recentemente, o estudo de Lavorato (2014) demonstrou que a associacdo do

treinamento fisico aerdbio, iniciado 24 horas ap6s o IM e com duracdo de 12 semanas,
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com a terapia com CTMs reduziu o tempo para 0 pico de contracdo e aumentou a

amplitude de [Ca?'];, bem como a expressdo de FLBser16 em midcitos isolados do VE.
Portanto, € evidente a lacuna no conhecimento em relacdo aos efeitos do

exercicio fisico aerobio associado a terapia com células-tronco sobre no VD, ap6s um

IM no VE, bem como os efeitos em nivel celular no VVD.
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2 OBJETIVO

Verificar a influéncia do treinamento fisico aerdbio associado a terapia com células-
tronco mesenquimais na morfologia e funcdo do VD de ratos com infarto induzido no
VE.

2.2 Objetivos Especificos:

Verificar os efeitos do treinamento fisico aer6bio com duragdo de 12 semanas,
iniciado 24 horas apds infarto, associado a terapia com CTMs sobre:
v" Funcéo do VD;
v Morfologia estrutural do VD;
v Morfologia dos cardiomidcitos do VD: comprimento (C), largura (L), volume e
razdo C/L;

v’ Contratilidade celular e o transiente intracelular global de Ca** do VD.
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3 HIPOTESE

Diante dos beneficios promovidos pelo treinamento fisico aerébio e pelo
transplante de CTMs na condicdo de IM, a hipdtese do presente estudo foi que a
associacao dos tratamentos potencializa os efeitos na morfologia, na fung¢éo do VD, na
contratilidade celular e no transiente intracelular global de Ca** de cardiomidcitos

isolados do VD de ratos com infarto induzido no VE.

21



4 METODOLOGIA

4.1 Animais e desenho experimental

Foram utilizados 96 ratos (Rattus novergicus) da linhagem Wistar, com cerca de
30 dias de idade e peso corporal de 146 g + 10g. Os animais foram obtidos no Biotério
Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal de
Vigosa.

Os animais foram alojados em caixas de polietileno em grupos de 5 animais por
caixa, com livre acesso a racdo comercial e agua. O ambiente foi mantido com
temperatura média de 22°C e regime de luminosidade de 12/12 horas escuro/claro. O
peso corporal foi obtido no inicio e ao final do experimento utilizando-se balanca
eletronica digital (AS5500C, Marte Balangas e Equipamentos, SP, Brasil).

Apos aclimatagdo de sete dias, os animais foram, aleatoriamente, distribuidos em 6

grupos experimentais a seguir:

» Sedentéario Sham (SED SHAM, n = 16): animais submetidos a cirurgia simulada
e ndo submetidos ao programa de corrida em esteira;

» Exercitado Sham (EX SHAM, n = 16): animais submetidos a cirurgia simulada e
submetidos ao programa de corrida em esteira por 12 semanas;

» Sedentério Infartado (SED IM, n = 16): animais submetidos a ligadura da artéria
coronéria anterior descendente esquerda (ACADE) (infarto) e ndo submetidos ao
programa de corrida em esteira;

» Exercitado Infartado (EX IM, n = 16): animais submetidos a ligadura da
ACADE (IM) e ao programa de corrida em esteira por 12 semanas.

» Sedentario Infartado com terapia com células-tronco (SED IM CT, n = 16):
animais submetidos a ligadura da ACADE (IM) com posterior terapia com
CTMs e ndo submetidos ao programa de corrida em esteira;

» Exercitado Infartado com terapia com células-tronco (EX IM CT, n = 16):
animais submetidos a ligadura da ACADE (IM) com posterior terapia com
CTMs e submetidos ao programa de corrida em esteira por 12 semanas.

O presente trabalho foi conduzido com base nos procedimentos éticos

relacionados ao uso e cuidado com animais de laboratorio de acordo com os Principios
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Eticos na Experimentacdo Animal, elaborados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério (SBCAL). Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica
para Uso de Animais (CEUA) da (Universidade Federal de Vigosa sob o protocolo n°
(05/2013).

O desenho experimental do estudo pode ser visualizado na figura 1 abaixo.

IM, CIRURGIASHAM E CTMs

INiC10 DO TREINAMENTO

[ [T L LL
F F = =
| | ] |
l l l l 3 sem. | I
v J L J
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6 dias LYJ 1sem

24hs \ )
Y 2dias

—| PERioDO DE ADAPTAGRO AESTERA |
—L-|' ECO, EUTANASIA EDEMAIS ANALISES |

1 | TTFFINAL

4 sem. 4 sem.

2dias 12 sem.

Figura 1: Figura representativa do desenho experimental do presente estudo: essa linha
temporal representa os procedimentos aos quais um animal foi submetido até a
eutanasia. TTF: Teste do tempo total de exercicio até a fadiga; ECO: Ecocardiografia;

IM: Infarto agudo do miocérdio; CTMs: Células-tronco mesenquimais.

4.2 Inducéo do Infarto

4.2.1 Anestesia

No pré-operatério imediato, foi administrada intraperitonealmente (IP)
antibioticoterapia (enrofloxacina 10 mg/kg) em dose Unica. Os animais foram
anestesiados em camara de indugdo com isoflurano 3% e oxigénio 100% em fluxo
constante de 1 mL/minuto. Posteriormente, foram posicionados em decubito dorsal para
proceder-se a intubacdo endotraqueal. A frequéncia de 20 movimentos
respiratorios/minuto e a auséncia de tdnus mandibular serviram de parametros para

determinar o momento ideal da intubacdo, por meio de um sistema para pequenos
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animais composto de fibra dtica (BioLite, BioTex, Houston, TX) e um cateter
intravenoso de 16 a 18 gauges e 2,54 cm de comprimento adaptado como sonda.

Na sequéncia, os animais foram submetidos a ventilagdo por pressdo positiva
intermitente (Inspira Advanced Safety Single Animal Pressure/VVolume Controlled
Ventilators, Harvard Apparatus, Massachusetts) e a frequéncia respiratoria estabelecida
entre 50 e 60 movimentos/minuto, com pressdo inspiratoria entre 16 e 18 cm H20 e
relacdo inspiracdo/expiracao de 1:1. A anestesia foi mantida com isofluorano diluido em

oxigénio 100%, com concentracdo ajustada para manter o plano anestésico adequado.

4.2.2 Esternotomia e infarto do miocardio

Os animais foram mantidos em decubito dorsal com os quatro membros
imobilizados sobre uma caixa de polietileno, seguido de ampla tricotomia da regido
torécica e antissepsia com povidine topico. O acesso a cavidade torécica deu-se
mediante esternotomia mediana de aproximadamente 2 cm de extensdo, mantendo-se
intactos 0 manubrio e o xifoide. Em seguida, afastou-se gentilmente os pulmdes com o
auxilio de um cotonete umedecido para facilitar a visualizacdo, e o pericardio foi entdo
seccionado expondo o coracdo. A identificacdo do local para realizagdo da ligadura da
ACADE foi feita tendo como referéncia o apéndice atrial esquerdo. A ligadura foi feita
a uma distancia de aproximadamente 2 mm do apéndice atrial esquerdo, com fio
monofilamentar 6-0. O ponto foi profundo o suficiente para assegurar que a ACADE
fosse blogueada, sendo que o empalidecimento da regido inferior do coragdo serviu
como referéncia para confirmar a ligadura. O eletrocardiograma (ECG), na derivacédo
DIl (PowerLab device, ML865, ADInstruments, Sdo Paulo) foi realizado para
documentar as alteracdes eletrofisiologicas decorrentes da ligadura da ACADE em dois
momentos: basal e imediatamente apds o IM.

A cavidade torécica foi fechada por duas camadas de suturas de nailon 4-0 em
niveis muscular e cutdneo. Antes de completar a Gltima sutura do térax, uma pressao
positiva ao final da expiracdo foi exercida e mantida por aproximadamente 2 segundos
com a finalidade de expandir os pulmdes ao maximo e restabelecer a pressao negativa

toréacica. No transoperatério, a temperatura corporal foi mantida em 37,5°C, por meio da
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transferéncia de calor oriundo de bolsas de 4gua aquecidas e colocadas dentro da caixa
usada para contencéo.

4.2.3 Cuidados pds-operatorios

Os cotonetes que foram utilizados para secar eventuais sangramentos foram
pesados para analise da perda volémica por hemorragia no procedimento cirurgico,
subtraiu-se 0 peso do cotonete encharcado com sangue do peso do cotonete seco. Um
cotonete encharcado com sangue pesou 0,227 mg. Um mililitro de sangue equivale a
aproximadamente 1,06 gramas (http://en.wikipedia.org/wiki/Blood_alcohol_content).
Portanto, 0,227 mg foi equivalente a 0,240 mL de sangue. A reposicao volémica foi
instituida com solucdo de cloreto de sédio 0,9% (Isofarma, CE, Brasil) e o volume
reposto foi igual ao volume de sangue perdido, administrado IP ao final da cirurgia.

Os animais foram continuamente monitorados com ECG no transoperatério. O
infarto do miocéardio foi considerado bem sucedido apds identificacdo da elevacao do
segmento ST. O tubo orotraqueal foi removido ap6s a estabilizacdo da respiracédo
espontanea e antes do animal ganhar consciéncia. A recuperagdo da anestesia
transcorreu com 0s animais em uma caixa de madeira customizada com temperatura
controlada por termostato, entre 37,5°C e 39°C. Depois, foram colocados em caixas
individuais onde receberam racdo e agua ad libitum.

Analgesia com tramadol (Fort Dodge, Campinas), na dose de 4 mg/kg, foi
administrada por via IP imediatamente ap0s a cirurgia e em intervalos de seis horas,
durante as 24 horas subsequentes. Atropina (Sintofarma, SP, Brasil) na dose de 1 mg/kg
foi administrada por via subcutdnea quando 0s animais apresentaram evidencia de
secrecdo pulmonar na recuperagao.

A cirurgia simulada (SHAM) consistiu do mesmo procedimento cirdrgico,
porém sem a ligadura da ACADE. As cirurgias cardiacas, bem como as avalia¢es
eletrocardiogréaficas e da fungdo cardiaca, foram realizadas no Hospital Veterinario da

Universidade Federal de Vigosa.

4.3 Cultivo das CTMs, marca¢cao com QTRACKER e infusdo
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4.3.1 Coleta e cultivo das CTMs

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar (n = 5) e estes foram submetidos a
eutanasia por sobredosagem anestésica (camara anestésica contendo isoflurano). Foi
realizada tricotomia do abdémen e membros e imersdo dos animais em alcool 70%, em
seguida foram transferidos para capela de fluxo vertical.

Apos a desarticulacdo e remocdo dos fémures de forma asséptica, as epifeses
distais foram seccionadas, sendo o canal medular lavado com meio de crescimento
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium baixa glicose (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO/EUA) acrescido de 20% de soro fetal bovino (Gibco), 50 mg/L de gentamicina
(Sigma), 100000 U/L de penicilina G potassica (Sigma) e 1,5 mg/L de anfotericina B
(Sigma); com auxilio de uma seringa de 10 mL e agulha de 25 G.

O material obtido foi centrifugado a 1500 rpm  durante 10 minutos,
desprezando-se 0 sobrenadante. O precipitado contendo a fracdo celular foi
ressuspendido em meio DMEM completo e plaqueado na concentracdo de 5x10°
células/mL em frascos de cultura celular de 75 mm? (Sarstedt, Numbrecht, Alemanha),
mantidos em estufa a 37°C com 5% de CO,.

As culturas foram monitoradas diariamente com auxilio de microscopio
invertido, e 0 meio de cultura foi trocado a cada trés ou quatro dias, de acordo com a
necessidade. Quando as células atingiram em torno de 80-90% de confluéncia, realizou-
se 0 desprendimento do frasco de cultura por digestdo enzimatica com solucdo de 0,25%
tripsina/EDTA (Sigma) e novo plaqueamento, permitindo a purificacdo, o cultivo e a
expansdo da populacao.

As células foram mantidas em cultura com repiques sucessivos no maximo até a
quinta passagem, a fim de evitar a senescéncia proliferativa, quando, entdo, as células
foram utilizadas (ZUK et al., 2002).

4.3.2 Caracterizacdo das CTMs

Células na quarta passagem foram submetidas aos testes de diferenciagéo
osteogénica e adipogénica. As células foram desprendidas das garrafas T-75cm? com
tripsina-EDTA e plaqueadas em placas de 6 wells (TPP - Zollstrasse, Trasadingen,
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Suica) na concentracdo de 1 x 10* células/well. Para diferenciacdo osteogénica o meio
DMEM com 10% de SFB foi enriquecido com 10® mol/mL de dexametasona (Sigma),
5ug/mL de acido ascorbico 2-fosfato (Sigma) e 10mmol/L de B-glicerofosfato (Sigma).

Para a diferenciacdo adipogénica o0 meio DMEM sem SFB foi enriquecido com
10® mol/mL de dexametasona (Sigma), 10®M de insulina recombinante humana,
200uM de indometacina cristalina e 500uM de isobutil-metilxantina. Os meios de
diferenciacéo foram trocados a cada 3 dias por 28 dias. Apos esse tempo, amostras das
células foram fixadas por 1 hora em paraformaldeido a 4% e coradas pela técnica de
Von Kossa + HE para deteccdo de depdsitos de calcio na matriz e Oil Red O para a
deteccdo de vesiculas de lipideos intracelulares. Para cada teste de diferenciacdo foi
cultivado um grupo controle das células em meio DMEM com 10%SFB. Os testes de
diferenciacdo foram realizados em triplicata.

As células foram também caracterizadas por citometria de fluxo através da
andlise de expressao de moléculas de superficie celular: CD 73, CD 54, CD 90 e CD 45
(ZUK et al., 2002).

As células, na concentragdo de 1x10°, foram incubadas individualmente com os
anticorpos primérios (anti-CD45 clone 69 mouse — BD Bioscience, San Jose, California,
EUA,; anti-CD90 clone Ox-7 mouse — AbCam, Cambridge, Massachusetts, EUA; anti-
CD73 clone 5 F/B9 mouse — AbCam; e anti-CD54 clone 1A29 mouse — AbCam), por
30 minutos a 4°C, lavadas com PBS e incubadas com o anticorpo secundario conjugado
com fluorocromo Alexa 488.

As amostras foram analisadas usando citometro de fluxo FACScan e software
CellQuest®, obtendo-se 30000 eventos por amostra testada.

A figura 2 demonstra a andlise da citometria de fluxo para identificacdo das
CMTs. Nessa perspectiva, as CTMs da quarta passagem foram submetidas a
imunofenotipagem com os anticorpos anti-CD34, anti-CD45, anti-CD54, anti-CD90 e
anti-HLA-DR (complexo de histocompatibilidade de classe IlI) e demonstraram
expressao negativa para os marcadores de superficie CD34 (3,47%), CD45 (6,11%) e
para HLA-DR (95,5%) e positiva para os marcadores CD54 (95,8%), e CD90 (99,0%)

conforme ilustra a figura abaixo.
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Figura 2: Avaliacdo da frequéncia de CD 34, CD 45, CD 90 e CD 54 por citometria de
fluxo em células tronco mesenquimais oriundas da medula 6ssea de ratos Wistar. A
intensidade de fluorescéncia de cada marcador de superficie nas CTM indiferenciadas
(gréficos brancos ou abertos) esta comparada com os isotipos controle (grafico preto). O
eixo X representa a escala de fluorescéncia, sendo positivo quando as células
ultrapassam 10, O eixo Y indica 0 nimero de células avaliadas durante o evento. A)
Gréafico de pontos demonstrando a populacdo celular selecionada para o estudo (R1),
que representou 43% de homogeneidade. As amostras da cultura revelaram expressdo
negativa para 96,53% de CD34 (B) e 93,89% de CD45 (C) e expressdo positiva para
99,0% de CD90 (D) e 95,8% de CD 54 (E).

Para serem consideradas CTMs, o tipo celular deve: primeiramente serem
isoladas a partir de um nicho de células mononucleares com base na sua aderéncia
apresentando morfologia fibroblastdide e aderéncia a placa de cultura como descrito por
Pittenger et al. (1999). O segundo ponto é que as expressdes de CD13, CD29, CD54,
CD73, CD90, CD106 estejam presentes, e que CD34, CD45, CD14, CD11b, CD79, ou
CD19 e HLA-DR ndo sejam expressos em mais de 95% das células em cultura. Em
terceiro e mais importante, € a capacidade de diferenciagdo in vitro em linhagens
mesodermal: osso, cartilagem e tecido adiposo (Morrison et al., 1997; Nardi e
Meirelles, 2006). A citometria de fluxo demonstrou expressdo positiva dos marcadores

celulares de superficie CD54 e CD90 e expressdo negativa dos marcadores CD34 e
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CD45. Em conjunto, todos os critérios para classificacdo de CTMs foram obtidos,
comprovando assim que as células transplantadas foram mesmo CTMs.

4.3.3 Marcacao e transplante das CTMs

Doze (12) horas antes do transplante, células da sexta passagem foram incubadas
por 60 minutos, a 37°C, com marcador nanofluorescente Qtracker Cell Labeling 655®
(Invitrogem, California, EUA), segundo recomendacbes do fabricante. As células
marcadas foram tripsinizadas e centrifugadas a 22°C por 5 minutos em 1500 rpm para a
obtencdo do pellet celular. O pellet foi ressuspendido em PBS e aliquotas de 1x10°
células foram preparadas em 1,0mL de PBS e armazenadas em caixa de isolamento
térmico até o momento da aplicacao intravenosa. Uma dose foi preparada para avaliagcdo
a fresco em microscépio de fluorescéncia para comprovar a eficacia da nanomarcacao.

Com auxilio de cateter intravenoso 24G que foi inserido na veia lateral da
cauda, a suspensdo de 1,0 x 10°células/mL foi injetada numa janela terapéutica de 72
horas apos o IM.

Em relagéo aos animais utilizados para a marcagdo com Q-tracker e verificacdo
da presenca das células no tecido alvo, CTMs derivadas da medula dssea foram isoladas
do fémur de ratos Wistar com 4 semanas de idade de quarta passagem foram marcadas
com Q-tracker durante 45 minutos. Aliquotas celulares de 1 ml contendo 1x10° células,
foram injetadas via veia lateral da cauda imediatamente ap6s o IM. Os animais foram
submetidos a eutanasia 18h ap6s o infarto e fragmentos do coracdo, baco e pulméo
foram coletados com o objetivo de rastrear o destino das CTM transplantadas. As
amostras foram fixadas em formalina de Carlson por 24 horas. Transcorrido esse
periodo, o material foi desidratado, diafanizado e incluido em parafina. Foram feitas
secgoes transversais, de 5 pum de espessura, com intervalo de 50 um entre elas. Foram
acondicionados 6 cortes em cada lamina histoldgica, 8 laminas por animal. As laminas
foram montadas com meio de montagem contendo DAPI (4°,6-dIMidino-2-
phenylindole, Invitrogem, CA, USA). A imunofluorescéncia do Q-tracker 655® foi
avaliada utilizando o filtro de excitacdo WG e para evidenciacdo do nucleo foi utilizado
o filtro WU em microscopio de fluorescéncia (Olympus BX-60®, Tokyo, Japan). Foram

capturadas cinco imagens por sec¢ao.
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As células previamente marcadas incorporaram o marcador, evidenciado pela
alta fluorescéncia dos nanocristais citoplasmaticos em vermelho, com filtro de excitagéo
WG. As células marcadas foram encontradas nos pulmdes dos animais 18 horas apds o
transplante. N&o foram encontradas células Q-tracker positivas no coragdo nesse
momento.

No presente estudo, as analises com o marcador Q-Tracker nas CTMs sugerem
que esse tipo celular ndo foi encontrado no tecido do miocardio, e sim no pulmao, talvez
devido ao método de infusdo adotado (infusdo intravenosa via artéria caudal). Nessa
perspectiva, alguns trabalhos investigaram se as CTs realmente alcancariam o 6rgéo
alvo através de uma administragdo intravenosa e concluiram que o pulmdo é uma
barreira as células tronco, que acaba retendo a grande maioria dessas devido ao tamanho
das células mesenquimais e a dificuldade de passar pelos capilares pulmonares
(Schrepfer et al., 2007; Fischer et al., 2009). Nessa perspectiva, acredita-se que 0
pulmao tenha sido o 6rgdo responsavel por reter as células tronco e impedir a chegada

destas ao miocardio nos animais que sofreram o IM.
4.4 Protocolo de treinamento fisico
4.4.1 Adaptacdo a esteira

Todos os ratos foram submetidos a um periodo de adaptacdo a esteira e ao
protocolo de corrida caminhando diariamente a velocidade de 5 m/min, 5 min/dia e 0°
de inclinacdo, durante 4 dias, sendo que no 5° dia 0s animais descansaram para o teste
do tempo total de exercicio até a fadiga (TTF) a ser realizado no 6° dia.
4.4.2 Exercicio fisico apds o infarto do miocardio

Vinte e quatro horas apos indugdo do IM ou cirurgia simulada e infusdo das
CTMs, os animais dos grupos EX SHAM, EX IM e EX IM CT iniciaram o0 exercicio

fisico. Em esteira rolante, com 0° de inclinacdo, os animais exercitaram na primeira

semana durante 20 min/dia, a velocidade de 7-10m/min, durante 4 dias consecutivos
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(segunda a quinta). No 5° dia os animais ficaram em repouso e no 6° dia foram
submetidos ao teste do tempo de exercicio total até a fadiga (TTF) inicial.

4.4.3 Avaliacdo da tolerancia ao esforco fisico

A toleréncia ao esforco fisico em todos os animais foi estimada por meio da
capacidade maxima de esforco fisico, avaliada em teste de exercicio progressivo com
protocolo escalonado antes e ap0s o 1M, a cirurgia simulada e a terapia com CTMs. A
capacidade maxima de esforco foi quantificada pelo tempo total do teste até a fadiga em
minutos (TTF, min). O teste foi realizado em uma esteira rolante elétrica (Insight
Instrumentos — Ribeirdo Preto, SP, Brasil). Os animais iniciaram a corrida a velocidade
de 5 m/min, 0° de inclinacdo, sendo que a velocidade da esteira foi aumentada em 3
m/min a cada 3 minutos até a fadiga (adaptado de Lacerda, 2006). A fadiga foi
determinada quando o animal se recusava a continuar mesmo apos estimulagdo manual,
ou quando o animal se mostrava incapaz de manter o ritmo na esteira (Trueblood et al.,
2005). A velocidade maxima de corrida (V) obtida neste teste foi utilizada para calcular
a intensidade de corrida adotada no programa de treinamento (%VMC, m/min). A
capacidade maxima de esforco fisico foi avaliada 2 dias antes, 7 dias ap6s o IM e a cada
4 semanas de treinamento fisico para ajuste da velocidade de corrida dos animais, assim

como ao final da décima segunda semana de treinamento fisico.

4.4.4 Programa de treinamento fisico

O programa de treinamento (Tabela 1) foi realizado em esteira rolante elétrica
(Insight Instrumentos — Ribeirdo Preto, SP, Brasil), a 0° de inclina¢do, 5 dias por
semana (segunda a sexta-feira), 60 minutos por dia, durante 12 semanas. A duracdo da
sessdo de treinamento teve aumento progressivo até atingir os 60 minutos de
treinamento no come¢o da segunda semana. A velocidade também teve aumento
progressivo de modo que permanecesse em 60% da velocidade maxima de corrida
(VMC). Esta intensidade foi reajustada a cada 4 semanas como j& mencionado no item
3.4.4 (tabela 1) (adaptado de Hochman & Healy, 1986).
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Os animais dos grupos néo treinados em esteira rolante (SED SHAM, SED IM e
SED IM CT) foram igualmente manuseados e colocados na esteira rolante 3
dias/semana, 10 min/dia, 0° de inclinacdo, a velocidade de 5 m/min. Quarenta e oito
horas apds o Gltimo teste de tolerancia ao esforco (TTF final), no final da 12* semana de
treinamento, os animais foram submetidos & avaliacdo ecocardiogréfica (item 3.5). O
programa de treinamento foi realizado no Laboratorio de Biologia do Exercicio do

Departamento de Educacdo Fisica da Universidade Federal de Vicosa.

Tabela 1: Protocolo de treinamento

Semanas Duracéo Intensidade

Primeira Semana: Adaptagao a esteira 10° 5 m/min

Teste do Tempo Total de Exercicio até a Fadiga

Segunda Semana: Adaptacao ao
Treinamento
Dial 20°
Dia 2 30° 50%
Dia 3 40°
Dia 4 50°
Dia5 Descanso

Teste do Tempo Total de Exercicio até a Fadiga

Terceira Semana: Protocolo de
treinamento 60’ 50-60%
Quarta Semana: Protocolo de 60’ 55-60%

treinamento

Teste do Tempo Total de Exercicio até a Fadiga

Quinta a oitava semana: Protocolo de
_ 60’ 55-60%
treinamento

Teste do Tempo Total de Exercicio até a Fadiga
Oitava a décima segunda semana:

) 60’ 60%
Protocolo de treinamento
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Teste do Tempo Total de Exercicio até a Fadiga

4.5 Avaliacdo ECO-dopplercardiogréafica (ECO)

4.5.1 Anestesia

Os animais foram anestesiados em camara de indugdo com isoflurano 3% e
oxigénio 100% em fluxo constante de 1 mL/minuto. Posteriormente, foram
posicionados em decUbito dorsal sobre uma caixa de polietileno para proceder-se o
exame. Sob a caixa de polietileno foram colocadas bolsas aquecidas a de 37° para
manutencdo da temperatura corporal dos animais. O controle da temperatura corporal
foi realizado constantemente para que esse parametro nao afetasse a frequéncia cardiaca
e 0s parametros hemodinamicos.

A anestesia foi mantida com isofluorano diluido em oxigénio 100%, com
concentracdo ajustada para manter um plano anestésico ideal para apenas imobilizar o

animal.

4.5.2 Eco-Doppler cardiografia

As imagens para o estudo de ECO-Doppler cardiografia foram adquiridas de
forma transtoracicas bi-dimensionais (2D) (frame rate de 60 a 120 fps), modo-M e
Doppler espectral usando um sistema de ultrassom (MyLab"™30 — Esaote, Genova,
Itdlia) e um transdutor de 11,0 MHz de frequéncia nominal e de acordo com as
diretrizes da Sociedade Americana de Ecocardiografia. A coleta dos dados ocorreu no
final do periodo experimental e durante a fase de coleta foi mantida a respiracdo
espontanea dos animais.

Apbs armazenamento dos dados, procederam-se as analises das imagens de
forma aleatéria e com o observador cego quanto aos grupos experimentais. As imagens
em modo-M e Doppler espectral foram gravadas com velocidade de varredura de
aproximadamente 200 mm/s e ajustadas de acordo com a frequéncia cardiaca. Cada
parametro foi analisado usando 5 ciclos cardiacos utilizando-se as melhores imagens
obtidas.
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A morfologia do VD foi avaliada tanto pelo espessamento da parede livre
(RVFT) em sistdle e em diastole quanto pelo didmetro do VD também em sistole como
em diastole (RVD). O RVFT foi avaliado a partir da imagem obtida do eixo curto
paraesternal logo abaixo da valva tricuspide ou do eixo longo paraesternal em modo-M
(dependendo da qualidade da imagem). O RVD foi mensurado a partir da distancia
méaxima da parede livre do VD até o septo na vista apical das 4 camaras (Mercer-Rosa
etal., 2013).

A avaliacdo da funcdo do VD foi baseada no encurtamento da base-para-apice
durante a sistole, mensurada a partir da excursdo sistélica no plano anular da valva
tricaspide (TAPSE) na porc¢do lateral do plano anular da tricispide. O anulo lateral da
valva tricispide, a distancia diastolica final e a distancia sistélica final foram
identificados e mensurados até um determinado ponto da tela o qual era sempre o
mesmo tanto para a sistole quanto para a diastole. O sinal de ECG foi utilizado para
padronizar as mensuracOes e assegurar que todas foram obtidas durante 0 mesmo
periodo do ciclo cardiaco. Portanto, a distancia que o anulo desloca-se verticalmente
deve ser a mesma independente se 0 ponto mensurado é o apice do coragcdo ou o apice

do setor (imagem) (Mercer-Rosa et al., 2013).

4.6 Peso do coracdo e dos ventriculos

Oito animais de cada grupo experimental foram utilizados para avaliacdo de
cardiomidcitos isolados. Estes animais foram submetidos & eutanasia por decaptacdo
(quilhotina EB 271, Insight, Sdo Paulo, Brasil), tiveram o coracdo removido e lavado
em solugdo contendo 750 uM de CaCl, para retirar o excesso de sangue, sendo pesado
em balanca de precisdo (Gehaka — Brasil, modelo AG 200). Durante o processo de
isolamento (item 3.7), ap6s a perfusdo das solucBes de isolamento, os ventriculos
(direito e esquerdo) foram separados dos atrios e pesados, juntamente com o septo
interventricular. Os indices de hipertrofia cardiaca e ventricular foram calculados pelas
razdes dos pesos do coracédo e dos ventriculos, respectivamente, pela massa corporal dos

animais.

4.7 Avaliacdo histologica para medida do tamanho do infarto
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Oito animais de cada grupo experimental foram utilizados para a avaliagéo
histolégica. Os animais foram sacrificados por aprofundamento anestésico e 0s corages
foram perfundidos com solucdo de KCI 14 mM, removidos e processados para
avaliacdo histoldgica (medida do tamanho do infarto). Apos esse procedimento, 0s
atrios foram separados e os ventriculos foram cortados transversalmente em 3 secces e
0 anel mediano (aproximadamente 3mm) foi fixado em formalina de Carson 10% (por
48 horas), desidratados em bateria crescente de alcool, incluidos em parafina e
submetidos ao tratamento histologico convencional. Cortes de 5 um de espessura foram
seccionados, com intervalo de 50 um, utilizando um micrétomo rotativo (Reichert-Jung
2045 Multicut, Alemanha). Foram montadas duas |&minas histoldgicas por animal,
contendo 6 cortes em cada.

As laminas foram coradas por picro sirius red e utilizadas para analise do
tamanho do infarto. Utilizou-se um scanner (HP deskjet F380, EUA) para obtencdo das
imagens com aumento de 600dpi. As circunferéncias do endocérdio e epicardio do
tecido infartado e do VE foram determinadas com o auxilio de um software de analise
de imagens (Image-Pro Plus 4.5; Media Cybernetics; Silver Spring, USA). Utilizou-se a
ferramenta “create trace feature” para determinar os seguintes parametros:
circunferéncia da cicatriz endocardica (CCEN); circunferéncia da cicatriz epicardica
(CCEP); circunferéncia endocéardica do VE (CENVE); circunferéncia epicardica do VE
(CEPVE). O tamanho do infarto foi expresso como percentual e calculado usando-se a
férmula de Mulder et al, (2002): (CCEN + CCEP/CENVE + CEPVE) x 100.

O tamanho do infarto foi calculado como a média total de 20 imagens por grupo

experimental infartado.

4.8 Conteudo de 4gua nos pulmdoes

Para determinar se os ratos com IM desenvolveram insuficiéncia cardiaca
congestiva (ICC), foi avaliado o teor de agua no pulméo. O contetdo hidrico dos 6rgaos
foi obtido a partir dos seus pesos umidos e secos. O peso umido foi obtido em balanca
de alta precisdo, logo apos a remocgdo do orgdo da cavidade toracica e dissecacdo dos
tecidos anexos. Esses pulmdes foram identificados, levados para uma estufa (MAO035,

Marconi Equipamentos, SP, Brasil) para desidratacdo a 80°C por 12 horas e novamente
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pesados (conforme Yeginsu, 2010). Obtidos os pesos secos do pulmao, o teor de agua
(%H,0) foi definido pela equagdo: % H,O= (P Umido — P seco)/ P umido x 100,

conforme descrito por Portes e Tucci (2006).

4.9 Contratilidade celular

4.9.1 Isolamento dos cardiomiocitos

Apos a eutandsia, as cartilagens costocondrais foram abertas em ambos os lados
e o esterno rebatido para cima. Apds a exposicdo da cavidade toracica, a veia cava
inferior e superior, as artérias aorta e pulmonar, a traquéia, o eso6fago e parte dos
pulmdes foram seccionados sucessivamente até a remocdo em bloco do coragdo. Logo
apos a remocdo, o coracdo foi colocado em um béquer contendo uma solucgéo nutridora
(solucdo A, item 4.9.2). ApGs estes procedimentos, o coracao foi transferido para uma
placa de vidro, 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 ago inoxidavel modificada (canula), e acoplada a
uma seringa de 1 mL que foi fixada a um sistema de Langendorff caseiro (37°C), com
controle manual da perfusdo por gravidade usando-se uma torneira.

Para o isolamento dos cardiomiocitos, o coracdo foi perfundido com uma
solucgéo de isolamento, contendo 750 uM de CaCl, (solugéo A, item 4.9.2), em um fluxo
constante, até que os vasos coronarios estivessem limpos de sangue. Em seguida,
trocou-se a perfusdo para uma solucdo livre de calcio, contendo 0,1 mM de EGTA
(solucdo B, item 4.9.2), durante 6 min, para destruicdo das bandas escalariformes entre
os cardiomidcitos. Em seguida, o coracao foi perfundido com uma solu¢do contendo 30
mg.mL de colagenase tipo 2 e 3 mg.mL de protease e 100 uM de CaCl2 (solucéo C,
item 4.9), durante 20 min, para a destruicdo das fibras colagenas extracelulares. Todas
as solugdes utilizadas no procedimento de isolamento foram oxigenadas (O, 100%) e
mantidas a 37°C. Ao final da perfusdo os ventriculos foram separados dos atrios e
pesados. O ventriculo direito foi removido e cortado em pequenos fragmentos. Logo
apos, os fragmentos foram colocados em frascos contendo 5 ml da solugdo enzimaética
(solugéo D item 4.9.2).
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Os frascos foram agitados moderadamente durante 5 min, em “banho-maria” a
37°C, sendo o tecido cardiaco oxigenado (O, 100%). A seguir, o contetdo dos frascos
foi filtrado e centrifugado (3000 rpm) por 30s. O sobrenadante foi removido e as células
foram suspendidas na solugdo 750 uM de CaCl2 (solugdo A item 4.9.2). Em seguida, as
células foram armazenadas em placas de petri a 5°C, até serem utilizadas. Durante o0s
experimentos com cardiomidcitos isolados, somente as células tolerantes a0 Ca”,
quiescentes e apresentando formato e estrias transversais bem definidas foram utilizadas

e os registros foram sempre feitos entre uma e seis horas apds o isolamento.
4.9.2 Solugdes de isolamento

As solucdes utilizadas para o isolamento dos cardiomidcitos ventriculares foram
feitas usando-se uma solucdo basica com &gua deionizada ultrapura (milli-Q) e a
seguinte composic¢do (em mM): NaCl (130) — 7,6 g/L; MgClI2 (1,43) — 0,28 g/L; KCI
(5,4) - 0,4 g/L; (HEPES) (5) — 0,062 g/L; glicose (10) — 1,8 g/L; taurina (20) — 2,38 g/L;
creatina (10) — 1,3 g/L; pH = 7,3; temperatura ambiente.

Solucdo B: Para a solugéo de isolamento contendo Ca?*, foram adicionados 375
uL de CaCl; (1 M) em 500 mL da solucéo basica.

Solucdo C: Para a solugdo de isolamento livre de Ca**, foram adicionados 200
pL de EGTA (100 mM) em 250 ml da solugdo basica.

Solucéo D: Para a solugdo enzimatica de isolamento, foram adicionados 0,030 g

de colagenase e 0,003g de protease em 30 mL da solucéo basica.
4.9.3 Solucdo tampéo HEPES

Durante a andlise da mecéanica de contracdo, os midcitos cardiacos foram
banhados com a solugdo de perfusdo tampdo HEPES contendo (em mM): solucdo
estoque: NaCl (113) — 65,99 ¢g/L; HEPES (5) — 11,9 ¢g/L; NaH,PO, (1) — 1,42 g/L;
MgSQO, (1) — 2,46 g/L; KCI (5) — 3,72 g¢/L; solucdo sopa: Na acetato (20) — 16,4 g/100
ml; glicose (10) — 18,1 g/100mL; insulina (5 u/L) — 0,5 g/100 mL. Para fazer um litro

desta solucéo, foram adicionados 100 ml da solugéo estoque, 10 ml da solugéo sopa e 1
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ml de CaClI2 (1) em &gua mili-Q. Esta solugdo foi equilibrada para um pH=7,4 e

mantida em temperatura ambiente.

4.9.4 Mensuracao de contracao

As contracBes celulares foram medidas por meio da técnica de alteracdo do
comprimento dos cardiomiocitos utilizando o sistema de deteccdo de bordas (lonoptix,
EUA) montado num microscépio 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). Em resumo, os cardiomiocitos foram acomodados em uma
camara experimental giratéria com a base de vidro e banhados pela solugédo de perfusédo
tampdo (solucdo tampdo HEPES) a temperatura ambiente (25 °C). Os midcitos
cardiacos foram entdo visualizados em um monitor através de uma camera (Myocam,
lonoptix, EUA) acoplada ao microscépio invertido, utilizando um programa de deteccéao
de imagens (lonwizard, lonoptix, EUA) com uma frequéncia de 240 Hz.

As células cardiacas foram estimuladas 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 contraces dos cardiomidcitos apds a
estimulacdo elétrica foram capturadas pelo sistema de detec¢do de bordas (lonwizard,

lonoptix, EUA) e armazenadas para analise posterior (Figura 3).
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Figura 3: Representacdo do programa utilizado para aquisicdo das imagens e dos

registros das contracfes dos cardiomidcitos isolados. A defini¢do das bordas direita e

esquerda é projetada através dos picos verde e vermelho, respectivamente.

Foram utilizados somente os cardiomidcitos que apresentavam boas condicdes, ou
seja, as bordas (direita e esquerda) e as estriacdes sarcoméricas bem definidas, relaxados
em repouso, sem apresentar contracfes espontaneas. Os registros foram sempre
realizados até trés horas ap0s o isolamento dos cardiomidcitos.

A partir das séries temporais de contracdo celular, obtidas usando o programa de
registro (lonoptix, EUA), os picos de contragdo foram detectados através de varredura
dos pontos da série e comparados com um limiar. Esse limiar foi trés vezes o desvio-
padrdo da série, ou seja, qualquer ponto maior gque esse limiar foi considerado um ponto
de méxima contracdo. Em torno dos pontos de maximo, os picos foram recortados,
alinhados e promediados, sendo que o nimero minimo de picos para promediacao foi
cinco. Em seguida, o inicio (ponto de deflexdo da curva descendente do pico de
contragéo) e o fim (ponto correspondente ao retorno da curva ascendente a condigéo
basal) do pico de contracdo médio foram determinados através de inspecéo visual.

A partir da determinagdo dos pontos inicial e final o programa calculava
automaticamente os valores das variaveis de contracdo celular, como amplitude de

contragdo (variagdo do comprimento celular de repouso), tempo para o pico de
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contracdo (tempo compreendido desde a estimulacdo elétrica até a amplitude méxima de
contragdo, ms), tempo para 50% do relaxamento (tempo compreendido desde a
amplitude maxima de contracéo até 50% do relaxamento, ms). Estas rotinas foram feitas
usando o Matlab.

Os principais parametros avaliados sdo demonstrados na Figura 4. Durante cada dia
de experimento, foram analisados cardiomiécitos isolados de animais de um
determinado grupo experimental e do seu respectivo grupo controle.

As imagens das células também foram utilizadas para determinar o comprimento e
a largura celular, que foram usadas para o calculo do volume celular (Satoh et al., 1996)

e a razao comprimento pela largura.
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Figura 4: Tracado representativo de uma contracdo celular estimulada na frequéncia de

1 Hz, e os parametros avaliados.

4.10 Medida e analise do transiente de [Ca>];

As medidas do transiente de [Ca*']; dos cardiomiécitos isolados do VD foram
realizadas através de um microscépio de varredura a laser confocal (LSM 510 Meta,
Zeiss GmbH, Alemanha) equipado com uma lente objetiva de imersdo em oleo (Plan-
Apo/1.4, 63x, Zeiss, Alemanha). Os cardiomidcitos foram incubados com o indicador
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fluorescente de Ca®*, permeével & membrana plasmatica, Fluo-4 acetoximetil-ester
(Fluo-4 AM, Molecular Probes, Eugene, EUA), conforme descrito por Primola-Gomes
et al. (2009).

O Fluo-4 AM (5 uM) foi preparado em uma solugdo de estoque a base de
dimetilsulféxido — DMSO (30 ul de DMSO em 50 ug de Fluo-4 AM). Adicionou-se 5
ul dessa solucdao de Fluo-4 AM/DMSO em 495 pul de meio celular, durante 20 min a
temperatura ambiente. ApoOs esse procedimento, os cardiomiocitos foram lavados e
suspendidos em solucdo tampéo HEPES (item 4.9.3) para remover 0 excesso da sonda
fluorescente, acomodados em uma camara experimental giratoria com a base de vidro e
banhados pela solucdo de perfusdo tampdo HEPES (item 4.9.3) a temperatura ambiente
(~ 25°C). Quando esta sonda esta ligada ao Ca®** e é excitada com o comprimento de
onda de 488 nm, emite um sinal de fluorescéncia medido a 510 nm, que se relaciona as
variagdes sarcoplasmaticas de Ca*. Tais variacdes foram expressas em relagdo a razéo:
F/FO. Nas medidas dos transientes de [Ca®'];, F representa a média da fluorescéncia
méaxima apos os estimulos, na fase sistdlica do transiente, e FO representa a média da
fluorescéncia minima medida entre as contracfes celulares, na fase diastolica do
transiente.

Os transientes de [Ca**]; foram evocados por meio de estimulacio de campo. Os
cardiomidcitos foram estimulados eletricamente (Myopacer, Field Stimulator, lonoptix,
EUA) por um par de eletrodos de platina acoplado nos dois lados internos da camara,
com um pulso supra-limiar de 0,2 ms e 20 V (voltage square pulse), na frequéncia de 1
Hz para produzir condigdes estacionarias. Os sinais de fluorescéncia foram obtidos por
meio de varredura em linha (Line Scan Mode). A linha de varredura (512 pixels) foi
posicionada aleatoriamente no eixo longitudinal da célula, com o cuidado de nédo cruzar
regides de nucleos. As varreduras foram feitas por meio de um laser de argbnio (488
nm). As varreduras foram repetidas a cada 1,54 ms, sendo utilizadas para a criagdo de

imagens bidimensionais (tempo no eixo x e fluorescéncia no eixo y) (Figura 5).
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Figura 5: Cardiomidcito isolado incubado com o indicador fluorescente de Ca®* (Fluo-4
AM). A linha de varredura (vermelha) foi posicionada no eixo longitudinal da célula,
com o cuidado de ndo cruzar regides de ndcleos.

Foram utilizados somente os cardiomidcitos que estavam em boas condigdes,
com as bordas (direita e esquerda) e as estriacbes sarcoméricas bem definidas, relaxados
em repouso, sem apresentar contracfes involuntarias. Os registros foram sempre feitos
até quatro horas ap6s o isolamento dos cardiomidcitos e na temperatura ambiente (~ 25
°C).

As imagens obtidas foram processadas atraves de um software desenvolvido em
plataforma MatLab®, pelo professor do curso de Engenharia Elétrica da Universidade
Federal de Vigosa, Dr. Leonardo Bonato Félix. As variaveis analisadas foram:
amplitude do transiente de [Ca?']; (F/FO); tempo para o pico do transiente de [Ca®*];
(tempo compreendido desde a estimulacdo elétrica até a fluorescéncia maxima, ms) e
tempo para 50% do decaimento de [Ca?*]; (tempo compreendido desde a fluorescéncia
méaxima até a metade do retorno a fluorescéncia basal, ms).

Os parametros avaliados sdo demonstrados na Figura 6. Durante cada dia de
experimento do transiente de Ca®*, foram analisados cardiomidcitos isolados de animais

de um determinado grupo experimental e do seu respectivo grupo controle.

42



Ponto de maxima fluorescéncia (F)

'

Tempo para 50% do decaimento de |Ca2+|i
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Figura 6. A) Tracados representativos das imagens de fluorescéncia para o transiente de
[Ca®*]; em cardiomidcitos isolados de ratos. B) Resultado da analise da imagem do

transiente de [Ca?']; e os parametros avaliados
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5 ANALISE ESTATISTICA

A distribuicdo dos dados foi avaliada pelo teste de normalidade de Shapiro-
Wilk. Para comparagdo do peso inicial e peso final dos animais no presente estudo, foi
utilizado o teste t de Student pareado. Para a comparacdo do tamanho do infarto foi
utilizada a ANOVA two-way, seguida do post hoc de Holm Sidak. Para as comparagoes
das demais variaveis entre 0s seis grupos experimentais utilizou-se a andlise fatorial 2
(sedentério vs exercitado) por 3 (Infarto vs Sham vs Terapia celular), seguida do teste
post-hoc de Holm Sidak.

Os dados séo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). Foi
utilizado o programa estatistico SigmaPlot, v.11.0. O nivel de significancia adotado foi
de p <0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 Eficiéncia do treinamento

Em relacdo ao TTF, ndo foi verificado efeito do fator infarto (p > 0,05),
independente dos fatores exercicio e terapia celular. O fator exercicio promoveu um
aumento (p < 0,05) no tempo de corrida dos animais, independentemente dos fatores
infarto e terapia celular (Sedentarios = 11,44 + 0,85 min vs Exercitados = 22,83 + 0,85
min). N&o foi verificado efeito do fator terapia celular (p > 0,05), de maneira
independente dos fatores infarto e exercicio. Ndo houve interacéo entre os fatores (p >
0,05).

No painel A da figura 7 estdo representados os valores do TTF. Pode-se observar
que todos os grupos que realizaram treinamento fisico aumentaram o TTF apds 12

semanas, quando comparados aos seus respectivos grupos controles.
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Figura 7: (A) Teste do tempo total de exercicio até a fadiga dos animais experimentais
apos o periodo de treinamento de corrida aerébico (minutos) de 13 animais por grupo;
(B) Frequéncia cardiaca de repouso (batimentos por minuto) de 6 animais por grupo. Os
grupos de tratamento sdo: SED SHAM: grupo de sedentarios que foram submetidos a
cirurgia simulada; SED IM: grupo de sedentéarios e infartados; SED IM CT: grupo de
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sedentérios e infartados que foram submetidos a terapia com CTMs; EX SHAM: grupo
de exercitados que foram submetidos a cirurgia simulada; EX IM: grupo de exercitados
e infartados; EX IM CT: grupo de exercitados e infartados que foram submetidos a
terapia com CTMs. Dados sdo expressos como média + EPM. *, estatisticamente
diferente (p < 0,05) dos respectivos grupos controles. Teste estatistico: Analise fatorial
2 x 3 com post hoc de Holm-Sidak.

Em relacdo a FC de repouso, ndo foi verificado efeitos do fator infarto (p >
0,05), independentemente dos fatores exercicio e terapia celular. Foi observado efeito
do fator exercicio (p < 0,05), de forma independente dos fatores infarto e terapia celular
(Sedentérios = 402 + 7 bpm vs Exercitados = 346 + 8 bpm). N&o ocorreu nenhum efeito
do fator terapia celular, independentemente dos fatores exercicio e infarto (p > 0,05).
N&o houve interacdo entre os fatores (p > 0,05).

Na FC de repouso (Fig. 7-B), fica evidente que o protocolo de treinamento
aerdbico aplicado foi eficaz em induzir uma reducdo dos batimentos cardiacos, visto
que reduziu a frequéncia cardiaca dos animais treinados quando comparados ao seu

grupo controle sedentario.
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6.2 Peso corporal, pesos absolutos e relativos do coragdo e ventriculos, tamanho do

infarto e conteddo de 4gua do pulmao

Observa-se na tabela 2, em relagdo ao peso corporal, que todos os grupos de
animais aumentaram o peso corporal ao final do experimento quando comparado ao
peso inicial (p < 0,05).

O fator infarto promoveu aumento (p < 0,05) no peso do cora¢cdo de maneira
independente dos fatores exercicio e terapia celular (Infartados = 1,76 = 0,06 g vs Nao
infartados = 1,48 + 0,06 g). Nao foi encontrado efeito do fator exercicio sobre o peso do
coragdo (p > 0,05) independentemente dos fatores infarto e terapia celular. O fator
terapia celular promoveu aumento (p < 0,05) nesse parametro independentemente dos
fatores exercicio e infarto (Tratados = 1,83 £ 0,06 g vs Né&o tratados = 1,48 + 0,06 Q).
N&o houveram interacOes entre os fatores (p > 0,05). Assim, foi observado um
aumento no grupo SED IM em relagdo ao SED SHAM (p < 0,05). A terapia celular
aumentou o peso dessa varidvel comparado ao SED SHAM (p < 0,05), no entanto ndo
teve efeito (p > 0,05) sobre o IAM (SED IM CT = SED IM). Nao foram verificados
efeitos do treinamento (EX IM vs SED IM) ou ainda da associagdo dos tratamentos (EX
IM CT = EX IM = SED IM CT) (p > 0,05).

Em relacdo ao peso dos ventriculos, o fator infarto promoveu aumento (p < 0,05)
independentemente dos fatores exercicio e terapia celular (Infartados = 2,45 £ 0,11 g vs
Né&o infartados = 1,85 + 0,11 g). Nao foi encontrado efeito do fator exercicio sobre o
peso do coracdo (p > 0,05) independente dos fatores infarto e terapia celular. Ja o fator
terapia celular promoveu aumento (p < 0,05) nesse parametro de maneira independente
dos fatores exercicio e infarto (Tratados = 2,43 £ 0,11 g vs Néo tratados = 1,85 + 0,11
g). Nao foram verificadas interacfes entre os fatores (p > 0,05). O grupo SED IM
aumentou o peso dos ventriculos comparado ao SED SHAM (p < 0,05). Néo foi
encontrado efeito do treinamento (p > 0,05). A terapia celular (SED IM CT) aumentou o
peso dessa variavel comparado ao SED SHAM (p < 0,05) e sem efeitos (p > 0,05) sobre
o IM (vs SED IM). Nao foi verificado (p > 0,05) efeito da associacdo das terapias
exercicio e infarto (EX IM CT =EX IM = SED IM CT)

Foi observado aumento (p < 0,05) ocasionado pelo fator infarto na razdo peso do

coragdo pelo peso corporal independente dos fatores exercicio e terapia celular
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(Infartados = 4,46 + 0,15 g vs N&o infartados = 3,74 £ 0,15 g). N&o foi verificado efeito
do fator exercicio sobre o peso do coracdo (p > 0,05) independentemente dos fatores
infarto e terapia celular. Foi encontrado efeito do fator terapia celular (p < 0,05) de
forma independente dos fatores exercicio e infarto (Tratados = 4,55 £+ 0,15 g vs Néo
tratados = 3,74 + 0,15 g). Nao foram encontradas interagdes entre os fatores (p > 0,05).
Né&o foi verificada diferenga entre os grupos SED IM e SED SHAM (p > 0,05). No
entanto, o grupo SED IM CT apresentou maior relacdo quando comparado ao SED
SHAM (p > 0,05) e sem efeitos (p > 0,05) quando comparado co grupo SED IM. Nao
foi verificado efeito do exercicio sobre o infarto (EX IM vs SED IM). Contudo, o
exercicio aumentou essa variadvel no grupo EX IM e EX IM CT vs EX SHAM (p <
0,05). Nédo foram observadas influéncias das associagdes terapéuticas (EX IM CT = EX
IM =SED IM CT) (p > 0,05).

O fator infarto promoveu aumento (p < 0,05) na razdo peso dos ventriculos pelo
peso corporal de maneira independente dos fatores exercicio e terapia celular
(Infartados = 6,28 £ 0,29 g vs Néo infartados = 4,64 + 0,30 g). Ndo foi encontrado
efeito do fator exercicio sobre o peso do coracdo (p > 0,05) independentemente dos
fatores infarto e terapia celular. O fator terapia celular promoveu aumento (p < 0,05)
nesse parametro independentemente dos fatores exercicio e infarto (Tratados = 5,99 +
0,29 g vs Néo tratados = 4,64 + 0,30 g). Ndo houveram interacdes entre os fatores (p >
0,05). O grupo SED IM apresentou maior razdo do peso dos ventriculos pelo peso
corporal em comparagdo com o grupo SED SHAM (p < 0,05). N&o foi verificado efeito
(p > 0,05) do exercicio na comparacdo EX IM vs SED IM. O exercicio aumentou essa
variavel no grupo EX IM e EX IM CT vs EX SHAM (p < 0,05). N&o foi verificado
efeito da terapia celular (SED IM CT vs SED IM) ou ainda da associacdo dos
tratamentos (EX IM CT = EX IM = EX IM CT) para um p > 0,05.

N&o foi observada influéncia dos fatores infarto, exercicio ou terapia celular
sobre o peso do VD bem como nédo houve interagOes entre os fatores (p > 0,05).

No que tange a razdo peso do VD pelo peso corporal, o fator infarto promoveu
aumento (p < 0,05) independentemente dos fatores exercicio e terapia celular
(Infartados = 1,19 + 0,07 g vs N&o infartados = 0,91 + 0,07 g). Nao foi encontrado
efeito do fator exercicio independente dos fatores infarto e terapia celular e nem do fator

terapia celular de maneira independente dos fatores exercicio e infarto (p > 0,05). N&do
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foram verificadas interagcdes entre os fatores (p > 0,05). Foi encontrado somente
aumento no grupo EX IM vs EX SHAM (p < 0,05). N&o foram encontradas altera¢des
em relacdo aos efeitos do IM (SED IM = SED SHAM), efeito da terapia com CTMs
(SED IM CT = SED IM), efeito do protocolo de treinamento adotado (EX IM vs SED
IM) ou mesmo da associacdo das terapias (EX IM CT = EX IM = SED IM CT) (p >
0,05).

O protocolo de treinamento utilizado no grupo EX IM (21,33 + 2,55%)
ocasionou menor area infartada (p < 0,05) quando comparado ao grupo SED IM (30,40
+ 2,32%). Foi observada redugdo no percentual do tamanho do infarto (p < 0,05) no
grupo SED IM CT (15,00 + 2,76%) quando comparado ao SED IM (30,40 * 2,32%).
Né&o foi encontrado efeito (p > 0,05) associado do exercicio com as CTMs no grupo EX
IM CT na reducéo do percentual da area infartada (EX IM CT = SED IM CT = EX IM).

O conteldo de agua no pulmdo é um indicativo de congestdo pulmonar e
indicativo da insuficiéncia da bomba cardiaca. Nao houve efeito do infarto nessa
varidvel. Os tratamentos aplicados, exercicio e terapia celular, também ndo foram

capazes de modificar o percentual de &gua no pulmao (p > 0,05).
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Tabela 2: Peso corporal inicial e final, peso do coracdo, peso dos ventriculos, peso do ventriculo direito, seus respectivos pesos relativos,
tamanho do infarto e contetido de agua dos pulmdes.

SED SHAM SED IM SEDIMCT EX SHAM EX IM EXIMCT
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
PC Inicial (g) 140 + 3,45 148 +5,16 148 + 3,29 146 + 4,05 150 + 6,14 143 + 4,39
PC Final (g) 387 +12,3" 422 + 8,36" 419 + 10,03 406 + 11,48 396 + 20,50 396 + 14,02
Peso Cor (q) 1,45+ 0,08 1,81 +0,07 1,91+ 0,08 1,50 + 0,08 1,70 £ 0,09 1,76 0,08
PV (g) 1,78 £ 0,16 2,54 +0,15 2,40 +0,16° 1,92 £ 0,17 2,37 0,17 2,46 + 0,16
Peso Cor/PC (mg/g) 3,77+0,21 4,30 + 0,20 4,64 +0,21" 3,70+ 0,23 4,62 +0,23° 4,46 +0,21°
PV/PC (mg/g) 4,61+ 0,41 6,04 + 0,38 5,79 + 0,41 4,68 + 0,44 6,52 +0,44° 6,20 +0,41°
PVD (g) 0,38 + 0,04 0,46 + 0,04 0,42 + 0,04 0,35 % 0,05 0,47 + 0,05 0,41 0,04
PVD/PC 0,97 +0,10 1,09 0,10 1,00 £ 0,10 0,85+0,11 1,29 +0,11° 1,04 0,10
(mg/g)/1000
Tamanho do IM (%) - 30,40 + 2,32 15,00 * 2,76 - 21,33 + 2,55¢ 23,82 +2,32
Peso dos Pulmdes 76 + 1,16 77+ 1,16 76 +1,16 76 + 1,16 77+ 1,16 76 + 1,16

(% de H,0)

Os dados sdo expressos como média £ EPM de 6 animais por grupo experimental. Os grupos de tratamento sdo: SED SHAM: grupo de

sedentarios que foram submetidos a cirurgia simulada; SED IM: grupo de sedentérios e infartados; SED IM CT: grupo de sedentérios e
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infartados que foram submetidos a terapia com CTMs; EX SHAM: grupo de exercitados que foram submetidos a cirurgia simulada; EX
IM: grupo de exercitados e infartados; EX IM CT: grupo de exercitados e infartados que foram submetidos a terapia com CTMs. PC
Inicial: Peso Corporal Inicial, PC Final: Peso Corporal Final, P Cor: Peso do coragdo; PV: Peso dos Ventriculos, PV/PC: Peso dos
ventriculos pelo peso corporal, PVE: Peso do ventriculo esquerdo, PVE/PC: Peso do ventriculo esquerdo pelo peso corporal final, PVD:
peso do ventriculo direito, IM: Infarto Agudo do Miocardio. #, estatisticamente diferente do PC inicial; *, estatisticamente diferente do
grupo SED SHAM; 3 estatisticamente diferente (p < 0,05) do grupo EX SHAM; &, estatisticamente diferente do grupo SED IM. Teste

estatistico: Analise fatorial 2 x 3 com post hoc de Holm-Sidak.
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6.3 Ecocardiografia

Os dados relativos a ecocardiografia sdo apresentados na tabela 3 que demonstra
os valores para a excursao sistolica do plano anular da tricuspide (TAPSE), diametro
ventricular direito em diastole (RVDd); didmetro ventricular direito em sistole (RVDs),
espessura da parede livre do ventriculo direito em diastole (RVFTd), espessura da
parede livre do ventriculo direito em sistole (RVFTS).

O fator infarto reduziu a TAPSE (p < 0,05), independente dos fatores exercicio e
terapia celular (Nao Infartados = 1,55 = 0,14 cm vs Infartados = 0,99 + 0,12 cm). O
fator exercicio aumentou a TAPSE (p < 0,05), de maneira independente dos fatores
infarto e terapia celular (Sedentarios = 1,1 + 0,11 cm vs Treinados = 1,59 £ 0,11 cm). O
fator terapia celular aumentou a TAPSE (p < 0,05), independentemente dos fatores
infarto e exercicio (Tratados = 1,44 + 0,13 cm vs N&o Tratados = 0,99 + 0,12 cm).
Todavia, ndo houve interagdo entre os fatores (p > 0,05).

Assim, foi observada uma diminuicéo (p < 0,05) na funcdo do VD (TAPSE) no
SED IM em relacéo ao seu controle SED SHAM. Os dados demonstram efeito benéfico
do treinamento, visto que a TAPSE aumentou (p < 0,05) no grupo EX IM, em
comparagdo ao grupo SED IM. O grupo SED IM CT apresentou valor maior (p < 0,05)
para a TAPSE do que o grupo SED IM, evidenciando, assim, o efeito da terapia com
CTMs na melhora da funcdo do VD. Nao foi encontrado nenhum efeito da terapia
celular em associagdo com o exercicio no grupo EX IM CT, quando comparado ao
grupo EX IM ou SED IM CT (p > 0,05).

Nos demais parametros ndo foram evidenciados efeitos dos fatores (infarto,

exercicio ou terapia celular, p > 0,05), bem de interacdo entre os tratamentos.
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Tabela 3: Dados ecocardiograficos referentes ao ventriculo direito.

SED SHAM SED IM SED IMCT EX SHAM EX IM EXIMCT
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
TAPSE (cm) 1,40+ 0,21 0,54 +0,16* 1,28+ 0,174 1,70 0,19 1,47 +0,17" 1,60 +0,19
RVDd (cm) 1,60+ 0,21 1,71+0,19 1,58 0,21 1,65+ 0,21 2,43+0,23 1,68 +0,21
RVDs (cm) 1,40+ 0,26 1,68 + 0,24 1,50+ 0,26 1,63+ 0,26 1,83+0,29 1,35+ 0,26
RVFTd (cm) 1,50 0,15 1,37 40,13 1,50 + 0,26 0,87 + 0,15* 1,12+0,16 1,13+0,15
RVFTs (cm) 1,68 +0,20 1,52 40,18 1,41+0,20 1,30 £ 0,20 1,29 +0,22 1,50 + 0,20

Os dados sdo expressos como média £ EPM de 5 a 7 animais por grupo experimental. Os grupos de tratamento sdao: SED SHAM: grupo de
sedentarios que foram submetidos a cirurgia simulada; SED IM: grupo de sedentérios e infartados; SED IM CT: grupo de sedentarios e
infartados que foram submetidos a terapia com CTMs; EX SHAM: grupo de exercitados que foram submetidos a cirurgia simulada; EX
IM: grupo de exercitados e infartados; EX IM CT: grupo de exercitados e infartados que foram submetidos a terapia com CTMs. TAPSE:
excursdo sistolica atraves do plano anular da tricspide; RVDd: didametro da parede do ventriculo direito em diastole; RVDs: diametro da
parede do ventriculo direito em sistole; RVFTd: espessura da parede livre do ventriculo direito em diastole; RVFTSs: espessura da parede
livre do ventriculo direito em sistole. *, estatisticamente diferente do grupo SED SHAM; #, estatisticamente diferente do grupo SED IM.

Teste estatistico: Analise fatorial 2 x 3 com post hoc de Holm-Sidak.
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6.4 Morfologia dos cardiomidcitos

A tabela 4 mostra os valores referentes a morfologia dos cardiomidcitos do VD.
Em relacdo ao comprimento dos cardiomidcitos, ndo houve efeito (p > 0,05) do fator
infarto, independente dos fatores exercicio e terapia celular. N&o foi observado nenhum
efeito (p > 0,05) do fator exercicio, independente dos fatores IM e terapia celular. Além
disso, ndo houve (p > 0,05) efeito do fator terapia celular, independente dos fatores IM e
exercicio. Assim, ndo houve interacéo (p > 0,05) entre os fatores e ndo foram detectados
efeitos da associagdo dos tratamentos exercicio e terapia celular (p > 0,05).

No que concerne a largura dos cardiomidcitos, ndao houve efeito (p > 0,05) do
fator infarto, independente dos fatores exercicio e terapia celular. Ndo foi observado
nenhum efeito (p > 0,05) do fator exercicio, independente dos fatores IM e terapia
celular. Da mesma forma, ndo foi verificado efeito (p > 0,05) do fator terapia celular,
independente dos fatores IM e exercicio. Ndo houve interagdo entre os fatores (p > 0,05)
e ndo foram observados efeitos da associacdo dos tratamentos exercicio e terapia celular
(p > 0,05).

N&o foi verificado efeito do fator infarto (p > 0,05) na razdo
comprimento/largura, independente os fatores exercicio e da terapia celular. Nado foi
observado efeito (p > 0,05) do fator exercicio nesta razdo, independentemente dos
fatores IM ou da terapia com CTMs. Ainda, ndo foram detectados efeitos (p > 0,05) do
fator terapia celular, independentemente dos fatores IM e exercicio. Assim, ndo houve
interacdo entre os fatores (p > 0,05) e ndo foram observados efeitos da associacdo dos
tratamentos exercicio e terapia celular (p > 0,05).

N&o houve efeito do fator infarto no volume dos cardiomidcitos, independente
dos fatores exercicio e terapia celular (p > 0,05). Ainda, ndo foi detectado nenhum
efeito do fator exercicio, independente dos fatores IM e a terapia com CT (p > 0,05).
Por fim, ndo houve efeito (p > 0,05) do fator terapia celular, independente dos fatores
IM e exercicio, bem como ndo foi detectados interacdo entre os fatores (p > 0,05). Nao
houve interacdo entre os fatores e ndo foram observados efeitos da associacdo dos

tratamentos exercicio e terapia celular (p > 0,05).
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Tabela 4: Morfologia dos cardiomidcitos do ventriculo direito.

SED SHAM SED IM SED IMCT EX SHAM EX IM EXIMCT
(n =10 células (n=10células (n=10células  (n=10células  (n =10 células (n =10 células
por animal) por animal) por animal) por animal) por animal) por animal)
Comprimento (um) 171,00 + 3,87 170,72 + 3,32 173,80 + 3,87 174,50 + 3,77 175,33 + 3,56 171,00 + 3,87
Largura (um) 16,90 + 0,52 17,55 + 0,46 16,60 + 0,53 16,53 £ 0,52 16,89 + 0,49 16,50 + 0,53
Razdo C/L (um) 10,58 £ 0,40 10,27 + 0,36 10,97 + 0,42 11,22 + 0,41 10,96 + 0,39 10,97+ 0,42
Volume celular 21,85+0,79 22,66 £ 0,70 21,85+0,81 21,69+ 0,79 22,26 £ 0,75 21,50+ 0,81

(mm?)

Os dados sdo expressos como média + EPM de 10 células de cada animal por grupo experimental. Os grupos de tratamento sdo: SED
SHAM: grupo de sedentérios que foram submetidos a cirurgia simulada; SED IM: grupo de sedentérios e infartados; SED IM CT: grupo de
sedentarios e infartados que foram submetidos a terapia com CTMs; EX SHAM: grupo de exercitados que foram submetidos a cirurgia
simulada; EX IM: grupo de exercitados e infartados; EX IM CT: grupo de exercitados e infartados que foram submetidos a terapia com
CTMs. Razdo C/L: Razdo do comprimento pela largura celular. Nivel de significancia: p < 0,05. Teste Estatistico: Andlise fatorial 2 x 3

com post hoc de Holm Sidak.
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6.5 Contratilidade dos cardiomidcitos do VD

Os parametros relativos a amplitude de contracdo, tempo para o pico de
contracdo e tempo para 50% do relaxamento celular sdo apresentados na figura 8.
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Figura 8: (A) Amplitude de contracdo dos cardiomiocitos (% do comprimento celular de
repouso - % c.c.r); (B) Tempo para o pico de contragdo (milisegundos - ms); (C) Tempo
para 50% do relaxamento (milisegundos - ms). Os grupos de tratamento sdo: SED
SHAM: grupo de sedentarios que foram submetidos a cirurgia simulada; SED IM:
grupo de sedentéarios e infartados; SED IM CT: grupo de sedentérios e infartados que
foram submetidos a terapia com CTMs; EX SHAM: grupo de exercitados que foram
submetidos a cirurgia simulada; EX IM: grupo de exercitados e infartados; EX IM CT:
grupo de exercitados e infartados que foram submetidos a terapia com CTMs. Dados
sdo expressos como média = EPM de 70 células por grupo. *, estatisticamente diferente
do grupo SED SHAM; & estatisticamente diferente do grupo SED IM; #,
estatisticamente diferente do grupo EX SHAM; +, estatisticamente diferente do grupo
EX IM; #, estatisticamente diferente do grupo EX SHAM. Teste estatistico: Analise
fatorial 2 x 3 com post hoc de Holm-Sidak.

Em relacdo a amplitude de contragdo (Fig. 8 A), ndo foi observado nenhum
efeito do fator IM, independentemente do fator exercicio ou da terapia celular (p >
0,05). Ja o fator treinamento promoveu uma reducdo (p < 0,05) da amplitude de
contracdo celular (Sedentérios = 3,42 + 0,16 % c.c.r vs Treinados = 2,88 £ 0,16 %

c.c.r), independentemente dos fatores IM e terapia celular. N&o foram encontrados
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efeitos do fator terapia celular, independentemente do fator exercicio e IM (p > 0,05).
Houve interacdo entre os fatores (p < 0,05) e ndo foram observados efeitos da
associacdo dos tratamentos exercicio e terapia celular (p > 0,05).

Assim, o grupo SED IM apresentou maior amplitude de contracédo (p < 0,05), em
relagdo ao SED SHAM (4,36 = 0,23% c.c.r vs 2,99 £ 0,24% c.c.r, respectivamente). O
grupo EX IM apresentou menor amplitude de contragdo, em relacdo ao SED IM (2,59 +
0,29% c.c.r vs 4,36 £ 0,23% c.c.r). A terapia com CTMs atenuou 0 aumento da
amplitude nos animais SED IM CT (p < 0,05), em relacdo ao grupo SED IM (2,91 +
0,34 % c.c.rvs 4,36 +0,22 % c.c.r, respectivamente).

No tempo para o pico de contragdo celular (Fig. 8 B) ndo foi encontrado efeito
do fator infarto (p > 0,05), independentemente dos fatores exercicio e terapia celular.
No entanto, o fator exercicio promoveu uma reducdo (p < 0,05) nesse parametro, de
maneira independente dos fatores IM e terapia celular (Sedentarios = 460 + 10 ms vs
Treinados = 420 + 10 ms). O fator terapia celular (p < 0,05) aumentou o tempo para o
pico de contracdo, independentemente dos fatores infarto e exercicio (Nao Tratados =
420 £ 10 ms vs Tratados = 430 £10 ms). Houve interacdo entre os fatores (p < 0,05).
Assim, o tempo para o pico de contragdo foi menor (p < 0,05) no EX SHAM que no
SED SHAM. Todavia, esta diferenca néo foi encontrada entre os grupos EX IM e SED
IM. Em contrapartida, a terapia com CTMs resultou em reducéo (p < 0,05) deste tempo
quando se comparou o grupo SED IM CT com o SED IM (430 £ 20 ms vs 480 + 10 ms,
respectivamente).

N&o foram encontrados efeitos da associacdo do treinamento com a terapia
celular nesta variavel (EX IM CT = SED IM CT = EX IM), para um nivel de
significancia de p > 0,05.

Em relagdo ao tempo para 50% do relaxamento celular (Fig. 8 C) foi observado
efeito do fator infarto, que aumentou os valores dessa variavel (p < 0,05),
independentemente dos fatores exercicio e terapia celular (Nao infartados = 270 + 10
ms vs Infartados = 280 + 10 ms). O fator exercicio promoveu uma reducdo deste tempo
(p < 0,05), independente do fator infarto ou ainda da terapia celular (Sedentarios = 310
+ 10 ms vs Treinados = 280 £ 10 ms). O fator terapia celular aumentou o tempo para

50% de relaxamento (p < 0,05), independente dos fatores exercicio e infarto (N&o
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tratados = 270 + 10 ms vs Tratados = 330 £ 10 ms). Houve interacdo entre os fatores (p
<0,05).

Assim, o treinamento teve um efeito benéfico reduzindo (p < 0,05) o tempo para
50% do relaxamento celular no grupo EX IM, em relacdo ao SED IM (p < 0,05). Nos
animais treinados, a terapia celular aumentou o tempo de relaxamento celular (EX IM
CT > EX IM). Todavia, isto ndo ocorreu nos animais sedentarios (SED IM = SED IM
CT) (p > 0,05). A associacdo dos tratamentos ndo afetou (p > 0,05) este parametro (EX
IMCT =SED IM CT = EX IM).

6.6 Transiente de [Ca®"]; em cardiomiécitos do VD

Os parametros relativos a amplitude do transiente, tempo para o pico e para 50%

do decaimento de [Ca?']; s&o apresentados na figura 9.
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Tempo para o pico do transiente [Ca2+]i
(ms)
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Figura 9: (A) Amplitude do transiente de [Ca*']; (Fmax/F0); (B) Tempo para o pico do

transiente [Ca*]; (milisegundos - ms); (C) Tempo para decaimento do transiente de

[Ca*]i (milisegundos - ms). Os grupos de tratamento sdo: SED SHAM: grupo de

sedentarios que foram submetidos a cirurgia simulada; SED IM: grupo de sedentarios e

infartados; SED IM CT: grupo de sedentarios e infartados que foram submetidos a
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terapia com CTMs; EX SHAM: grupo de exercitados que foram submetidos a cirurgia
simulada; EX IM: grupo de exercitados e infartados; EX IM CT: grupo de exercitados e
infartados que foram submetidos a terapia com CTMs. Dados Sdo expressos como
média £ EPM de 70 células por grupo. *, estatisticamente diferente do grupo SED
SHAM; &, estatisticamente diferente do grupo SED IM; #, estatisticamente diferente do
grupo EX SHAM,; #, estatisticamente diferente do grupo EX SHAM; +, estatisticamente
diferente do grupo EX IM; @, estatisticamente diferente do grupo SED IM CT. Teste
estatistico: Analise fatorial 2 x 3 com post hoc de Holm-Sidak.

O fator infarto promoveu aumento na amplitude do transiente de [Ca®']i (p <
0,05), de forma independente dos fatores exercicio ou terapia celular (N&o infartados =
1,45 + 0,01 Fmax/FO vs Infartados = 1,63 = 0,01 Fmax/F0). Foi observado ainda uma
reducdo da amplitude (p < 0,05) promovida pelo fator exercicio, independentemente dos
fatores infarto ou da terapia celular (Sedentérios = 1,56 + 0,01 Fmax/F0 vs Treinados =
1,51 + 0,01 Fméax/F0). Foi encontrado efeito do fator terapia celular, que aumentou a
amplitude do transiente (p < 0,05), independentemente dos fatores exercicio e infarto
(N&o tratados = 1,45 + 0,01 Fméax/FO vs Tratados = 1,51 £ 0,02 Fméax/F0). Houve
interacdo entre os fatores (p < 0,05).

Pode-se perceber na figura 9A que a amplitude do transiente do [Ca*]; no grupo
SED IM é maior em relagdo ao grupo SED SHAM (p < 0,05). Todavia, ndo houve
diferenca entre os grupos EX IM e SED IM (p > 0,05). A terapia celular, de maneira
isolada, atenuou esse aumento (p < 0,05) nessa variavel (SED IM CT < SED IM). No
que tange aos tratamentos associados, observa-se que o grupo EX IM CT apresenta
menor amplitude que as dos grupos SED IM CT e EX IM (p < 0,05).

No que diz respeito ao tempo para o pico do transiente de [Ca®*];, o fator infarto
promoveu aumento (p < 0,05), independente dos fatores exercicio e terapia celular (N&o
infartados = 111 + 1,95 ms vs Infartados = 133 + 2,13 ms). O fator exercicio promoveu
inesperado aumento no tempo para o pico do transiente (p < 0,05), independentemente
dos fatores infarto e terapia celular (Sedentario = 109 + 1,63 ms vs Treinados = 129 +
2,12 ms). O fator terapia celular aumentou este tempo (N&o tratados = 111 + 1,95 ms vs
Tratados = 113 + 0,02 ms), independentemente dos fatores exercicio e infarto (p >

0,05). Houve interagdo entre os fatores (p < 0,01).
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Verificou-se reducgéo (p < 0,05) oriunda do IM (SED IM) em relacéo ao grupo
SED SHAM para o pico do transiente de [Ca®*]; (Fig. 9B). O treinamento aumentou (p <
0,05) o tempo para essa variavel no grupo EX IM em relacdo ao SED IM. No que
tange ao efeito isolado da terapia com células tronco (SED IM vs SED IM CT), foi
encontrado aumento no tempo para o pico do transiente [Ca*']; (p < 0,05). N&o foi
observado efeito associado das terapias (EX IM CT = EX IM = SED IM CT) (p > 0,05).

Em relagdo ao tempo para 50% de decaimento do transiente de [Ca®*]; dos
cardiomiocitos, o fator infarto promoveu uma redugdo (p < 0,05), independente dos
fatores exercicio e terapia celular (N&o infartados = 270 + 10ms vs Infartados = 240 +
10ms). Nenhuma alteracdo (p > 0,05) foi promovida pelo fator exercicio (p > 0,05),
independentemente dos fatores IM ou da terapia com CTMs, e nem pelo fator terapia
celular, de maneira independente do exercicio e infarto. Nao houve interacdo entre o0s
fatores (p > 0,05).

A figura 9C mostra que o IM reduziu (p < 0,05) o tempo para 50% do
decaimento do transiente de [Ca®*]; em relacdo ao seu sedentario SHAM (240 + 10ms vs
270 + 10ms, respectivamente). N&o foi verificado efeitos do treinamento no grupo EX
IM em relagdo ao ao seu sedentério controle (SED IM) para um nivel de significancia
de p > 0,05. Contudo, pode-se observar um aumento (p < 0,05) deste pardmetro nos
animais SED IM CT, em relacdo ao grupo SED IM (270 = 10ms vs 240 + 10ms,
respectivamente). Ndo foram observados efeitos da associacdo das terapias (EX IM CT
= EX IM = SED IM CT) (p > 0,05).
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7 DISCUSSAO

O objetivo do presente estudo foi verificar a influéncia do treinamento fisico
aerobio associado a terapia com CTMs na morfologia e funcdo do VD de ratos com
infarto induzido no VE.

Os resultados do presente estudo mostraram que o IM promoveu adaptacoes
deletérias ao miocardio dos animais capazes de reduzir a funcdo do VD (reducdo da
TAPSE), assim como na contratilidade celular (aumento da amplitude de contragédo
celular, sem afetar o tempo para o pico de contracdo e o tempo para 50% de
relaxamento) e no transiente do [Ca*’]; (aumento na amplitude do transiente e reducéo
do tempo para o pico e para 50% de decaimento). O protocolo de treinamento adotado
melhorou a capacidade funcional do VD p6s IM (aumento da TAPSE), bem como
promoveu alterac6es na contratilidade celular (reducdo da amplitude de contragédo e do
tempo para 50% do relaxamento) e no transiente de [Ca?*]; (aumento do tempo para o
pico do transiente). A terapia celular atenuou a reducdo da funcdo do VD, reduziu a
amplitude e o tempo para o pico de contracdo celular, bem como reduziu a amplitude e
aumentou o tempo para 0 pico e o tempo para 50% de decaimento do transiente de
[Ca?*]; em cardiomidcitos isolados do VD. A associacdo da terapia celular com o
treinamento fisico resultou na reducdo da amplitude do transiente de [Ca™]i em
cardiomidcitos isolados do VD. Néo foram verificadas alteragdes promovidas nem pelo
IM, EX, CTMs ou ainda pela associacdo do EX com a terapia com CTMs na morfologia
do VD ou dos cardiomidcitos isolados do VD.

7.1 Protocolo de treinamento fisico adotado

O protocolo de treinamento fisico em esteira rolante utilizado foi eficaz em
melhorar o desempenho dos animais no protocolo de corrida progressivo. Sabe-se que a
capacidade de corrida e, por sua vez, o esforco fisico possui uma correlacdo com o
consumo maximo de oxigénio (VOzmax), cOmo descrito por Primola-Gomes (2009) em
animais com alto desempenho. Como adaptacGes ao treinamento fisico incluem-se
melhoras na resposta vasodilatadora do endotélio vascular, na resposta ventilatoria,

assim como modificagdes na musculatura esquelética (Pina et al., 2004, Jorge et al.,
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2011). Os resultados do presente estudo estdo de acordo com os encontrados em outros
trabalhos evidenciando que um protocolo de treinamento aerdbio de baixa a moderada
intensidade aumenta tanto a capacidade de exercicio como a tolerancia a esse, em
humanos pos IM (Belardinelli et al., 1999; Silva et al., 2002) e em modelo experimental
de infarto (Jorge et al., 2011).

Outro parametro utilizado para avaliar o efeito do treinamento foi a frequéncia
cardiaca de repouso. Os resultados mostraram um efeito positivo do treinamento que
resultou em reducdo da FC de repouso, o que pode ser atribuido a ajustes na modulacao
simpatica e parassimpética promovidos pelo treinamento fisico (Negrdo et al., 1992;
Pinto et al., 2006; Mostarda et al. 2009), assim como por alteracdo eletrofisiologica
intrinseca no nodo sinoatrial (Ex. reducdo de canais idnicos — HCN4; e corrente i6nica
Ir) (D’Souza et al., 2014).

7.2 Peso corporal, pesos absoluto e relativo do coracdo e ventriculos, tamanho do

infarto e conteddo de agua dos pulmdes

Todos os animais ganharam peso corporal ao longo do estudo, quando
comparados com o seu peso inicial. Entretanto, os tratamentos, isoladamente ou em
associacdo, ndo afetaram esta variavel. 1sso estd em concordancia com estudos prévios
em animais infartados sem (Brown et al., 2003; Bozi et al., 2013; Ramos et al., 2013) e
com associacao a terapia com CTMs (Lavorato, 2014).

Os dados do presente estudo mostram que a cirurgia de oclusdo da ACADE
ocasionou infarto com extensao de 15-30%, que pode ser caracterizado como pequeno a
moderado. Este indice é suficiente para o estabelecimento da insuficiéncia cardiaca e
consequentemente para ocorréncia de remodelamento cardiaco, todavia, quanto maior o
IM, maiores os prejuizos funcionais (Pfeffer et al., 1979, Pfeffer et al., 1991).

O IM aumentou o peso do coragdo, o peso ventricular (VE + VD + septo
interventricular) e a razdo peso ventricular pelo peso corporal. A hipertrofia ventricular
reflete 0 remodelamento cardiaco adverso, principalmente do VE (Zornoff et al., 1997,
Pfeffer et al., 1990; Cohn et al., 2000, Pfeffer et al.,1979, Pfeffer et al., 1991, Ramos
2013, Lavorato, 2014). A hipertrofia ocasionada ap6s IM possui caracteristica

excéntrica, com aumento do estresse parietal na diastole, gerando, assim, uma
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manutencdo passageira da funcdo cardiaca, que em pouco tempo evolui para uma
dilatagdo ventricular cronica (Zornoff et al., 1997; Pfeffer et al., 1990; Cohn et al.,
2000). Nessa perspectiva, o tamanho percentual do IM no grupo SED IM (30,40%) o
classifica como moderado, de acordo com o literatura (Pfeffer et al.,1979, Pfeffer et al.,
1991), o que é suficiente para gerar uma remodelacdo ventricular adversa.

No entanto, o IM ndo afetou o peso do VD ou a razéo peso do VD pelo peso
corporal. Isso indica que a cirurgia ndo promoveu alteracbes que pudessem causar
sobrecarga no VD suficiente para hipertrofiar esta cdmara ou ainda porque a faléncia do
VE ndo tenha atingido o estagio em que acarrete alteragdes no VD, como devido a
progressdo para a insuficiéncia cardiaca congestiva, edema pulmonar e a reducéo
funcional do VD. Por exemplo, nestes animais ndo houve diferenca entre os animais
SHAM e IM quando foram comparados os conteidos de dgua dos pulmaes.

O protocolo de treinamento aplicado no presente estudo foi capaz de reduzir o
tamanho do infarto sugerindo, assim, um efeito benéfico ao remodelamento ventricular.
Este resultado esta de acordo com os de outro trabalho utilizando o VE (Wu et al.,
2009) onde um treinamento fisico de baixa intensidade (60 min, 50-70% VO2max)
iniciado 24 horas ap6s o IM em camundongos (12 m/min, 10° inclinacdo, 60 min/dia) e
realizado durante 3 dias foi suficiente para reduzir o tamanho do infarto (Treinados = 18
+ 3% vs Sedentarios = 29 * 7%). Segundo os autores, o melhor fluxo sanguineo
coronario bem como a elevacdo dos niveis proteicos do mRNA do fator de crescimento
vascular endotelial promovidos pelo treinamento fisico sdo os possiveis mecanismos
responsaveis pela reducdo no tamanho do IM. No VD, o treinamento possivelmente
compensou uma falha no VE aumentando a quantidade de sangue circulante no coracédo
contribuindo para a reducao na deposicédo de colageno.

No presente estudo a terapia isolada com CTMs nos animais sedentérios (SED
IM CT) néo foi capaz de reduzir os efeitos deletérios nos pesos do coracéo, ventriculos
bem como nas relagdes analisadas no presente estudo. Contudo, o tamanho do IM foi
reduzido nesse grupo de tratamento (15 %) em relagdo ao grupo SED IM (30,40%).
Esse efeito pode ser em funcédo do efeito cardioprotetor da terapia celular na prevencao
do acometimento de uma maior area do miocardio viavel. A infusdo intravenosa de
CTMs ap6s IM promove aumento da densidade capilar, preservagdo da fungéo cardiaca,

reducdo da taquicardia ventricular, atenuacdo do adelgacamento da parede ventricular e
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diminuicdo da area infartada (Shake et al., 2002; Hare et al., 2009; Wolf et al., 2009;
Timmers et al., 2011)

A administracdo sisttmica de CTMs humanas em modelos experimentais de IM
promoveu uma reducdo no numero total de mondcitos/macrofagos no tecido cardiaco
(Saparov et al., 2013). Entretanto, o nimero de células CD206+ e F4/80+ aumentou no
grupo de animais que receberam CTMs. O aumento no numero alternativamente de
macrofagos ativados/anti-inflamatorios pode ser mediado por um aumento da expressao
de IL-10 e diminuicdo da expressdo de IL-1B e IL-6 no lugar da leséo isquémica (Dayan
et al., 2011). Em adicéo, as CTMs em camundongos aumentam a producéo de IL-10 e
IL12p40 enquanto a producdo de IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL12p70 pelos ativados
macrofagos peritoneais diminui. O efeito modulatério das CTMs foi dependente de
contato célula com célula e fatores soltveis, que foi parcialmente mediado pela
prostaglandina E2 (Maggini et al., 2010). A reducdo do processo inflamatdrio das
CTMs associado ao tempo de aplicacdo po6s IM utilizado no presente estudo pode ter
sido fundamental na atenuacdo do estresse ocasionado por esse evento isquémico, visto
que o miocardio ainda se encontrava na fase de reparacao inicial (Jugdutt et al., 2003) e
0 processo de formagéo de fibrose estava ainda se iniciando.

Conforme demonstrado pela detec¢do das CTMs somente no pulmédo e ndo no
coracdo dos animais, a via de administracdo intravenosa utilizada no presente estudo
pode ocasionar a retencdo das CTMs em orgdos que fazem a filtragem sanguinea como
0 pulméo, figado ou baco (Sackstein et al., 2008). Hipotetiza-se que essa retencdo no
pulmdo possa ser devido ao tamanho celular e didmetro dos capilares pulmonares.
ComparacBess entre diferentes didmetros celulares e uso de vasodilatadores
evidenciaram a retencdo ou liberacdo das células para a corrente arterial (Scherepfer et
al., 2007). Todavia, a eficcia terapéutica das CTMs infundidas de forma intravenosa
depende do extravasamento da circulagéo e da enxertia onde as CTMs podem apresentar
atividades tréficas e paracrinas locais, ou ainda, habitar um tecido e liberar fatores
imunomodulatérios na vasculatura que exercem efeitos sistémicos.

Todavia, no presente estudo, quando a terapia celular foi conjugada com o
treinamento fisico ndo houve reducdo do percentual de area infartada. Em contraste,
Cosmo e colaboradores (2012) encontraram uma reducdo da area infartada no VE no

grupo tratado com células-tronco mononucleares (dose de 5x10° células) e exercitado
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ap6s o IM em ratos Wistar. E importante destacar que estes autores injetaram as células-
tronco no miocardio. Portanto, ainda permanecem inconclusivos os meios pelos quais a
associacdo terapéutica do exercicio fisico com células-tronco ndo diminuiu a deposi¢édo
de colageno no miocardio dos animais infartados.

A auséncia de diferencas no peso do coracdo, dos ventriculos, do VD e nas
razGes analisadas (PV/PC e PVD/PC) entre os animais exercitados e sedentarios
demonstra que o treinamento de 12 semanas ndo foi suficiente para alterar estes
parametros durante a remodelacdo do coracao, principalmente no que concerne ao VD.
No entanto, alguns trabalhos demonstram que protocolos de treinamento podem alterar
a deposicdo de colageno (De Waard et al., 2007), bem como a dilatacdo do VE
(Orenstein, et al., 1995). Sabe-se que a deposicdo de colageno na matriz extracelular,
regulada pelas MMPs e TIPM (Holmes et al., 2005; Xu et al., 2008), e que a reabsorcao
de tecidos mortos podem interferir no peso final da cdmara cardiaca, ndo refletindo,
assim, o peso real do ventriculo (Zornoff et al., 2009). Acredita-se que a IC induzida
pelo IM néo foi suficiente para ocasionar alteracGes no peso do coracao, principalmente
no VD.

7.3 Morfologia do VD e dos cardiomidcitos isolados

No presente trabalno ndo foram detectadas alteracdes, seja de forma
macroscopica (espessura das paredes do VD em diastole ou em sistole) ou celular
(comprimento, largura, razdo comprimento/largura ou volume dos cardiomiécitos) no
VD promovidas pelo infarto, exercicio, terapia celular ou pela associacdo do exercicio
com a terapia celular.

Estes dados indicam que o infarto ocorrido no VE néo refletiu em um rearranjo
morfolégico no VD apos as 12 semanas. O rearranjo celular ocorre para compensar as
células mortas, o que pode acabar expandindo a cavidade cardiaca ocasionando a
hipertrofia cardiaca patoldgica (Sutton & Sharpe, 2000). A interdependéncia dos
ventriculos através do septo interventricular ndo foi suficiente para induzir alteracdes na
geometria do VD, mantendo, assim, a sua conformac&o inicial.

Em relacdo ao exercicio, alguns trabalhos demonstraram que, em humanos, o

alargamento do VD esteve em paralelo com o do VE, o que da suporte ao conceito de
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que o treinamento aerébico promove efeitos balanceados, ou seja, € um fendbmeno
biventricular (Scharf et al., 2010; D'Andrea et al., 2011; Kim et al., 2011). No entanto, a
extrapolacdo, por completo, das alteracdes ocorridas no VE oriundas de um IM ou
mesmo de um protocolo de treinamento ao VD € desaconselhavel dada as
peculiaridades dessa cdmara cardiaca, visto que isso depende da extensdo do IM e se 0
ramo da coronaria direita também acabou sendo acometida de alguma forma.

Acredita-se em respostas diferenciadas (VE vs VD) ao estimulo para o
crescimento celular, apesar da ligacdo através do septo interventricular. Essa
diferenciacdo pode ser advinda das formagdes embrionérias diferenciadas destes
tecidos, interferindo assim no remodelamento cardiaco: o ventriculo esquerdo é oriundo
do campo cardiaco priméario enquanto o ventriculo direito surgiu a partir de células do
campo cardiaco anterior (Vitarelli et al., 2010). Essa origem embrionaria diferenciada
pode ser o fator responsavel pelo exacerbado comportamento hipertréfico no VE e ndo
no VD.

O espessamento da parede do VD na hipertensdo arterial pulmonar possui um
grau variavel e existem evidéncias que alteracdes na expressdo génica (ex. diminuicao
na expressdo da a-miosina de cadeia pesada bem como aumento na expressao da f-
miosina de cadeia pesada) podem interferir na sobrecarga de pressao e no enchimento
desse ventriculo (Vitarelli et al., 2010). No aspecto clinico, as alteragdes na expressdo
génica dessas proteinas e uma cardiomiopatia ou hipertensdao pulmonar, podem, dessa
forma, controlar a hipertrofia no VD (Zeisberg et al., 2005).

A auséncia de diferencas nos parametros morfol6gicos avaliados no VD pode ter
ocorrido também em funcdo da menor sobrecarga a que esta cavidade esta submetida
em comparacdo com o VE, com pequena influéncia na expressdo de proteinas que
controlam a hipertrofia nessa camara cardiaca. O fato de ndo ter havido diferenca entre
0 peso/contetdo de liquido nos pulmdes dos animais IM e SHAM indica que ndo houve
congestdo pulmonar suficiente para aumentar a pressédo pulmonar e, consequentemente,
a sobrecarga no VD. Outro aspecto a ser considerado é que o tamanho do IM e o
protocolo de treinamento adotado no presente estudo ndo foram suficientes para induzir

alterac6es morfoldgicas no VD.

7.4 Fungéo do VD e de cardiomidcitos isolados
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7.4.1 Fungéo do VD

Sabe-se que a TAPSE reflete o componente longitudinal de contracdo do VD
(Carlsson et al., 2007) e é amplamente utilizada como parametro de avaliacdo do
funcionamento do VD, tanto em humanos (D’Andrea et a., 2010; Mercer-Rosa et al.,
2013) como em animais (Andersen et al., 2008; van Dem Brom et al., 2010).

Os dados do presente estudo revelaram que o IM reduziu a TAPSE, em
comparacdo aos animais do grupo SED SHAM. Estudos com hipertensdo e doencas
cardiovasculares tém demonstrado que quanto menor o valor para a TAPSE maior o
risco de mortalidade (Ghio et al., 2000; Forfia et al., 2006). Por exemplo, em estudo
realizado com ratos diabéticos, van Dem Brom et al. (2010) encontraram uma reducao
nos valores de TAPSE, associada a reducdo na funcdo do VD. Esse estudo demonstrou
também uma correlacdo positiva entre o percentual da fracdo de encurtamento e a
TAPSE, ou seja, quanto maiores os valores para TAPSE, maiores os valores para a
fracdo de encurtamento.

No presente estudo, o treinamento fisico, isoladamente, melhorou a funcéo do
VD nos animais IM, demonstrando, assim, a eficicia do protocolo de treinamento
adotado em melhorar a capacidade funcional do VD, na condigdo p6s IM experimental.
No estudo de Rimensberger e colaboradores (2013) foi analisado a TAPSE em
corredores de maratona e ultra atletas de endurance. Os autores ndo encontraram
diferencas entre os atletas e os controles. No presente estudo, porém, o IM promoveu
efeitos deletérios na fungdo do VD (redugdo da TAPSE), que foram revertidos pelo
treinamento aplicado.

A terapia com células-tronco, de maneira isolada (SED IM CT), foi capaz
atenuar a reducdo na TAPSE quando comparada ao grupo SED IM. Isto indica que
houve melhora da funcéo cardiaca do VD em resposta a terapia celular, mesmo que o
IM tenha sido realizado no VE. Andersen e colaboradores (2008) reportaram aumento
da funcdo do VD, por meio da TAPSE, em camundongos com bandagem da artéria
pulmonar tratados com sildenafil. O sildenafil é usado no tratamento de pacientes com
hipertensdo pulmonar, pois ¢ um potente vasodilatador pulmonar que também inibe a

proliferacdo celular nas artérias.
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Os dados do presente estudo sugerem que, apesar da auséncia de sobrecarga no
VD, como constatado pelo conteddo de agua nos pulmdes, houve efeito cardioprotetor
das CTMs. Lee et al. (2009) demonstraram que a infusdo intravenosa de CTMS
humanas reduziu o tamanho do infarto e produziu melhora funcional no miocardio de
ratos. Isto ocorreu, em parte, porque as células retidas como um émbolo no pulméo
regularam a expressdo de mdaltiplos genes, como grande aumento da proteina anti-
inflamatdria TSG-6. Essa proteina € de grande interesse devido ao seu conhecido efeito
anti-inflamatorio e porque a resposta inflamatoria excessiva contribui para as alteracdes
patologicas ap6s IM (Moschal et al., 2008). A proteina TSG-6 suprime a excessiva
resposta inflamatéria, diminuindo o dano proteolitico ao coracéo e, consequentemente,
tecido fibroso cicatricial e funcdo cardiaca (Lee et al., 2009).

Em contrapartida, ndo foi observado efeito da associa¢édo da terapia celular com
o treinamento fisico em relacéo a funcdo do VD (EX IM CT = EX IM = SED IM CT).
Tal auséncia de diferencas refuta a hipétese do presente estudo e ainda permanece por
ser respondida em futuros estudos.

O aumento na TAPSE foi independente de alteracdes nas paredes do VD (sem
alterac6es no diametro do VD em sistole e em diéstole e a espessura da parede do VD
também em sistole e em diéstole). Sabe-se que uma maior forca de contragdo esta
relacionada a uma maior musculatura cardiaca, contudo, essa auséncia de alteracdes nas
paredes e lumen do ventriculo sugerem que ocorreram adaptacGes miofibrilares que

melhoraram o aparato contrétil otimizando a funcédo do VD.

7.5 Propriedades mecanicas dos cardiomiocitos isolados

7.5.1 Efeitos do infarto agudo do miocardio

No presente estudo, o IM aumentou a amplitude de contragcdo, sem afetar o
tempo para o pico de contragcdo e o tempo para 50% de relaxamento celular. Em
concordancia, o IM promoveu aumento na amplitude do transiente, mas com reducao do
tempo para o pico e para 50% de decaimento do transiente de [Ca*?]i. De modo geral,
estas adaptacBes podem fazer parte de um mecanismo compensatorio da bomba

cardiaca na condicédo de IM.
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O interesse na elucidacdo das alteragdes ocorridas no VD, em resposta ao IM no
VE justifica-se pela marcada habilidade do VD em compensar o aumento na pds-carga
ocasionado por um evento cardiaco dessa magnitude (Nahrendorf et al., 2003). Em
células do VE, alteracGes classicas provocadas pelo IM sdo: aumento na amplitude do
transiente de [Ca*™]; (Holt et al., 1998; Loennechen et al., 2002; Wisloff et al., 2002);
reducdo na amplitude de contragdo (Holt et al., 1998; Loennechen et al., 2002; Wisloff
et al., 2002; Bozi et al., 2013; Ramos et al., 2013); reducdo no tempo para o pico do
transiente de [Ca®*]i e no tempo para o pico de contragdo (Holt et al., 1998; Loennechen
et al., 2002); e aumentos nos tempos de decaimento do transiente de [Ca®*];, assim como
do relaxamento celular (Holt et al., 1998; Wisloff et al., 2002; Bozi et al., 2013).
Contudo, ainda sdo mais estudos sdo necessarios para uma melhor interpretacdo das
alteracdes observadas no VD no presente estudo.

Em estudo recente neste modelo, Lavorato (2014) demonstrou que o IM
promoveu aumento na amplitude de contracéo e do transiente de [Ca*]; no VE, assim
como demonstrado no VD no presente estudo. O comprometimento cardiaco
ocasionado pelo IM no VE provavelmente aumentou o trabalho do VD e fez com que as
células dessa camara fossem sobrecarregadas.

As alteragdes decorrentes do IM na contratilidade e no transiente de [Ca*?]; sdo
causadas por prejuizos na sinalizacdo do Ca®* (Su et al., 2001), sendo que ocorre
alteracdes na expressdo de proteinas responsaveis pela manutencdo dos niveis
citosélicos do Ca*, tais como reducio na expressio da Ca*? ATPase do RS (SERCA2)
(Wisloff et al., 2002; Guo et al., 2003; Ahlers et al., 2005; Sallinen et al., 2007;
Mackiewicz et al., 2008), do NCX (Gupta et al.; 2000; Wisloff et al., 2002; Sallinen et
al., 2007) entre outras. Esse mecanismo talvez tenha influenciando de alguma forma o
AEC no VD, sendo que, possivelmente, alteracdes nas proteinas reguladoras do
contetido de Ca** no citosol aumentaram a amplitude de contragdo e do transiente global
de [Ca*¥]i.

7.5.2 Efeitos do protocolo de exercicio

O protocolo de treinamento fisico adotado no presente estudo reduziu tanto a

amplitude de contragdo quanto o tempo para 50% do relaxamento celular, sem afetar o
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tempo para o pico de contragdo. Em relacdo ao transiente de [Ca®*]i, o treinamento
aumentou o tempo para o pico do transiente, sem afetar a amplitude e nem o tempo para
50% de decaimento.

Sabe-se que o exercicio fisico regular promove importantes adaptacGes
cardiovasculares em nivel celular na condi¢do de IM. Por exemplo, Bozi et al. (2012)
encontrou aumento da amplitude de contracdo e velocidade méxima de contracdo e
relaxamento em midcitos do VE em resposta ao exercicio prévio ao IM. Em estudo
similar, Lavorato (2014) encontrou aumento da amplitude do transiente de célcio e
reducdo do tempo de contracdo e relaxamento celular em midcitos do VE. Assim, 0s
presentes dados sugerem que a reducdo da amplitude de contracdo nos midcitos do VD
pode ter ocorrido em funcdo de uma menor sobrecarga, oriunda de uma resposta
positiva dos midcitos do VE ao treinamento aplicado. O aumento na eficiéncia na
camara esquerda com o treinamento apds o IM exigiu menos do aparato contrétil do
VD.

Da mesma forma, a resposta positiva do treinamento sobre o tempo de contracéo
celular é explicada pelas alteracdes nas proteinas reguladoras do Ca®* celular (Ex.
aumento da expressdo da SERCAZ2a) (Carneiro-Junior et al., 2013). Bito et al. (2010)
reportaram efeito positivo do exercicio em roda de corrida voluntéria, iniciado 24hs

ap6s IM, sobre a homeostasia do Ca®* durante a diéstole.
7.5.3 Efeitos da terapia com CTMs

A terapia com CTMs, isoladamente, reduziu a amplitude de contracdo e o tempo
para 0 pico de contracdo, sem afetar o tempo para o relaxamento celular. No que tange
ao transiente de [Ca®'];, a terapia celular reduziu a amplitude, aumentou o tempo para o
pico e o tempo para 50% de decaimento.

Acredita-se que a terapia celular com CTMs tenha melhorado a fungédo contratil
do VE, conforme demonstrado por Lavorato (2014). Assim, € possivel que a melhora do
VE tenha sido suficiente para equilibrar a demanda do VD, em nivel celular, o que fica
evidenciado pela menor amplitude de contragdo celular e amplitude do transiente de

[Ca®"];, sem prejuizo da funcdo ventricular.
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A terapia celular parece ter tido importante papel nos resultados encontrados.
Mesmo com a auséncia de CTMs no coragdo, pois foram encontradas apenas nos
pulmdes, essas possuem a capacidade de atuar a distancia pela secrecdo de fatores de
crescimento e citocinas, sendo que 0s exossomos tem atraido muito a atencdo dos
pesquisadores. Exossomos sdo pequenas vesiculas extracelulares que sdo secretadas por
diferentes tipos celulares e contém RNAs e proteinas que podem afetar varias fungdes
bioldgicas. Tem sido demonstrado que os exossomos derivados das CTMs reduzem o
tamanho do 1M, diminuem o estresse oxidativo e morte celular em modelo experimental
de IM ou mesmo em lesdo por reperfusao cardiaca (Lai et al., 2010; Arslan et al., 2013).
Assim, as CTMs, através de mecanismos como contato célula com célula ou mesmo
através da producdo de fatores sollveis, como 0s exossomos, cria um ambiente que
suprime a producdo de ROS (espécies reativas de O;) por neutrofilos, polariza
mondcitos/macréfagos em direcdo a um fendtipo de ativacdo/anti-inflamatério, inibe a
proliferacdo e geracdo de células T efetoras e contribui para 0 aumento no nimero de
células T regulatorias. Como resultado, as CTMs previnem o remodelamento adverso
no VE promovendo angiogénese e melhorando a fun¢do cardiaca (Saparov et al., 2013).

Tem sido postulado que no sistema nervoso as CTMs sdo capazes de fazer
reparacdo ndo somente através de substituicdo celular como também providenciar
suporte tréfico e imunomodulatério para mecanismos de reparo endégeno (Martino et
al., 2011). Esse tipo celular possui caracteristicas Unicas e que usam mecanismos
distintos de interagdo com o ambiente e com 0s mecanismos regenerativos (Chicha et
al., 2013).

No entanto, os resultados inesperados para 0 aumento no tempo para 0 pico e o
tempo para 50% de decaimento do transiente de [Ca’']i ainda permanecem

inconclusivos e, dessa forma, sdo necessarios mais estudos.
7.5.4 Efeitos da associagdo exercicio e terapia com CTMs

No presente estudo, a associacdo da terapia com CTMs com o treinamento
aerobio ndo afetou a amplitude de contracdo celular dos cardiomiocitos do VD.
Todavia, esta associacdo reduziu a amplitude, sem afetar os tempos para 0 pico e 0

tempo para o decaimento do transiente global de [Ca*'];. Isto pode ter sido ocasionado
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por uma melhora da sensibilidade dos miofilamentos ao Ca**, o que por sua vez, pode
ocasionar melhoras no aparato contratil muscular do coragdo. Porém, este pardmetro
ndo foi avaliado no presente estudo.

Lavorato (2014) reportou que a associacao do treinamento fisico e a terapia com
CTMs reduziu o tempo para o0 pico de contragcdo e aumentou a amplitude do transiente
de [Ca?']; em miécitos do VE de ratos com IM. Isso pode auxiliar na explicagdo da
adaptacdo encontrada no presente trabalho, visto que um melhor funcionamento do VE
pode otimizar o trabalho do VD.

No entanto, é plausivel considerar que outras estratégias de terapias celulares,
tais como diferentes tempos de administragdo celular pds IM e diferentes concentracoes
celulares injetadas e formas de infusdo podem surtir efeitos diferentes dos observados
no presente estudo. Outro aspecto importante € o protocolo de treinamento adotado,
talvez outras intensidades e outros tempos de inicio pés IM poderiam ter potencializar o
efeito terapéutico das CTMs.

Diante dos resultados aqui apresentados, a associacdo dos tratamentos ndo afetou
0s parametros avaliados. Assim, a hipotese deste estudo de que a associa¢do dos
tratamentos poderia potencializar seus efeitos a morfologia e fungdo do VD, assim
como a morfologia e propriedades mecénicas de cardiomidcitos isolados do VD de ratos

com IM experimental no VE foi negada.
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8 CONCLUSAO

Os dados do presente estudo permitem concluir que:

a) nenhum dos trés fatores avaliados no presente estudo (infarto no VE,
treinamento fisico ou terapia com CTMs) causa efeitos sobre a morfologia estrutural ou
dos midcitos isolados do VD;

b) o infarto experimental no VE promove comprometimento tecidual do VE
(30%) e deteriora a funcdo do VD (reducdo da TAPSE). O infarto experimental no VE
aumenta a amplitude e reduz os tempos para o0 pico e para 50% de decaimento do
transiente de [Ca?*]; em miécitos isolados do VD;

c) o protocolo de treinamento fisico usado, de maneira isolada, reduz a area
infartada no VE (21%), melhora da funcdo do VD (aumento da TAPSE), aumenta a
amplitude de contracédo celular e reduz o tempo para 50% do relaxamento em midcitos
isolados do VD. Em relagdo ao transiente de [Ca?*];, o treinamento fisico aumenta o
tempo para o pico do transiente;

d) a terapia com CTMs usada, de maneira isolada, reduz o percentual de area
infartada no VE (15%), melhora a funcdo cardiaca do VD (SED IM CT vs SED IM),
reduz a amplitude e o tempo para o pico de contracdo celular, bem como diminui a
amplitude do transiente e aumenta os tempos para 0 pico e para 50% de decaimento do
transiente de [Ca*]; em mi6citos isolados do VD; e

e) a associacdo das terapias (treinamento fisico e CTMs) exerce efeitos sobre 0s
parametros avaliados (tamanho do infarto no VE, a func¢do do VD, a contratilidade e o

transiente de [Ca*]; midcitos isolados do VD).
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