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RESUMO

Abad CCC. Efeitos do treinamento fisico continuo ou intervalado em um modelo experimental
de dislipidemia e isquemia miocardica [Tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade
de Sao Paulo; 2013.

O infarto do miocardio (IM) é a doenca cardiovascular que mais causa morte e invalidez em
todo o mundo. O uso de animais experimentais tem auxiliado a compreender melhor a
fisiopatologia e as formas de tratamento do IM. Sabendo que as dislipidemias estdo associadas
com o IM e que o treinamento fisico pode ser prescrito para prevencdo e tratamento de doengas
cardiovasculares, no presente trabalho, investigamos os efeitos de dois tipos de treinamentos
fisicos em um modelo experimental de dislipidemia e isquemia miocardica. Camundongos
selvagens (WT) e knockout para o receptor LDL (LDL-/-) foram divididos em oito grupos: a)
LDLr-/- sedentario (LDL-S); b) LDLr-/- infartado sedentério (LDL-IM-S); c) LDLr-/- infartado
submetido a treinamento continuo (LDL-IM-C); d) LDLr-/- infartado submetido a treinamento
intervalado (LDL-IM-I); e) WT sedentario (WT-S); f) WT infartado sedentario (WT-IM-S); g)
WT infartado submetido a treinamento continuo (WT-IM-C); h) WT infartado submetido a
treinamento intervalado (WT-IM-I). Apds 60 dias da ligadura da artéria coronaria descendente,
o treino continuo constou de corrida a 60% do méaximo e o intervalado de 8 tiros de 4min a 80%
do maximo e recuperacdo de 4min a 40% do maximo. Nos animais WT infartados, ambos 0s
treinamentos aumentaram a tolerancia ao esforco e provocaram diminuigdo do balango simpato-
vagal e aumento do indice alfa em magnitudes semelhantes. O treinamento intervalado reduziu
0 ntmero de fibras do tipo Il em relagdo aos grupos WT-S e WT-IM-C, bem como reduziu a
quantidade de fibras do tipo 11-X em relacdo aos WT-S. A area de secgdo transversa das fibras
do tipo | foi maior no grupo WT-IM-1 do que no WT-IM-S e WT-S. A razdo capilar/fibra foi
maior nos animais do grupo WT-I do que no WT-S. A fragdo de ejecdo e a fracdo de
encurtamento foi menor no grupo LDL-IM-I em relacdo aos demais, mas sem diferencas entre
os grupos WT-S, WT-IM-C e WT-IM-I. Nos animais LDL-/-, o LDL foi maior ¢ 0 VLDL
menor no grupo LDL-IM-C em relacdo aos demais. O HDLtg(%) foi superior no LDL-C em
relacdo ao LDL-S. O HDLc (mg e %) do LDL-IM-I foi maior que o do grupo LDL-IM-C, sendo
que 0 HDLc (mg) do LDL-IM-I foi, ainda maior do que o grupo LDL-S. O triglicérides total foi
menor no grupo LDL-IM-C do que no LDL-S. Somente o grupo LDL-IM-I diminuiu a FC de
repouso em relacdo ao grupo LDL-IM-S. A PA diastolica foi menor no grupo LDL-IM-S em
relagdo ao LDL-S, enquanto que o grupo LDL-IM-1 apresentou PA diast6lica maior do que o
grupo LDL-IM-C. A variancia do intervalo de pulso foi maior no grupo LDL-S somente em
relacdo ao grupo LDL-IM-I. Em conjunto nossos resultados demonstraram que os animais LDL
possuem diferencas funcionais e fisiol6gicas importantes em relacdo ao WT, especialmente na
morfologia muscular, na hemodinamica e no controle autondmico. Que o IM acarretou prejuizos
em ambas as linhagens investigadas e que os dois tipos de TF atenuaram semelhantemente esses
prejuizos em grande parte das variaveis analisadas.

Descritores: Educacdo fisica e treinamento; Infarto do miocardio/fisiopatologia; Camundongos
knockout/genética; Dislipidemias/metabolismo; Isquemia miocardica; Esforco fisico; Modelos
animais de doenca; Doengas cardiovasculares/prevencdo & controle; Exercicio.
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ABSTRACT

Abad CCC. Effects of continuous or interval physical training on an experimental model of
dyslipidemia and myocardial ischemia [Thesis]. S&o Paulo: "Faculdade de Medicina,
Universidade de Sdo Paulo"; 2013.

Myocardial infarction (MI) is a major cause of death and disability worldwide. The use of
experimental animals has supported to better understand the pathophysiology and treatment
forms of myocardial infarction (MI). Knowing that the dyslipidemia associated with IM and that
physical training can be prescribed for prevention and treatment of cardiovascular diseases, the
present study investigated the effects of two types of physical training on an experimental model
of dyslipidemia and myocardial ischemia. Wild mice (WT) and LDL receptor knockout (LDL-/-
) were divided into eight groups: a) LDLr-/- sedentary (LDL-S), b) LDLr-/- myocardium
infarction sedentary (LDL-MI-S), ¢) LDLr-/- myocardium infarction submitted to continuous
training (LDL-MI-C), d) LDLr-/- myocardium infarction submitted to interval training (LDL-
MI-1), e) sedentary WT (WT-S); f) WT myocardium infarction sedentary (WT-MI-S); g) WT
myocardium infarction submitted to continuous training (WT-MI-C), h) WT myocardium
infarction submitted to interval training (WT-IM-1). After 60 days of descending coronary artery
ligation, the continuous training consisted of running at 60% of maximum, while the interval
training consisted of eight sprints of 4 min at 80% of maximum and a 4 min recovery at 40% of
maximum. In infarcted WT animals, both training programs increased exercise tolerance and
promoted decrease of sympathetic-vagal balance and increase of alpha index in similar
magnitudes. Nevertheless, the interval training reduced the number of type Il fibers in infarcted
WT animals compared to WT-S and WT-MI-C groups, as well as reduced the amount of fiber
type 11-X compared to WT-S. The cross-sectional area of the fiber type | was higher in the WT-
MI-1 animals than in WT-MI-S and S-WT groups. The reason capillary/fiber was higher in
group WT-I than in the WT-S. Ejection fraction and shortening fraction were lower in LDL-MI-
I compared to the others, but with no differences among the WT-S, WT-IMI-C and WT-MI-I
groups. About the LDL-/- animals, the LDL was higher and VLDL was lower in the group
LDL-MI-C in relation to the others. The HDLtg (%) was higher in LDL-C compared to LDL-S.
The HDLc (mg and %) of LDL-MI-I was higher than the LDL-MI-C group, and the HDLc (mg)
of LDL-MI-1 was even higher than LDL-S group. The total triglycerides was lower in LDL- MI-
C thanin LDL-S animals. Only in LDL-MI-I group the resting HR was decreased in comparison
to LDL-MI-S. The diastolic blood pressure was lower in LDL-MI-S in relation to LDL-S, while
the LDL-MI-I group presented a higher diastolic BP than the LDL-MI-C group. The pulse
interval variance was greater in LDL-S than in LDL-MI-1 only. In conclusion, our results
demonstrate that LDL animals have important functional and physiological differences
compared to WT, especially in relation to muscle morphology, hemodynamic and autonomic
cardiovascular control. Furthermore, Ml leads to damage in both investigated strains and the
two types of physical training attenuate similarly the impairment of most of the analyzed
variables.

Descriptors: Physical education and training; Myocardial infarction/physiopathology; Mice,
knockout/genética; Dyslipidemias/metabolism; Myocardial ischemia; Physical exertion; Disease
models, animal; Cardiovascular diseases/prevention & control; Exercise.



1. INTRODUCAO

As mudangas de habitos provocados pela vida moderna promoveu o
sedentarismo e desde os trabalhos pioneiros de Morris e Crawford (1958) verifica-se
associacdo entre inatividade fisica e doengas cronico degenerativas ndo transmissiveis

(DCDNT).

Entre todas as DCDNT a dislipidemia merece atengéo, pois tanto de forma
isolada quanto associada a outros fatores de risco ela esta fortemente associada com as
doencas cardiovasculares (DCVs) e acarreta enormes prejuizos socioecondémicos

(SIDNEY et al., 2013).

O infarto do miocérdio (IM) é a DCVs que mais causa invalidez e mortes em
todo o mundo (THYGESEN et al.,, 2012) e a maioria ocorre em consequéncia da
aterosclerose que por sua vez tem como fatores de risco tabagismo, diabetes,

hipertenséo e dislipidemia (CANTO et al., 2012).

A atividade fisica tem se mostrado efetiva na prevengdo das DCDNT, mas até a
década de 1950 ndo se acreditava que o treinamento fisico (TF) pudesse ser benéfico
para pacientes com DCVs. Somente a partir da década de 70 que a comunidade médica
reconheceu seus beneficios e o TF passou a fazer parte dos programas de reabilitacdo

cardiaca (GUIRAUD et al., 2012).

Em um programa de reabilitacdo cardiaca, a prescricdo de TF deve ser feita
individualmente a partir de uma avaliacdo médica e deve conter exercicios aerébicos, de

fortalecimento muscular e de flexibilidade (ARAUJO et al., 2004).



Tradicionalmente, recomenda-se exercicios aerdbicos, com movimentos
realizados por grandes grupamentos musculares, que sejam feitos de forma dinamica,
em baixa ou moderada intensidade e sem blogueio da ventilagdo (WILLIAMS et al.,

2007; GIADA et al., 2008).

Segundo o Colégio Americano de Medicina do Esporte (ACSM, 1998) um
programa efetivo de TF depende da combinagdo 6tima de seus componentes dos quais

destacam-se: tipo; intensidade; duragéo; frequéncia e progressao.

Pelo fato de a possibilidade de combinagdo dos componentes do TF ser
praticamente infinita, a prescricdo Otima de TF para as DCVs é uma tarefa quase
impossivel (BARBOUR & MILLER, 2008; MAC DONALD & CURRIE, 2009;
Vainionpaa et al., 2007). Além disso, ainda existe a necessidade de se investigar
potenciais riscos e reais beneficios de cada uma das combinagBes possiveis do TF

(CHICCO, 2008)

Recentemente, um estudo bastante elegante analisou o risco de evento
cardiovascular ap6s TF de alta e moderada intensidade e verificou risco baixo para

ambas as modalidades (ROGNMO et al., 2012).

Além do estudo supra citado, algumas meta-anélises e ensaios clinicos
controlados randomizados também tém apontado o TF de alta intensidade como uma
forma efetiva de reabilitagdo cardiovascular (TAYLOR et al., 2004; MUNK et al., 2009;

STOYLEN et al., 2012).

Estudos com experimentacéo animal também tém descrito efeitos benéficos do
TF de alta intensidade em cardiomiécitos (KEMI et al., 2005; WISLOFF et al., 2001;

ERICSSON et al., 2010), contudo, ainda ha uma lacuna na literatura sobre o efeito do



TF de alta intensidade em outras variaveis fisiologicas, especialmente em outros

modelos de DCVs como, por exemplo, dislipidemia e infarto do miocardio (IM).

O presente trabalho foi realizado considerando que a dislipidemia é o maior
fator de risco para desenvolvimento de doenca arterial coronariana (DAC); que a DAC é
a causa mais prevalente de IM e que o efeito de diferentes tipos de TF aplicados em um

modelo experimental de dislipidemia e IM é pouco explorado na literatura.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estilo de vida e Doengas Cardiovasculares

No inicio do século XIX a maioria das mortes ocorria por infeccdes e o
crescimento populacional era baixo. Com a melhora de saneamento béasico e o
desenvolvimento de vacinas, a mortalidade caiu e a expectativa de vida da populagéo é

cada vez maior (OKRAINEC et al. 2004).

Contudo, devido ao aumento populacional, a transicdo demogréfica, o
desenvolvimento tecnoldgico e a mudangas dos habitos da populacéo, a prevaléncia das

doencas hipocinéticas aumentou drasticamente nos ultimos anos (LEE et al., 2012).

Entre as doencas hipocinéticas que mais crescem a obesidade, o diabetes, a
hipertenséo e a dislipidemia merecem destaque, pois sdo importantes fatores de risco
para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares (DCVs) (LESSA, 2001; PEARTE
et al., 2006; PEARTE, 2006; MURRAY & LOPES 1997; ROGER et al. 2012;

HEIDENREICH et al. 2011).

A DAC se destaca entre todas as DCVs, pois dados recentes da Organizacéo
Mundial de Saide mostram que ela matou cerca de 7,3 milhGes de pessoas s6 em 2008
(MENDIS, 2011). No Brasil a DAC foi responsavel por mais de 100.000 6bitos em

2011 e € a causa mais comum de isquemia do miocardio (LABARTHE et al., 2012)



2.2 Aterosclerose

A aterosclerose é uma doenga cronica de origem multifatorial e relacionada a
respostas inflamatorias que ocorrem em resposta a agressdo endotelial, acometendo
principalmente a camada intima das artérias. A formag&o da placa aterosclerdtica inicia-
se com lesdo do endotélio devido a diversos fatores de risco como elevagdo de
lipoproteinas aterogénicas (LDL, IDL, VLDL, remanescentes de quilomicrons),
hipertensdo arterial ou tabagismo. Como consequéncia da disfungdo endotelial ha o
aumento da permeabilidade da intima as lipoproteinas plasméticas que favorecem sua
retengdo no subendotelio. Retidas, as particulas de LDL sofrem oxidacéo e tornam-se

imunogénicas (SPOSITO et al., 2007).

Quanto maior a quantidade de lipoproteinas no plasma, maior seré
concentragdo destas lipoproteinas na parede arterial iniciando o processo-chave da
aterogénese. Com a LDL oxidada, surgirdio moléculas de adesdo leucocitérias na
superficie endotelial que atrairdo mondcitos e linfocitos para a parede arterial. Induzidos
por proteinas quimiotaticas, os mondcitos se diferenciardo em macr6fagos no espago
subendotelial para captar as LDL oxidadas. A partir dai ocorrera a formagéo de células
espumosas que sdo as principais responsaveis pelas lesdes macroscopicas da

aterosclerose (HANSSON, 2005).

Mediadores da inflamacdo estimulardo a migragdo e proliferacdo das células
musculares lisas da camada media arterial que produzirdo citocinas, fatores de
crescimento e , matriz extracelular originando a capa fibrosa da placa aterosclerotica
que podera se romper. Este processo, também conhecido por aterotrombose, € um dos

principais determinantes das manifestagdes clinicas da aterosclerose e pode ter como



consequéncia final a sindrome corondria aguda manifestando-se como isquemia

silenciosa, angina instavel ou infarto do miocérdio (IM) (HAMM et al. 2011).

2.3 Infarto do Miocardio

O IM ¢ a maior causa de morte e invalidez em todo 0 mundo e apresenta graves
riscos para a ocorréncia de outros eventos cadiovasculares (THYGESEN et al., 2012;

ANAND et al., 2008).

Quando ndo fatal (morte stbita) o IM pode afetar ndo somente o sistema
cardiovascular, mas também todos o0s outros sistemas do corpo como renal,
hemostatico, enddcrino, imunoldgico, inflamatério, masculo esquelético e autonémico

(PIEPOLI et al., 2011).

KLEIGER et al. (1987) demonstraram que o risco relativo de morte 5,3 vezes
maior em pacientes infartados com variabilidade da frequéncia cardiaca (HRV) de 50ms

quando comparado com pacientes com HRV de 100ms.

LA ROVERE et al. (1998) também demonstraram que ndo somente a reducdo da HRV
(SDNN <70 ms), mas também uma reducdo na sensibilidade barorreflexa [BRS < 3.0
(ms.mm Hg-1)] poderia apresentar risco de mortalidade cardiaca de 3,2 e 2,8 vezes,

respectivamente.

Devido as variadas complicaces e ao enorme impacto para a saude publica
que o IM acarreta, torna-se essencial compreender sua fisiopatologia, pois a partir destas
informagBes se torna mais facil tracar estratégias de prevencdo, tratamento e controle

desta doenca.



Nos ultimos 30 anos, estudos experimentais tém contribuido ndo somente para
0 desenvolvimento de estratégias farmacoldgicas e ndo farmacoldgicas para o
tratamento do IM, mas também tem auxiliado a desvendar alguns dos mecanismos

responsaveis pelos prejuizos funcionais causados pelo IM.

2.4 Utilizagéo de Experimentagdo Animal

Em nosso laboratério, contatou-se que o IM promoveu desensibilizacdo
barorreflexa, reducdo da modulagdo parassimpética cardiaca e aumento da modulagéo

simpatica cardiovascular (MOSTARDA et al., 2010; RODRIGUES et al., 2013). Vale

Entre os diferentes modelos experimentais utilizados para compreensdo das
DCVs, incluindo o IM, os que mais se destacam sdo aqueles que passam por

manipulacdo dietética, por intervencéo cirlrgica e os geneticamente modificados.

Um destes modelos é o camundongo knockout para o receptor LDL (LDL-/-)
que foi desenvolvido por Ishibashi et al. (1993) cuja auséncia do receptor LDL nesses
animais impede a absor¢do hepética de colesterol e os torna hipercolesterolémicos.
(BESLER et al., 2012; Van CRAEYVELD et al., 2012; PERMAN et al., 2011). Deste
modo, sabendo que a dislipidemia é um importante fator de risco para desenvolvimento
de aterosclerose; que a aterosclerose é fator de risco para a DAC e que a DAC esté
fortemente associada com desenvolvimento de DCVs ele pode ser um bom modelo para
auxiliar na compreensdo da relagédo existente entre dislipidemia, aterosclerose, DAC e

IM (FUSTER et al., 2012).



Outro modelo bastante utilizado na literatura ¢ a cirurgia de ligadura da artéria
coronaria descendente & qual provoca os efeitos deletérios da isquemia (JOHNS et al.,
1954; MANN et al., 1988; KLOCKE et al., 2007; GAO et al., 2000). O evento
isquémico ativa processos de sinalizacdo inflamatorios que podem culminar em

disfuncéo cardiaca (VINCENT et al., 2013).

Retencdo de liquido com formacdo de edemas pulmonares, cardiacos e
hepéticos sdo bastante comuns em pacientes pos-infarto do miocardio e ocorrem gragas
as alteragcBes do sistema renina angiotensina aldosterona e outros sistemas neuro-

humorais (De SMET et al., 2003.

O deposito de fibras de colageno tipo | e tipo Il advindas do processo de
cicatrizacdo do miocérdio em conjunto com as alteragdes do transiente de célcio, da via
beta-adrenérgica, das proteinas contrateis, da apoptose celular levam a hipertrofia
cardiaca excéntrica patolégica aumentam o peso do coracdo, geram remodelamento

ventricular e disfuncéo ventricular (VILAHUR et al., 2011).

Apos o IM, cronicamente 0 aumento do estresse oxidativo em conjunto com a
disfuncdo endotelial e com a rarefacdo capilar, contribuem negativamente para o
processo de degeneragdo muscular e aumenta a intolerancia ao esfor¢o provenientes do

IM (RUSH et al., 2005)

O tratamento do IM depende do diagndstico, do estagio da doenca e dos sinais
e sintomas de cada paciente. A partir do diagnostico poderdo ser feitas intervencdes
cirirgicas ou ndo cirdrgicas as quais poderdo estar ou ndo associadas ao tratamento

farmacoldgico (ARONOW WS., 2007).



Uma estratégia ndo farmacoldgica amplamente utilizada para reabilitacdo de
pacientes com IM é a prética de TF. Com ele, é possivel ndo apenas impedir ou reverter
os efeitos deletérios do IM, mas também controlar outros fatores de risco para DCVs

como, por exemplo, a dislipidemia.

2.5 Treinamento Fisico e Infarto do Miocardio

Apesar de os primeiros estudos (MORRIS et al., 1953) que verificaram
associacdo entre sedentarismo e prevaléncia de DCVs datarem o final da década de 50 o
TF s6 se consolidou na reabilitagdo cardiaca no inicio da década de 80 depois dos
achados de LEE et al. (1979), CONN et al.,(1982), SULLIVAN et al. (1988) e COATS

et al. (1990) que verificaram efeitos benéficos do TF em pacientes cardiopatas.

Devido as evidéncias de melhora na qualidade de vida, reducdo do indice de
internagéo, diminui¢do da mortalidade, melhora da funcéo dos linfocitos, da capacidade
funcional, da reducdo da miopatia esquelética, recuperacdo do balan¢o autonémico, do
perfil neurohumoral e redugéo das re-hospitalizagcdes, CHUNG et al., 2011; TABET et
al. 2009; BELARDINELLI et al. 1999; EMTER et al. 2005; BATISTA et al., 2008;
NUNES et al. 2008), atualmente o TF tem sido recomendado pelas principais
instituicOes relacionadas ao tratamento e prevengdo das DCVs (PIEPOLI et al. 2011;
DICKSTEIN et al. 2008; WILLIAMS et al., 2007; ROGNMO et al. 2004;
WARBURTON et al, 2005; LIBONATI et al. 2005; AMUNDSEN et al.

2008;WESTHEIM e RISBERG 2008; NILSSON et al. 2008).

O TF também € capaz de proporcionar modificagdes favoraveis em diferentes

sistemas corporais tanto em humanos quanto em animais que apresentam DCVs.
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Estudos de nosso laboratério demonstram que o TF pode atenuar os prejuizos
causados pelo IM, pois melhora a modulagdo autondmica cardiovascular, aprimora a
funcdo cardiaca, aumenta a tolerdncia ao esforco e reduz a mortalidade (JORGE et
al.,2011; RODRIGUES et al., 2012; BARBOZA et al., 2012). De modo geral, a
prescricio de TF recomendada nos programas de reabilitacdo cardiaca envolve
atividades predominantemente aerdbicas, realizadas com grandes grupos musculares,
em intensidade leve a moderada, duragdo de moderada a longa e pelo menos trés vezes
na semana (EACPR - European Association of Cardiovascular Prevention and

Rehabilitation Committee for Science Guidelines, 2010; MEZZANI et al., 2012).

Contudo, sabendo que a aderéncia também é um problema para pacientes em
programas de reabilitacdo cardiaca, estudos mais recentes tém demonstrado que o TF
realizado com menor duragdo e maior intensidade apresenta beneficios superiores ao TF
tradicional (MAIORANA, 2012 ; MOHOLDT, et al., 2012; WISL@FF, et al., 2007).
Além disso, ao contrario do que se esperava o TF de alta intensidade tem se mostrado

tdo seguro quanto o TF tradicional (ROGNMO, et al., 2012).

Apesar de os achados na literatura mostrarem efeitos positivos do TF na
reabilitacdo cardiaca, sua prescricdo ainda é bastante questionada j& que ndo héa
consenso sobre a combinacgdo ideal dos principios que regem a prescricdo de exercicios
para estes pacientes. Isso porque o TF depende de fatores como tipo (dindmico ou
estatico), intensidade (leve, moderado ou intenso), frequéncia (uma a sete vezes por
semana), duracdo (curta, média ou longa), volume, densidade, meios (local) e métodos
(continuo, descontinuo, intervalado, fart-lack, crescente ou decrescente) e, portanto, a
prescricdo 6tima de TF para as DCVs é uma tarefa quase impossivel (BARBOUR e

MILLER, 2008; MACDONALD e CURRIE, 2009; VAINIONPAA et al., 2007).
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Pelo exposto, a literatura ainda ndo apresenta consenso sobre qual seria o tipo,
a intensidade, a duracéo, a frequéncia e o intervalo 6timos para a obten¢éo dos melhores
beneficios associados ao baixo risco de acometimento cardiaco durante o TF de

pacientes infartados ou com outras DCVs.
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3. JUSTIFICATIVA

A partir de nossa revisdo literaria fica evidente que os animais LDL-/-
apresentam diferencas quanto ao perfil lipidico em relagdo ao wild type selvagem
C57BI/6J (WT). Além disso, sabendo que os LDL-/- possuem dislipidemia, eles podem
apresentar sinais e sintomas diferenciados dos WT quando submetidos & cirurgia de
ligadura da artéria coronéria descendente. Por fim, sabendo que o TF pode ser uma
ferramenta ndo farmacoldgica para prevencéo e tratamento de dislipidemias e do 1M,
investigar seus efeitos em um modelo experimental de dislipidemia e isquemia
miocérdica podem auxiliar tanto na compreensdo da fisiopatologia do IM quanto no

papel do TF como estratégia ndo medicamentosa de tratamento.



13

4. OBJETIVOS

1 - Analisar massa corporea, tolerancia ao esforco, respostas hemodinamicas,
modulacdo autondmica cardiovascular, funcdo cardiaca, perfil lipidico e morfologia do
musculo esquelético de camundongos wild type selvagens C57BL/6J (WT) e knockouts

para o receptor LDL (LDLr-/-);

2 — Verificar os efeitos provocados pelo IM em camundongos LDLr-/- e WT,;

3 — Verificar o efeito do treinamento fisico continuo ou intervalado em camundongos

infartados wild type selvagens C57BL/6J (WT) e knockouts para o receptor LDL (LDLr-

I-).
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5. MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os principios éticos
de experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) (www.cobea.org.br), sendo o projeto referente a esta tese de doutorado
aprovado pela comissdo de ética CAPPesq da diretoria clinica do Hospital das Clinicas

em 12 de Novembro de 2009 (Protocolo 0944/09).

5.1 Animais

Utilizamos camundongos machos da linhagem C57/BL6 (WT) e knockout para

receptor LDL (-/-).

Os animais WT foram provenientes do Biotério Central da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo (FMUSP) e as matrizes dos camundongos
LDLr-/- (ISHIBASHI et al., 1993, foram adquiridas comercialmente do Jackson
Laboratory (Bar Harbor, Maine, EUA) e gentilmente fornecidas pelo Laboratério de

Lipides (LIM-10) da Faculdade de Medicina da USP.

Os animais de ambas as linhagens foram mantidos no Biotério do Laboratdrio
da Divisdo de Experimentacdo Animal do Instituto do Coracdo (InCor-FMUSP) com
temperatura controlada entre 22 + 2°C, em ciclo claro-escuro 12:12 horas, recebendo

agua e racdo comercial “ad libitum”.
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5.2 Grupos Experimentais

Foram estabelecidos oito grupos experimentais, quatro com animais C57/BL6

(WT) e quatro com a linhagem LDL-/-, sendo eles:

a) WT sedentario (WT-S)

b) WT infartado sedentario (WT-IM-S)

C) WT infartado submetidos a treinamento continuo (WT-1M-C)

d) WT infartado submetidos a treinamento intervalado (WT-IM-1)

e) LDLr-/- sedentério (LDL-S).

f) LDLr-/- infartado sedentério (LDL-IM-S)

Q) LDLr-/- infartado submetidos a treinamento continuo (LDL-IM-C)

h) LDLr-/- infartado submetidos a treinamento intervalado (LDL-IM-I)

5.3 Sequéncia Experimental

A fase experimental iniciou-se quando os animais completaram 8 semanas de
idade (dia 1 do seguimento) com peso inicial entre 25 e 30 gramas. A partir de entéo, 0s
animais foram divididos em 8 grupos para inicio dos experimentos descritos abaixo

(Tabelal).



Tabela 1. Sequéncia experimental realizada no estudo.

Evento Dia
Infarto do miocardio 1
Ecocardiograma 60
Adaptacéo a esteira 63 a 66
Teste de Esfor¢co Méximo 67
Teste Tempo Limite e Prescrigdo do Treinamento 69
Inicio do Protocolo de Treinamento 70
Reavaliagdo para ajuste de carga 95
Término do treino 123
Ecocardiograma 124
Canulacéo 125
Avaliagdes hemodinamicas e autondmicas 129
Determinagdo das concentragdes sanguineas de lipideos circulantes 131

Eutanésia e preparacdo dos tecidos 131
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5.4 Peso Corporal

A medida de peso corporal foi realizada semanalmente sempre todas as

segundas-feiras pela manha.

5.5 Infarto do miocardio

Para a realizagdo do infarto do miocérdio, os animais foram anestesiados com
ketamina (0,05 mg/100g, via IP) e xilazina (0,025 mg/100g, via i.p.), intubados e
colocados em ventilagcdo mecanica. Apds toracotomia no 3° espaco intercostal esquerdo
foi induzido o infarto do miocardio pela ligadura da artéria coronaria esquerda com um
fio prolene 7-0 (Figura 1). Para analgesia dos animais foi ministrada 0,5mg/kg de
morfina subcutanea imediatamente ap6s a cirurgia e nas 24, 48 e 72 horas subsequentes

(MINAMI et. al., 2009).

A realizacdo bem-sucedida do infarto foi verificada pela observacdo do
desenvolvimento de uma cor palida no miocérdio distal logo apds a ligadura (GAO et

al., 2000)

A mortalidade ap6s o procedimento cirurgico foi de aproximadamente 15%.

Figura 1: Inducdo do infarto agudo do miocardio por ligadura da artéria coronaria

esquerda.
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5.6 Ecocardiograma

Os exames foram realizados por um Unico observador e em cada exame foi
coletado um total de cinco medidas para cada varidvel, sendo calculados posteriormente
meédia e desvio padrdo da média dessas medidas. O exame foi realizado com os animais
anestesiados com sevoflurano (0,5- 2% por I/min de O,) e apds a sedacdo 0s animais
foram colocados em dectbito dorsal, em uma mesa cirlrgica apropriada para o

posicionamento do transdutor no hemitdrax esquerdo do animal.

Foi utilizado o equipamento SEQUOIA 512 (ACUSON Corporation, Mountain
View, CA), com transdutor de 14 MHz e as imagens foram feitas a uma frequéncia de
14,0 MHz, para otimizagédo da resolucdo. Para registro das imagens foi utilizado gel de
transmissdo para ultra-som de viscosidade média/alta (General Imaging Gel, ATL.
Reedsville, USA). As imagens foram armazenadas em midia de DVD para posterior

analise.

A funcéo sistdlica foi avaliada pela fracdo de encurtamento (FS%) e ejecéo
(FE%) pelo método Simpson modificado que se mostra mais fidedigno em coracdes
infartados. Este procedimento feito tanto na diastole como na sistole e os respectivos
volumes (diastélico e sistélico) foram obtidos para o calculo da fragdo de ejegdo: FE =

(volume diastdlico final — volume sistélico final / volume diastélico final) x 100%.

A regido de infarto foi delimitada de acordo com a cinética das paredes do
miocérdio, avaliadas pelas janelas ecocardiogréficas longitudinal paraesternal direita,
transversal (ao nivel dos musculos papilares) e apical (2 e 4 cémaras). Regides
hipocinéticas (espessamento sistolico abaixo do normal), acinéticas (auséncia de

espessamento durante a sistole) e discinéticas (movimentacdo paradoxal durante a
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sistole) foram consideradas como infartadas. A &rea de infarto foi delimitada pela razéo
destas regides com a area total das paredes miocérdicas do VE conforme recomendagéao
de Moisés et al., (2000), que demonstraram altissima sensibilidade e especificidade para
a delimitacdo da area de infarto do miocéardio em ratos e 100% de confiabilidade em

comparacao a estudos anatomopatolégicos.

Todas as medidas seguiram as recomendagbes da Sociedade Americana de

Ecocardiografia (REEVES et. al., 2007).

O exame ecocardiogréfico foi realizado 24 horas ap0s a cirurgia, 60 dias apos a

cirurgia (pré-treino) e 120 dias ap0s a cirurgia (pos-treinamento).

No procedimento de ecocardiograma, a mortalidade foi de aproximadamente
de 20 % e os animais que apresentaram a FE inferior a 25% foram excluidos do

protocolo.

5.7 Adaptacdo a esteira e teste maximo

Os animais foram adaptados a esteira ergométrica por 3 dias consecutivos com
corrida continua de 10 min a 0,03km.h™ sem inclinagdo da esteira. 72 horas apds
periodo de adaptacdo os animais iniciaram o teste progressivo por estagio com a esteira
em 0°, velocidade inicial de 0,03km.h™ e incrementos de 0,03km.h™ a cada 3 min até
exaustdo. O critério utilizado para a determinacdo da exaustdo do animal e interrupgéo
do teste foi 0 momento em que 0 mesmo n&o foi mais capaz de correr na raia da esteira

mediante o incremento de velocidade (HEEREN et. al. 2009; FERREIRA et. al. 2010).
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5.8 Prescricgéo do treino

A partir dos resultados do teste maximo e do teste de tempo limite foram
prescritos os protocolos de treino. Um deles constou de carga constante a 60% da
velocidade maxima e outro de 8 tiros a 80% da velocidade maxima com duragdo de
4min e com recuperagdo a 40% da velocidade méaxima também com duragdo de 4 min
(Figura 2). Com objetivo de manter a mesma carga media de treino, mesma distancia
percorrida e mesmo gasto calérico, ambos os protocolos iniciaram com duracéo total de

20 min e progrediram para 60 min.

O protocolo de treino teve duracdo de 8 semanas, mas na quarta semana havia
reavaliagdo do teste méximo e do tempo limite para os devidos ajustes de carga e nova

prescrigdo de treino.

1 1 100 H
Treino Continuo Treino Intervalado

90 %0

80 80

70 4 70
% 60 1 Treino x 60
£ £ 50
6\4 50 S
> w0 > a0
= Aauecimento S Aauecimento
X 30+ 30

Repouso Repouso
20 4 20
10 4 10
O T 1 0
1 11 21 31 41 51 61 71 81 91 101 1 1 21 31 4 51 61 71 81 91 101
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 2: Representacdo esquematica dos protocolos de treinamento (continuo e

intervaldo) em relacéo a carga do consumo méximo de oxigénio.
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5.9 Canulagédo

Os animais foram anestesiados com uma mistura de ketamina e xylazina e
mantidos em mesa cirdrgica aquecida (37° C) para colocacdo de cénulas na artéria
cardtida e na veia jugular para registro da pressdo arterial e da frequéncia cardiaca e
para a injecdo de drogas, respectivamente. Os camundongos anestesiados foram
colocados em decubito dorsal e utilizando-se de procedimentos assépticos e lupa
cirdrgica (surgical microscope — DFV — M90), foi realizada uma incisdo mediana na
regido cervical para separacdo da musculatura pré-traqueal para localizacdo da veia
jugular e da artéria carotida (Figura 3A). A partir dai foram implantadas canulas de
Tygon (0,05 mm de didmetro interno), com 3,0 cm de comprimento, soldadas a um
segmento de Cloreto de Polivinila (0,05 mm de diametro interno), com 4,0 cm de
comprimento e preenchidas com solucéo fisiologica heparinizada (20 Ul/ml) (Figura 3B
e C). A extremidade de cloreto de polivinila foi introduzida e fixada no vaso e a
extremidade de Tygon foi exteriorizada no dorso do animal na regido cervical e fixada
com fio de polipropileno (6-0) na pele (Figura 2D).

A mortalidade dos animais ap6s este procedimento foi de aproximadamente
5%.
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Figura 3. Exemplificacdo de canulacdo da artéria cardtida e veia jugular.(A=

localizacdo da veia jugular e a artéria carétida; B e C= implantacdo das canulas; D=

exteriorizagédo dorsal das canulas).

5.10 Registro hemodinamico

A pressdo arterial e a frequéncia cardiaca em repouso foram registradas por
pelo menos 20 minutos com o animal acordado e com livre movimentacdo apds o
mesmo ter estabilizado sua atividade exploratoria. Tais medidas ocorreram pelo menos
48 horas depois dos procedimentos cirdrgicos descritos acima. A canula arterial foi
conectada a um tubo de polietileno (PE-100) e este a um transdutor eletromagnético
(Statham, modelo P23Dd) que, por sua vez, foi conectado a um amplificador (General
Purpose Amplifier, Stemtech, Inc., USA). O sinal analégico do pulso de pressao arterial
foi convertido para digital por uma placa de conversdo analégico-digital de 10 bits
(CODAS, Dataq Instruments, USA) e em seguida, foi registrado batimento-a-batimento
com uma freqiiéncia de amostragem de 4000 Hz por canal pelo programa Windaq®
(DataQ Instruments, Inc., Ohio, USA). Os dados digitalizados foram processados e

posteriormente analisados por uma rotina pré-programada (MATLAB 6.0, Mathworks
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Inc, Natick, MA) e transferidos para o Excel (Microsoft Co.; USA) conforme

estudos prévios de nosso laboratério (SOARES, et al., 2004)

5.11 Avaliagao da modulagéo autondmica

5.11.1 Variabilidade da frequéncia cardiaca

A partir dos registros do intervalo de pulso obtidos pelo pico de presséo arterial
sistélica de cada batimento obteve-se o tacograma. Para essa anélise foram utilizados
registros estaveis de, no minimo, 5 minutos com uma frequéncia de amostragem de
4.000 Hz. Também dois componentes foram obtidos na andlise espectral: baixa
frequéncia (LF, 0,10-1,00 Hz) e alta freqténcia (HF, 1,00 a 5,00 Hz). Os dados foram
expressos em unidades normalizadas (n.u.) e o componente LF foi usado como indice
da modulagdo simpética e o componente HF foi usado como um indice da modulago
parassimpética. A relacdo entre LF/HF foi utilizada como indicador do balango simpato-

vagal (TASK FORCE, 1996).

5.11.2 Variabilidade da presséo arterial

A partir do registro basal dos animais acordados foi possivel utilizar a
ferramenta de anélise tempo-frequiéncia da variabilidade da pressdo arterial sistdlica. No
dominio do tempo a variabilidade da pressdo arterial sistélica foi quantificada pela

media do desvio padréo.

A analise no dominio da freqliéncia ocorreu pela decomposicdo do sistograma
pela Transformada Répida de Fourier e apds esse ajuste matematico foi obtida a

poténcia absoluta da banda de baixa frequéncia (LF, 1 - 5 Hz) (TASK FORCE, 1996).
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5.12 Determinacdo das concentragdes sanguineas de lipideos circulantes

Os kits enziméticos colorimétricos para a determinacdo de triglicérides (TG) e

colesterol total (CT) foram obtidos da Labtest do Brasil.

O perfil das lipoproteinas (LP) plasmaticas (LP de muito baixa densidade —
VLDL,; LP de baixa densidade — LDL; LP de alta densidade — HDL) foi determinado
por cromatografia liquida para determinacdo répida de proteinas (FPLC - fast protein
liquid chromatography). Aliquotas de plasma (100 uL) foram injetadas em coluna de
superose 6 HR 10/30 (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia). O plasma foi eluido em
fluxo constante de 0,5 mL.min™, com tampé&o Tris (Tris 10 mM, NaCl 150mM, EDTA 1
mM e NaN3 0,03%), pH 7,4 sendo coletadas as fracGes de LP para determinacdo do

contetdo de CT e TG (ROCCO, et al., 2011)

5.13 Eutanésia

Apobs o término do protocolo experimental, os animais foram anestesiados com
ketamina (0,05 mg/100g, via IP) e xilazina (0,025 mg/100g, via i.p.) e posteriormente

submetidos a perfuséo com solucéo fisioldgica 0,9%.

5.14 Determinacdo do Fenotipo, Area de Seccdo Transversa (AST) e Razdo

Capilar-Fibra do Musculo Esquelético Séleo.

Para a avaliacdo dos diferentes tipos de fibras musculares e capilarizagdo no

musculo soleo, foi realizada por meio da técnica de histoquimica para miosina ATPase
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apds pré-tratamento no pH 10.3. Os musculos foram extraidos cuidadosamente e
colocados pela regido tendinosa em uma mistura de Tissue-Tek® com goma para
manter o tecido na posicdo correta pré-congelamento, em seguida, os tecidos foram
mergulhados em isopentano resfriado, um crioprotetor que evita artefatos nas amostras.
Posteriormente foram congelados em nitrogénio liquido, onde foram mantidos até que
os cortes (espessura 10 um) fossem realizados. Apds 0s cortes serem processados no pH
10,3, a captura das imagens para avaliar tipagem e &rea de secgdo transversa dos
diferentes tipos de fibras foi realizada com magnificacdo de 200x e objetiva de 20x
(Fig.4). A capilarizacdo foi realizada em magnificacéo de 400x objetiva de 40x (Fig.4).
O registro das imagens foi realizado em computador acoplado a um sistema de video
por meio de um programa de captura e analise de imagens (Leica Qwin, Bensheim-
Alemanha). Para analise das fibras e capilarizacdo foi utilizado o programa Image pro-
plus Demo e considerado a partir do maximo de numeros de campos contados para cada

animal (HAMALAINEM & PETTE, 1993

Na Tabela 2 e Figura 4, podemos observar destacado na cor branca as fibras do
tipo I, pretas tipo 1A, na escala de cinza escuro as fibras intermediérias e os capilares

indicados pelas setas.

A anélise da AST foi realizada através do programa Axio Vision Rel 4.6 e em

média foram analisadas 50 fibras por animal dos tipos I e IIA (Figura 5).
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Tabela 2. Classificacdo dos diferentes subtipos de fibras musculares na escala de

coloracgdo atribuida para cada tipo de fibra no pH 10.3.

FIBRAS Ph10.3

1A

Intermediaria

Capilar

Figura 4. Exemplo de corte histélogioco transversal do mdsculo sdleo corado através
da reacdo miosina ATPase, preincubado no pH 10.3. As setas indicam 0s vasos
sanuineos. 1= Fibra tipo | (oxidativa); Int = fibra de transicdo; IIA = fibra tipo lIA

(glicolitica).
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Figura 5. Representacdo esquematica da analise de AST dos diferentes tipos de fibras.
Contorno verde feito na fibra tipo I; contorno amarelo feito na fibra tipo 1. A régua
representa a escala de 50um e os nimeros correspondem a area de cada respectiva fibra
avaliadas em pm?.

6 TRATAMENTO ESTATISTICO

Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média (X + EPM).

Para comparar variaveis mensuradas mais de uma vez ao longo do protocolo
utilizamos a ANOVA para medidas repetidas. Para comparar os animais LDL-/- e WT
utilizamos o Test t ndo-pareado de Student. Para verificar o efeito do IM e do TF
utilizamos a analise de variancia a dois fatores (ANOVA two-way) com post-hoc de

Tukey. Em todas as circunstancias erro alfa adotado foi de 5% (P<0,05).
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7. RESULTADQOS

O presente trabalho teve por objetivo descrever a caracterizagdo do modelo de
hipercolesterolemia em relagdo ao wild type C57BI/6J. Adicionalmente avaliamos o
efeito do infarto do miocérdio nestas duas linhagens e por fim investigamos o efeito de
dois tipos de treinamento fisico na massa corporea, tolerdncia ao esforco, respostas
hemodindmicas, modulagdo autondmica cardiovascular, funcéo cardiaca, perfil lipidico
e morfologia do musculo esquelético de camundongos wild type selvagens C57BL/6J

(WT) e knockouts para o receptor LDL (LDLr-/-).

PARTE I — Efeitos do knockout do receptor LDL

7.1 Parte | — Diferenga entre WT e LDL
7.1.1Avaliacbes metabdlicas

Os animais iniciaram o protocolo experimental sem diferengas significantes na
massa corporal (WT-S: 29£0,6 e LDL-S: 26+0,69). Ao final da 8 semana o grupo WT
aumentou significantemente a massa corporal (WT-S: 30+0,6g) enquanto que 0 grupo
LDL-S ndo apresentou aumento significante (LDL-S: 25+0,6g) em relagdo & sua massa
corporea na fase inicial. Ao fazer a comparagdo entre os grupos na fase final do
protocolo, os animais LDL-S tiveram diminuicdo de massa corporal comparado ao

grupo WT-S (Figura 6).
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Figura 6. Massa corporal no inicio (pré) e ao final (p6s) do protocolo dos grupos wild
type sedentério (WT-S) e LDL sedentério (LDL-S). * p< 0,05 vs. WT-S, § p<0,05 vs.

pré.

As concentracg@es sanguineas de colesterol total expressas em mg foram menores
no grupo WT-S (101+3mg) em relagdo ao grupo LDL-S (344+11mg). O mesmo ocorreu
para as concentracdes de colesterol nas particulas de lipoproteinas. O WT-S apresentou

VLDLc (3+0,2 mg) menor que o grupos LDL-S (53+4 mg) (Figura 7).

O LDLc do grupo WT-S (14+0,3 mg) foi menor comparado ao grupo LDL-S

(178+8 mg) e o HDL do grupo WT-S (84+2 mg) foi menor que o do LDL-S (113+4

mQ).

O colesterol expresso em percentual também foi inferior nos animais WT-S em
relacdo aos LDL-S para o VLDLc% (0,7+£0,02 vs. 15,3+0,97) e para 0 LDLc%

(8,5£0,26 vs. 51,6+0,96), assim como foi maior para 0 HDLc% (92,2+2,8 vs. 33,1+1,7)

O valor total de triglicérides no grupo LDL-S (152+6 mg) foi maior em

comparagédo ao grupo WT-S (77+3 mg). Com excegdo do HDL-tg, expresso em valores
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absolutos (mg), ndo houve diferenga significante entre o grupo WT-S (5+£0,4 mg) e

LDL-S (5£0,5 mg)
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Figura 7. Concentracdo sanguinea de colesterol dos grupos wild type sedentério (WT-

S) e LDL sedentério (LDL-S). * p< 0,05 vs. WT-S.

Assim, o LDL-S (94+5 mg) apresentou maiores valores de VLDLtg comparado

ao grupo WT-S (61+4 mg). Na particula de LDLtg o grupo LDL-S (521 mg) teve

aumento de triglicérides em relacdo ao grupo WT-S (10+1 mg). Os triglicérides

expressos em percentual também foram inferiores nos animais WT-S em relacdo aos

animais LDL-S (VLDLtg%: 80+2 vs. 62+1; LDLtg%=:13£2 vs. 35£1; HDLc% : 7+0,4

vs. 3+0,3 respectivamente) (Figuras 8 e 9).
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Figura 8. FracOes de triglicérides nas lipoproteinas dos animais wild type sedentario

(WT-S) e LDL sedentério (LDL-S). * p< 0,05 vs. WT-S.
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Figura 9. Concentracdo sanguinea de triglicérides dos grupos wild type sedentéario

(WT-S) e LDL sedentério (LDL-S). * p< 0,05 vs. WT-S.



32

7.1.2 Teste de Esforgo

A tolerancia ao esforgo ndo apresentou diferenca significante intragrupo (pré vs.
pds) e nem entre 0s grupos WT-S em relagdo ao LDL-S nos respectivos momentos. O
grupo WT-S apresentou tolerancia ao esforco de 860+18s no inicio do protocolo e
840+34s no final. No grupo LDL-S a tolerancia ao esforgo inicial foi de 845+18s vs.

824+23 da fase final (Figura 10).
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Figura 10. Tempo atingindo no teste de esfor¢o méximo no inicio (pré) e ao final (pds)

do protocolo dos grupos wild type sedentario (WT-S) e LDL sedentério (LDL-S).
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7.1.3 AvaliagBes Ecocardiograficas

N&o observamos nenhuma diferenca entre os grupos em relacdo a fracdo de
encurtamento (WT-S: 31+1,9 e LDL-S: 2740,1%) (Figura 11) e em relagdo & fragdo de

ejecdo (WT-S: 5949,0 e LDL-S: 5510,1 %).

80
60
40

20

Fracdo de Ejecédo (%)

LDL-S LDL-IM-S

Figura 11. Fracdo de ejecdo dos grupos wild type sedentéario (WT-S) e LDL sedentario

(LDL-S).
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7.1.4 Avaliagdes Hemodinamicas

O grupo LDL-S apresentou maiores valores de pressdo arterial sistolica,
diastolica e média em relagdo ao grupo WT-S. Além disso, 0S grupos apresentaram

valores semelhantes em relag&o a frequéncia cardiaca (Tabela 3).

Tabela 3. Pardmetros hemodindmicos dos grupos wild type sedentario (WT-S) e LDL

sedentério (LDL-S).

WT-S LDL-S
PAS (mmHg) 119+2 127+2*
PAD (mmHg) 78+2 93+1*
PAM (mmHg) 87+4 105+7*
FC (bpm) 55419 545+18

Valores representando média + erro padrdo. Pressdo arterial sistélica (PAS), pressdo
arterial diastdlica (PAD), presséo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC). * p<

0,05 vs. WT-S.
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7.1.5 Avaliagdes Autondmicas

7.1.5.1 Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

O grupo LDL-S apresentou menor variancia do intervalo de pulso comparado ao

grupo WT-S (Figura 12, Tabela 4).

Os grupos foram semelhantes em relacdo aos valores absolutos das bandas de
baixa (LF) e de alta (HF) frequéncia do intervalo de pulso. Entretanto, quando
analisamos os valores normalizados, o grupo LDL-S apresentou reducdo do HF e
aumento do LF comparado ao grupo WT-S. Além disso, o balan¢o simpato/vagal

(Figura 13) foi maior no grupo LDL-S quando comparado ao grupo WT-S (Tabela 4).
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Tabela 4. Variabilidade da freqiiéncia cardiaca dos grupos wild type sedentério (WT-S)

e LDL sedentario.

WT-S LDL-S
VAR IP (ms%) 58+4 A4+4*
LF (ms®) 8+2 12+3
HF (ms?) 2245 1945
%LF (n.u.) 3142 41+2*
%HF (n.u.) 69+2 5942
LF/HF 0,5+0,05 0,7+0,06*

Valores representando média + erro padrdo. Variancia do Intervalo IP (VAR IP), baixa
freqiiéncia (LF), alta frequéncia (HF) e balango simpato/vagal (LF/HF) * p< 0,05 vs.

WT-S.
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Figura 12. Variancia do intervalo de pulso dos grupos wild type sedentario (WT-S) e

LDL sedentéario (LDL-S). * p< 0,05 vs. WT-S.

0’5

LF/HF
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Figura 13. Balanco simpato/vagal dos grupos wild type sedentario (WT-S) e LDL

sedentario (LDL-S). * p< 0,05 vs. WT-S.
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7.1.5.2 Variabilidade da Pressdo Arterial e indice alfa

O grupo LDL-S apresentou maiores valores de variancia da PAS, além de
apresentar maiores valores da banda de baixa frequéncia (LF) da PAS quando
comparado ao grupo WT-S. Além disso, o grupo LDL-S teve uma diminuicdo do indice
alfa, representativo da sensibilidade barorreflexa espontanea, em relagéo ao grupo WT-

S (Tabela5).

Tabela 5. Variabilidade da pressdo arterial sistolica e indice alfa dos grupos wild type

sedentéario (WT-S) e LDL sedentério (LDL-S).

WT-S LDL-S
VAR PAS (mmHg?) 12+4 32+10*
LF (mmHg?) 3+0,9 5+0,3*
indice alfa (ms/mmHg) 1,720.2 1,3+0.2*

Valores representando media + erro padrdo. Variancia da pressao arterial sistolica (VAR

PAS) e baixa freqliéncia da pressao arterial sistolica (LF). * p< 0,05 vs. WT-S.
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7.1.6 Avaliacéo das Fibras Musculares

O grupo LDL-S apresentou menor distribuicdo de fibras do tipo 1 (37%) e maior
distribuicao de fibras do tipo Il (59%) quando comparado ao grupo WT-S (Tipo I: 61%
e tipo 11: 34%). Além disso, ndo houve diferenca significante em relacdo a distribuicgéo

de fibras tipo X (WT-S: 4+£3 e LDL-S: 3+1 %) (Figura 14).
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Figura 14. Distribuicdo de tipagem de fibras dos grupos wild type sedentario (WT-S) e

LDL sedentéario (LDL-S). * p< 0,05 vs. WT-S.

A area de seccdo transversa das fibras do tipo | foi semelhante entre os grupos

(WT-S: 23048 e LDL-S: 247+10 um?). Em relacdo & area de seccdo transversa das
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fibras do tipo 1I, observamos uma diminuicdo no grupo LDL-S (208+3 pum?) em

comparago ao grupo WT-S (245+3 um?) (Figura 15).
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Figura 15. Area de seccio transversa das fibras do tipo | e do tipo Il dos grupos wild

type sedentario (WT-S) e LDL sedentario (LDL-S). * p< 0,05 vs. WT-S.

Né&o houve diferenga entre os grupos para razéo capilar fibra (WT-S: 2£0,1

e LDL-S: 1+0,2).
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7.2 -Parte 11 — Efeito do IM nos grupos WT e LDL.

7.2.1 Avaliacdes metabdlicas

Assim como na Parte 1 de nossos resultados, somente o grupo WT néo infartado
apresentou aumento significante da massa corporal ao longo do protocolo (29+0,69 pré
vs. 30+0,6g pds). O grupo WT infartado iniciou com 28+0,4g e terminou com 30+0,4g.
O grupo LDL ndo infartado apresentou 26+0,69 no inicio e 25+0,69 no fim do protocolo

e 0 grupo LDL infartado apresentou valores de 27+0,5g no inicio e 28+0,6g no final.

Os grupos WT e LDL infartados e nédo infartados iniciaram o protocolo

experimental sem diferencas significantes entre eles.

Comparando os grupos WT com e sem infarto no final do protocolo, ndo foram
observadas diferencas significantes entre eles e 0 mesmo aconteceu na comparagao
entre os grupos LDL com e sem infarto. Contudo grupo LDL n&o infartado apresentou
massa corporal reduzida (25+0,6g) em relagdo ao grupo WT infartado (30+0,4Q) e

também em relagdo ao ndo infartado (30+0,6g).
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Figura 16: Massa corporal dos grupos wild type sedentario (WT-S), wild type infartado
sedentéario (WT-IM-S), LDL sedentério (LDL-S) e LDL infartado sedentério. *p < 0,05

vs. WT-S, 1 p<0,05 vs. WT-IM-S; 8p<0,05 vs. WT-S pré.

7.2.2 Teste de Esforco.

A Figura 17 mostra a tolerancia ao esforgo dos grupos WT e LDL infartados e ndo

infartados nos momentos pré e pos protocolo de treinamento.

Ao comparar os diferentes momentos intragrupo somente os animais infartados
apresentaram queda de rendimento. Contudo, enquanto a queda de 13% no momento
pbs-treinamento ndo foi significante no WT-IM-S, no grupo LDL-IM-S a reducdo de

681+28s para 561+23s foi significante.

Comparando os grupos WT e LDL no momento pré-treinamento, verificamos que

ambos os grupos infartados apresentaram reducéo da tolerancia ao esfor¢o em relagéo
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aos grupos ndo infartados. O grupo WT infartado apresentou tolerancia ao esforgo de
616+27s e o LDL infartado de 681+28s enquanto que o grupo WT ndo infartado

apresentou toleréncia ao esforgo de 860+18s.

O grupo LDL sem infarto também apresentou tolerdncia ao esforco superior

(845+18,10s) aos grupos infartados (LDL-IM-S: 681+£28s e WT-IM-S: 616£275s).
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Figura 17. Capacidade fisica no inicio (pré) e ao final (p6s) do protocolo dos grupos
wild type sedentdrio (WT-S), wild type infartado sedentario (WT-IM-S), LDL
sedentério (LDL-S) e LDL infartado sedentario. * p< 0,05 vs. WT-S; @ p<0,05 vs. WT-

IM-S; 1 p<0,05 vs. WT-IM-S; §p<0,05 vs. WT-S pré.
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7.2.3 Avaliagdes Ecocardiogréficas

Ambos 0s grupos iniciaram o protocolo com tamanho de infarto entre 30 e 50%.
A funcéo cardiaca analisada pelo ecocardiograma nos mostra que 0s grupos infartados
apresentaram reducdo da fracdo de encurtamento (WT-IM-S: 22+2% e LDL-IM-S:
21+2%) em relacdo ao WT néo infartado (31+2%) (Figura 18). Apesar de o grupo LDL
infartado apresentar reducdo em relacdo ao LDL ndo infartado (21+2 vs. 26%1%,
respectivamente) esta redugéo néo foi significante. O grupo LDL-S apesar de apresentar

valores inferiores em relagdo ao WT-S esta diferenca também néo foi significante.

A fracdo de ejecdo apresentou comportamento semelhante a fracdo de
encurtamento de modo que os grupos infartados (WT-IM-S: 44+3% e LDL-IM-
S:39+5%) apresentaram valores significantemente reduzidos em relacdo ao WT sem
infarto (59+3%). Como ja visto na parte 1 deste trabalho, os grupos WT-S e LDL-S

(55£1%) néo apresentaram diferengas significantes (Figura 19).
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Figura 18: Fracdo de encurtamento dos grupos wild type sedentario (WT-S), wild type

infartado sedentario (WT-IM-S), LDL sedentéario (LDL-S) e LDL infartado sedentario.
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Figura 19: Fracdo de ejecdo dos grupos wild type sedentério (WT-S), wild type
infartado sedentario (WT-IM-S), LDL sedentério (LDL-S) e LDL infartado sedentario.

wild type. * p< 0,05 vs. WT-S, @ p<0,05 vs. WT-IM-S.
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Conforme demonstrado na Figura 20, o tamanho do infarto ndo foi diferente

entre os grupos WT (29+4%) e LDL (20+5%) infartados.
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Figura 20: Tamanho do infarto dos grupos wild type infartado sedentario (WT-IM-S) e

LDL infartado sedentario.

7.2.4 Avaliagdes hemodinamicas

O infarto provocou diminuigdo da PAS e da PAD tanto no grupo WT quanto no
LDL. Os animais LDL com ou sem infarto também apresentaram maiores valores
pressoricos em relagdo aos seus respectivos controles do grupo WT. A FC néo sofreu

alteragdo com o IM em nenhum dos grupos (Tabela 6).
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Tabela 6. Pardametros hemodindmicos dos grupos wild type (WT-S), wild type infartado

sedentéario (WT-IM-S), LDL sedentario (LDL-S) e LDL infartado sedentario.

WT-S WT-IM-S LDL-S LDL-IM-S

PAS (mmHg)  119+2  107#3*  127#2tf  122#2f
PAD (mmHg)  78+2  66x3*  93+1*t  81#31@
PAM (mmHg) 87+5  82+2  105&1*f  95&2

FC (bpm) 554+9  545+8  545+18 55114

Valores representando média + erro padrdo. Pressdo arterial sistélica (PAS), pressdo
arterial diastdlica (PAD), presséo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC). * p<

0,05 vs. WT-S, T p<0,05 vs. WT-IM-S, @ p<0,05 vs. LDL-S.

7.2.5 Avaliagdes Autondmicas

7.2.5.1 Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

O infarto provocou diminuicdo da variancia total to intervalo IP nos grupos WT
e LDL (Figura 21). No perfil autondmico cardiaco, verificamos que o infarto provocou

alteragcdes semelhantes tanto no grupo WT quanto no LDL. Enquanto o componente LF
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absoluto ndo apresentou diferengas, o componente HF absoluto foi menor nos animais

WT e LDL infartados em relagdo aos grupos ndo-infartados. Ao normalizarmos esses

parametros, observamos diminui¢do da porcentagem de HF em ambos 0s grupos

infartados bem como aumento da porcentagem de LF e, consequentemente, do balango

autondmico para o coragéo apos o infarto (Figura 22) (Tabela 7).

Tabela 7. Variabilidade da Frequéncia Cardiaca dos grupos wild type sedentério (WT-

S), wild type infartado sedentario (WT-IM-S), LDL sedentario (LDL-S) e LDL

infartado sedentario.

WT-S WT-IM-S LDL-S LDL-IM-S
VAR IP (ms’) 584 3418* 44+4 20+5*@
LF (ms?) 8+2 8+2 1243 1142
HF (ms?) 2245 4+1* 1945 8+3
%LF (n.u.) 3142 56+7* 4142 61+5*@
%HF (n.u.) 69+2 44xT* 592 39+5*@
LF/HF 0,5¢0,05 1,7+05* 0,7#0,06 1,7+0,3*

Valores representando média + erro padrdo. Variancia do Intervalo IP (VAR IP), baixa

freqiiéncia (LF), alta freqiiéncia (HF), balanco simpato/vagal (LF/HF). * p< 0,05 vs.

WT-S, 1 p<0,05 vs. WT-IM-S, @ p<0,05 vs. LDL-S.
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Figura 21. Variancia do intervalo de pulso dos grupos wild type sedentario (WT-S),
wild type infartado sedentario (WT-IM-S), LDL sedentario (LDL-S) e LDL infartado

sedentario. * p< 0,05 vs. WT-S, @ p<0,05 vs. LDL-S.
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Figura 22. Balanco simpato/vagal dos grupos wild type sedentario (WT-S), wild type

infartado sedentario (WT-IM-S), LDL sedentério (LDL-S) e LDL infartado sedentario.

*p< 0,05 vs. WT-S.
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7.2.5.2 Variabilidade da Pressdo Arterial e indice alfa

A variabilidade da PAS (Figura 23) foi maior no grupo LDL infartado do que no
WT. O indice alfa, por sua vez, foi menor no grupo WT infartado em relagdo ao WT,
enquanto o grupo LDL+IM também apresentou indice alfa (Figura 24) reduzido em

relagdo ao grupo WT. Ndo houve diferenga entre os grupos para o LF da PAS (Tabela

8).

Tabela 8. Variabilidade Pressdo Arterial e indice alfa dos grupos wild type sedentario

(WT-S), wild type infartado sedentario (WT-IM-S), LDL sedentério (LDL-S) e LDL

infartado sedentario.

WT-S WT-IM-S LDL-S LDL-IM-S

VAR PAS (mmHg?) 12+1 1815 32110 40+11*
LF (mmHg?) 340,5 6+0,9 5+0,3 8+1,0
indice alfa (ms/mmHg) 1,740,1 0,9+0,1* 1,340,1 0,9+0,1*

Valores representando média + erro padrdo. Variancia da pressdo arterial sistolica (VAR

PAS) e baixa freqliéncia da pressdo arterial sistolica (LF). * p< 0,05 vs. WT-S.
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Figura 23. Variancia da pressao arterial sistolica dos grupos wild type sedentario (WT-
S), wild type infartado sedentario (WT-IM-S), LDL sedentario (LDL-S) e LDL

infartado sedentario. * p<0,05 vs. WT-S.
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Figura 24. indice alfa dos grupos wild type sedentario (WT-S), wild type infartado

sedentéario (WT-IM-S), LDL sedentério (LDL-S) e LDL infartado sedentério. * p< 0,05

vs. WT-S.
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7.2.6 Avaliacéo das Fibras Musculares

A avaliacdo morfométrica do musculo esquelético evidenciou que o infarto
provocou reducéo das fibras do tipo | e aumento das fibras do tipo Il nos animais WT.
Nos LDL, o infarto ndo provocou alteragdes significativas nos tipos de fibra, no entanto,
0s grupos LDL, tanto infartados quanto ndo infartados, apresentaram menor contagem

de fibras do tipo | e maior contagem de fibras do tipo Il que os animais WT (Figura 25).
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Figura 25. Distribuicdo de tipagem de fibras dos grupos wild type sedentario (WT-S),
wild type infartado sedentario (WT-IM-S), LDL sedentario (LDL-S) e LDL infartado

sedentario. * p< 0,05 vs. WT-S.

A area de seccdo transversa das fibras do tipo | foi menor no grupo LDL+IM do
que no LDL, enquanto a area de secc¢do transversa das fibras do tipo Il foi menor no

grupo WT+IM do que no WT (Figura 25).
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A razdo capilar/fibra foi menor no grupo LDL-IM-S (1,1+0,1) comparado ao
grupo WT-S (1,940,1). Os demais grupos ndo apresentaram diferencgas significantes

(WT-IM-S:1,6%0,1 e LDL-S: 1,4+0,2) (Figura 26).
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Figura 26. Area de secgéo transversa dos grupos wild type (WT-S), wild type infartado
sedentario (WT-IM-S), LDL sedentério (LDL-S) e LDL infartado sedentario. * p< 0,05

vs. WT-S; @ p<0,05 vs. WT-IM-S.
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7.3 Parte 11l — Efeito do treinamento continuo ou intervalado nos grupos WT e

LDL infartados

7.3.1 Avaliacdes metabdlicas

Nas comparagdes entre os grupos WT sedentarios, WT infartados e WT
infartados e treinados em dois protocolos distintos (continuo ou intervalado),
verificamos que o0 grupo intervalado apresentou massa corporal inicial menor que o
grupo ndo-infartado. Na semana final, o grupo intervalado também apresentou massa
corporal menor que o nao-infartado e o sedentario. Nao houve diferenca entre 0s

diferentes protocolos de treinamento (Figura 27).
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Figura 27. Massa corporal inicial (pré) e final (pds) dos grupos wild type sedentario
(WT-S), wild type infartado sedentério (WT-IM-S), wild type infartado + treinamento
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continuo (WT-IM-C) e wild type infartado + treinamento intervalado (WT-IM-I).
*p<0,05 vs. WT-S; t p<0,05 vs. WT-IM-S.

7.3.2 Teste de Esforgo

Os resultados do teste de esforco maximo demonstraram que inicialmente
(semana 1) os animais infartados partiram de valores inferiores aos ndo infartados. No
entanto, os animais infartados que treinaram, independentemente do protocolo,
apresentaram valores de tempo no teste de esforco maximo maiores que o sedentarios

ao final das 8 semanas (Figura 28).
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Figura 28. Tempo atingido no teste de esforgo inicial e final dos grupos wild type
sedentario (WT-S), wild type infartado sedentario (WT-IM-S), wild type infartado +
treinamento continuo (WT-IM-C) e wild type infartado + treinamento intervalado (WT-
IM-I). *p<0,05 vs. WT-S; 1p<0,05 vs. WT-IM-S; §p<0,05 vs. inicial.

7.3.3 Avaliagdo Ecocardiogréafica

A fragdo de ejecdo (Figura 29) e a fragdo de encurtamento (Figura 30), avaliadas
pelo ecocardiograma, apresentaram reducdo de seus valores nos grupos infartados em

relacdo ao ndo-infartado, sem modificacOes pelo treinamento fisico.
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Figura 29. Fracdo de encurtamento (%) dos grupos wild type (WT-S), wild type
infartado sedentério (WT-IM-S), wild type infartado + treinamento continuo (WT-IM-

C) e wild type infartado + treinamento intervalado (WT-IM-I). * p< 0,05 vs. WT-S.
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Figura 30. Fracdo de ejecdo dos grupos wild type sedentério (WT-S), wild type
infartado sedentério (WT-IM-S), wild type infartado + treinamento continuo (WT-IM-

C) e wild type infartado + treinamento intervalado (WT-IM-I). * p< 0,05 vs. WT-S.

7.3.4 Avaliacdo Hemodinamica

A PAS e a PAD foram menores no grupo WT+IM-S apds treinamento
intervalado em relacdo aos demais. Somente o treinamento intervalado provocou

bradicardia de repouso em relagéo aos demais grupos (Tabela 9).
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Tabela 9. Pardmetros hemodindmicos dos grupos wild type sedentario (WT-S), wild
type infartado sedentério (WT-IM-S), wild type infartado + treinamento continuo (WT-

IM-C) e wild type infartado + treinamento intervalado (WT-IM-I).

WT-S WT-IM-S WT-IM-C WT-IM-I

PAS (mmHg)  119+2  107#3*  113+3f 11841

PAD (mmHg)  78+2  663* 80+3t 8543t
PAM (mmHg) 87+5  82+2 91+3 96+4
FC (bpm) 554+0 5458 53249  484+25*1#

Valores representando média + erro padrdo. Pressdo arterial sistélica (PAS), pressdo
arterial diastdlica (PAD), presséo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC). * p<

0,05 vs. WT-S, T p<0,05 vs. WT-IM-S, # p<0,05 vs. WT-IM-C.
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7.3.5 Avaliacdo Autonémica

7.3.5.1 Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

Nenhum dos protocolos de treinamento provocou alteragdes na variancia total do
intervalo de pulso (Figura 31). Neste ultimo, somente o infarto per se provocou uma
redugdo quando comparado ao grupo ndo-infartado, conforme ja descrito em capitulo
anterior. Enquanto o infarto provocou um desequilibrio autonémico conforme
apresentado anteriormente, tanto o treinamento continuo quanto o intervalado
provocaram diminui¢do do componente LF normalizado e aumento do componente HF
normalizado, todos em magnitudes semelhantes nos animais infartados WT em relagéo
aos sedentérios. Consequentemente, o balanco autondémico também foi reduzido ap6s

ambos os treinamentos nestes animais (Figura 32) (Tabela 10).
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Tabela 10. Variabilidade da frequéncia cardiaca dos grupos wild type sedentério (WT-
S), wild type infartado sedentario (WT-IM-S), wild type infartado + treinamento

continuo (WT-IM-C) e wild type infartado + treinamento intervalado (WT-1M-I).

WT-S WT-IM-S WT-IM-C WT-IM-I

VAR IP (ms®) 584 34+8* 4645 5446
LF (ms?) 8+2 8+2 6+1t 8+0,4
HF (ms?) 2245 4x1* 1021 19+1 51
%LF (n.u.) 3142 56+7* 38+1 3042
%HF (n.u.) 69+2 44+T7* 62+1 7042
LF/HF 0,5+0,1 1,7+0,5*  0,6+0,03f 0,4+0,03t

Valores representando média + erro padrdo. Variancia do Intervalo IP (VAR IP), baixa
freqiéncia (LF), alta freqliéncia (HF) e balango simpato/vagal (LF/HF). * p< 0,05 vs.

WT-S, t p<0,05 vs. WT-IM-S.
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Figura 31. Variancia do intervalo de pulso dos grupos wild type sedentario (WT-S),
wild type infartado sedentario (WT-IM-S), wild type infartado + treinamento continuo

(WT-IM-C) e wild type infartado + treinamento intervalado (WT-IM-1). * p< 0,05 vs.
WT-S.
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Figura 32. Balanco simpato-vagal dos grupos wild type sedentario (WT-S), wild type
infartado sedentério (WT-IM-S), wild type infartado + treinamento continuo (WT-IM-
C) e wild type infartado + treinamento intervalado (WT-IM-I). * p< 0,05 vs. WT-S;

tp<0,05 vs. WT-IM-S.



62

7.3.5.2 Variabilidade da Pressdo Arterial e indice Alfa

Nenhum dos protocolos de treinamento provocou alteragdes na variabilidade da
PAS (Figura 33) e no componente LF da PAS. Tanto o treinamento continuo quanto o
intervalado provocaram aumento do indice alfa, todos em magnitudes semelhantes, nos

animais infartados WT em relacdo aos sedentérios (Figura 334 (Tabela 11).

Tabela 11. Variabilidade da presséo arterial sistolica e indice alfa dos grupos wild type
sedentario (WT-S), wild type infartado sedentario (WT-IM-S), wild type infartado +

treinamento continuo (WT-1M-C) e wild type infartado + treinamento intervalado (WT-

IM-1).
WT-S WT-IM-S WT-IM-C WT-IM-I
VAR PAS (mmHg?) 12+1 1845 1743 9+2
LF (mmHg?) 340,5 6+0,9 4%1 3+0,4

indice alfa (ms/mmHg)  1,7+0,1 0,9+0,1*  1,5+0,2t  1,5+0,2%

Valores representando média + erro padrdo. Variancia da pressdo arterial sistdlica (VAR
PAS) e baixa frequéncia da pressdo arterial sistolica (LF). * p< 0,05 vs. WT-S,

p<0,05 vs. WT-IM-S.
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Figura 33. Variancia da presséo arterial sistolica dos grupos wild type sedentario (WT-
S), wild type infartado sedentério (WT-IM-S), wild type infartado + treinamento
continuo (WT-IM-C) e wild type infartado + treinamento intervalado (WT-1M-I).
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Figura 34. indice alfa dos grupos wild type sedentario (WT-S), wild type infartado
sedentario (WT-IM-S), wild type infartado + treinamento continuo (WT-IM-C) e wild
type infartado + treinamento intervalado (WT-IM-I). * p< 0,05 vs. WT-S; tp<0,05 vs.

WT-IM-S.
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7.3.6 Avaliagéo das Fibras Musculares

Na avaliacdo dos tipos de fibra muscular esquelética, foi observado que o infarto
diminuiu a quantidade de fibras do tipo I, sem modificacbes neste parametro apds o
treinamento fisico. Porém, o treinamento intervalado reduziu o nimero de fibras do tipo
1A em relagdo aos grupos sedentério e treinamento continuo, bem como reduziu a

quantidade de fibras do tipo 11X em relacdo aos sedentérios e ndo-infartado (Figura 35).
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Figura 35. Distribuicdo de tipagem das fibras dos grupos wild type sedentario (WT-S),
wild type infartado sedentario (WT-IM-S), wild type infartado + treinamento continuo
(WT-IM-C) e wild type infartado + treinamento intervalado (WT-IM-1). * p< 0,05 vs.
WT-S, T vs. WT-IM-S, # vs. WT-IM-C.

A area de seccdo transversa das fibras do tipo | foi maior no grupo intervalado

que no sedentario e no grupo sem infarto. Ja a area de seccdo transversa das fibras do
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tipo Il foi maior menor no grupo intervalado em relagdo ao continuo e sedentario,

enquanto que o grupo treinamento continuo foi menor que o sedentério (Figura 36).
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Figura 36. Area de seccdo transversa das fibras do tipo | dos grupos wild type
sedentario (WT-S), wild type infartado sedentario (WT-IM-S), wild type infartado +
treinamento continuo (WT-1M-C) e wild type infartado + treinamento intervalado (WT-
IM-1). *p< 0,05 vs. WT-S, T vs. WT-IM-S.

A razdo capilar/fibra foi maior nos animais do grupo intervalado do que nos
sedentarios (WT-S: 1,8+0,1, WT-IM-S: 1,6+0,1, WT-IM-C: 2,1+0,1 e WT-IM-I:

2,30,2).
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Efeitos do treinamento fisico nos animais LDL knockout infartados

7.3.7 Avalia¢des Metabdlicas

Dentre os animais LDL, a massa corporal inicial foi semelhante entre todos os
grupos e, ao final das 8 semanas, o grupo intervalado apresentou peso menor que 0S

infartados sedentarios (Figura 37).
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Figura 37. Massa corporal inicial (pré) e final (pds) dos grupos LDL sedentario (LDL-
S), LDL infartado sedentario (LDL-IM-S), LDL infartado + treinamento continuo
(LDL-IM-C) e LDL infartado + treinamento intervalado (LDL-IM-1) & p<0,05 vs.
LDL-IM-S.
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O perfil lipidico nos grupos LDL, mostrou valores maiores de LDL e menores

de VLDL no grupo continuo em relagdo aos demais grupos.

Para o HDLtg (%), verificou-se que o grupo continuo apresentou valores
maiores em comparagdo aos nado-infartados, o HDLc (mg e %) do grupo intervalado foi
significativamente maior que o do grupo continuo, sendo que o HDLc (mg) do

intervalado foi, ainda, maior do que o grupo sedentario.

O total de triglicérides foi menor no grupo continuo do que nos grupos néao-

infartado e sedentério (Tabela 12).
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Tabela 12. Perfil lipidico dos grupos wild type sedentario (WT-S), wild type infartado

sedentario (WT-IM-S), wild type infartado + treinamento continuo (WT-IM-C) e wild

type infartado + treinamento intervalado (WT-1M-I).

LDL-S LDL-IM-S LDL-IM-C LDL-IM-I
VLDLc% 15+1 15+1 5+1@& 12+1¥
LDLc% 51+1 50+1 65+1 50+1¥
HDLc% 33+2 35+1 301 37+1¥
TOTALc (mg) 344412 3487 352+13 380+19
VLDLc (mg) 53+4 51+3 19+2 48+3¥
LDLc (mg) 17848 175%5  228+9@&  190+11
HDLc (mg) 113+4  121+4 1507 142+8@¥
VLDLtg% 62+1 61+1 37+3@& 55+3¥
LDLtg% 35+1 34+1 55+3@& 39+2¥
HDLtg% 30,3 5+1 7+1 5+1@
TOTALLtg (mg) 15246 161+2  128+6@&  147+8
VLDLtg (mg) 9445 98+1 47+4@& 82+7¥
LDLtg (mg) 52:+2 54+2 70:5@& 57+4¥
HDLtg (mg) 5455 5+0,9 10+2,2 8+1,0

Valores representando média + erro padrdo. @ p< 0,05 vs. LDL-S, & p<0,05 vs. LDL-

IM-S; ¥p<0,05 vs. LDL-IM-C.
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7.3.8 Teste de Esforgo

No teste de esforco maximo, foi observado que os grupos infartados,
inicialmente, apresentaram menor desempenho que o grupo nédo-infartado. Apds as 8
semanas de treinamento, tanto o grupo continuo quanto intervalado apresentaram

melhor desempenho no teste comparados aos animais mantidos sedentarios (Figura 38).
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Figura 38. Tempo atingido no teste de esforco inicial e final dos grupos LDL sedentério
(LDL-S), LDL infartado sedentério (LDL-IM-S), LDL infartado + treinamento continuo
(LDL-IM-C) e LDL infartado + treinamento intervalado (LDL-IM-I). @ p< 0,05 vs
LDL-S, & vs. LDL-IM-S.
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7.3.9 Avaliacdo ecocardiogréfica

A fragdo de encurtamento avaliada pelo ecocardiograma apresentou reducéo de
seus valores nos grupos infartados em relagédo ao ndo-infartado, sem modifica¢fes pelo
treinamento fisico (Figura 39). A fracéo de ejecdo, embora tenha sido reduzida no grupo

WT-IM-S em relagdo aos demais, ndo apresentou significancia (Figuras 40).
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Figura 39. Fracdo de encurtamento dos grupos LDL sedentario (LDL-S), LDL
infartado sedentério (LDL-IM-S), LDL infartado + treinamento continuo (LDL-IM-C) e
LDL infartado + treinamento intervalado (LDL-IM-I). * p< 0,05 vs LDL-S.
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Figura 40. Fracdo de ejecdo dos grupos LDL sedentario (LDL-S), LDL infartado
sedentario (LDL-IM-S), LDL infartado + treinamento continuo (LDL-IM-C) e LDL

infartado + treinamento intervalado (LDL-IM-1).

7.3.10 Avaliacdo Hemodinamica

A PA diastdlica foi menor no grupo infartado sedentario em relagdo ao néo-
infartado, enquanto que o grupo intervalado apresentou PA diast6lica maior do que o
grupo continuo. Somente o grupo intervalado diminuiu a FC de repouso em relacéo aos

grupos sedentérios (Tabela 13).
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Tabela 13. Pardmetros hemodindmicos dos grupos LDL sedentério (LDL-S), LDL
infartado sedentério (LDL-IM-S), LDL infartado + treinamento continuo (LDL-IM-C) e

LDL infartado + treinamento intervalado (LDL-IM-I).

LDL-S LDL-IM-S LDL-IMS-C LDL-IMS-I

PAS (mmHg)  127+2  122+2 124+1 126+1
PAD (mmHg)  93+1  81#3@ 83+2 97+3¥
PAM (mmHg)  105+1 95:+2 97+1 10642
FC (bpm) 545+18  551+14 520+13  480+22@&

Valores representando média + erro padrdo. Pressdo arterial sistélica (PAS), pressdo
arterial diastdlica (PAD), presséo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC). * p<

0,05 vs WT-S, & p<0,05 vs. LDL-IM-C.

7.3.11 Avaliagéo Autondmica

7.3.11.1. Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

A variancia total do intervalo de pulso foi maior que o grupo sedentério somente
para 0 grupo intervalado (Tabela 14). Os componentes LF e HF absolutos para o
coragdo ndo foram diferentes entre os grupos. Entretanto, o componente LF

normalizado foi reduzido e o HF normalizado foi aumentado pelo treinamento
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intervalado em relacdo ao grupo sedentario (Tabela 14). O balango autondmico
mostrou-se reduzido no grupo ndo-infartado em relagdo ao infartado sedentario e o

grupo intervalado apresentou balan¢o autonémico menor do que 0 grupo sedentario.

Tabela 14: Variabilidade da freqliéncia cardiaca dos grupos LDL sedentério (LDL-S),
LDL infartado sedentario (LDL-IM-S), LDL infartado + treinamento continuo (LDL-

IM-C) e LDL infartado + treinamento intervalado (LDL-IM-1).

LDL-S LDL-IM-S LDL-IM-C LDL-IM-I

VAR IP (ms®)  44+4 2045 4346 55+9&
LF (ms?) 1243 112 164 1416
HF (ms?) 1945 8+3 15+4 13+4
%LF (n.u.) 4142 615 50+4 38+7&
%HF (n.u.) 592 3945 50+4 62+7&
LF/HF 0,740,06 1,740,35@  1,1#0,16  0,9+0,22&

Valores representando média + erro padrdo. Variancia do Intervalo IP (VAR IP), baixa
freqliéncia (LF), alta freqiéncia (HF), balango simpato/vagal (LF/HF). @ p< 0,05 vs

LDL-S, & p<0,05 vs. LDL-IM-S.
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7.3.11.2 Variabilidade da Pressdo Arterial e indice Alfa

A variabilidade da PAS e o componente LF da PAS ndo sofreram qualquer
alteracdo. O indice alfa também ndo apresentou valores diferentes entre os grupos

(Tabela 15).

Tabela 15: Variabilidade da pressdo arterial dos grupos e indice alfa dos grupos LDL
sedentario (LDL-S), LDL infartado sedentario (LDL-IM-S), LDL infartado +

treinamento continuo (LDL-IM-C) e LDL infartado + treinamento intervalado (LDL-

IM-1).

LDL-S LDL-IM-S  LDL-IM-C  LDL-IM-I
VAR PAS (mmHg2) 32+10 40£11 12+4 1316
LF (mmHg2) 5+0,5 8+1,0 2+0,3 2+0,5
ALFA LF (ms/mmHg) 1+0,1 10,1 2+0,4 2+0,5

Valores representando média + erro padrdo. Variancia da pressdo arterial sistdlica

(PAS) e banda de baixa frequéncia da presséo arterial sistolica (LF).
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7.3.12 Avaliacéo das Fibras Musculares

A anélise morfométrica do musculo esquelético ndo evidenciou diferengas nos

tipos de fibras (Figura 41) e nem em relagdo a razéo capilar/fibra nos animais LDL.

Somente a area de secgdo transversa das fibras do tipo | foi aumentada apds o

treinamento intervalado em relagéo ao grupo sedentério (Tabela 16).

Tabela 16. Porcentagem por tipo de fibra, razdo capilar/fibra e area de secgdo
transversa dos grupos LDL sedentéario (LDL-S), LDL infartado sedentério (LDL-IM-S),
LDL infartado + treinamento continuo (LDL-IM-C) e LDL infartado + treinamento

intervalado (LDL-IM-I).

LDL-S LDL-IM-S  LDL-IM-C  LDL-IM-I
TIPO I (%) 3745 31+l 38+3 36+2
TIPO 1A (%) 59+4 63+2 60+3 61+2
TIPO X (%) 3+1 5+2 2+1 2+1
AST T I (%) 247+10 20310 258+15 286+18&
AST I1A (%) 2086 173+15 17642 18545

Valores representando média + erro padrdo. & p<0,05 vs. LDL-IM-S.
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Figura 41. Distribuicdo de tipagem de fibras dos grupos LDL sedentério (LDL-S), LDL
infartado sedentério (LDL-IM-S), LDL infartado + treinamento continuo (LDL-IM-C) e

LDL infartado + treinamento intervalado (LDL-IM-I).
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Figura 41. Area de seccdo transversa dos grupos LDL sedentario (LDL-S), LDL
infartado sedentério (LDL-IM-S), LDL infartado + treinamento continuo (LDL-IM-C) e

LDL infartado + treinamento intervalado (LDL-IM-1). & p<0,05 vs. LDL-IM-S.
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8 DISCUSSAO

Embora a criacdo do modelo experimental de hipercolesterolemia utilizado no
presente trabalho tenha ocorrido no inicio da década de 90, a literatura ainda é escassa
quanto a sua caracterizagdo. O presente trabalho procurou descrever funcional e
fisiologicamente o modelo de hipercolesterolemia LDL-/- em relagdo aos animais WT.
Adicionalmente analisamos os efeitos do infarto nestas duas linhagens e, por fim,
verificamos os efeitos de dois tipos de TF na massa corporal, no perfil lipidico, na
tolerancia ao esforco, na fungéo sistolica, nas varidveis hemodindmicas, autondmicas e

morfol6gicas do musculo s6leo.

8.1 - PARTE I - Efeitos do knockout do receptor LDL

Nossos resultados mostraram diferencas importantes entre os animais LDL-S
quando comparados ao WT-S. Quanto & massa corporal, considerando que ambos 0s
grupos iniciaram o experimento com mesma massa corporea, era de se esperar que eles
apresentassem o mesmo comportamento. Contudo, apos os 120 dias de protocolo o
grupo WT-S apresentou maior ganho de massa corporal. Esse achado sugere que as
concentragdes elevadas de colesterol e triglicérides encontradas nos animais LDL-S,
possivelmente, alterem a regulagdo da fome e saciedade ja que importantes vias deste

mecanismo sdo dependentes do metabolismo de lipides (FANTINO 2011).

Embora ndo significante, observamos valores inferiores da funcgéo sistolica nos
animais LDL-S em relagdo ao WT-S com concomitante aumento da pressdo arterial,
aumento da modulagéo simpatica cardiovascular, reducdo da modulagéo parassimpatica

cardiaca e diferencas na expresséo fenotipica das fibras tipo I e tipo Il.
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Assumindo que os grupos WT e LDL inicialmente possuiam apenas as
concentragdes sanguineas de colesterol e triglicérides como discrepancia entre eles,
seria possivel hipotetizar que a hipercolesterolemia seria o desencadeador ou a

percussora das demais alteragoes.

Em um estudo com humanos Christensen (1999) sugeriram que o sistema
nervoso autdbnomo seria o fator de maior influéncia da VFC e os lipideos plasmaticos,
contudo, para Palatini et al. (2006), os mecanismos de associagdo entre a concentragéo
de lipideos plasmaticos, hipertensdo arterial e atividade simpatica ainda ndo estdo

totalmente elucidados.

Evangelho et. al (2011) descreveram pela primeira vez a associagdo entre a
concentragdo plasmética de colesterol e a modulacdo autondémica de camundongos
LDL-/-. Os autores sugerem gue a magnitude da concentragéo do colesterol seria o fator
determinante da modulacdo simpética cardiaca e vascular, contudo ndo notaram

diferenca de presséo arterial, mesmo com animais apresentando disfuncdo barorreflexa.

Assim como no presente trabalho, Campos et. al (2008) encontraram diferencas
importantes na sensibilidade barorreflexa e na presséo arterial de animais LDL em
relagdo aos controles. O mesmo foi observado por Trieu e Uchun (1998) que
encontraram hipertensdo arterial em animais LDL-/- quando comparados a

camundongos transgénicos para expressédo de APO-A e aos WT.

Um dos possiveis mecanismos que podem explicar a disfuncéo barorreflexa e
autondmica é o estresse oxidativo. Stroes et. al. (1995) demonstraram que a
hipercolesterolemia, estd fortemente associada com deficiéncia de éxido nitrico (NO)

pela diminuicdo da biodisponibilidade e da atividade de NO sintase (NOS) e,
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consequentemente, da vasodilatacdo dependente do endotélio. Sob estas condicdes
haveria queda da sensibilidade barorreflexa, aumento da atividade simpética e elevacéo

dos niveis pressoricos para manutengdo de fluxo local.

Outros estudos também j& demonstraram associacdo entre hipercolesterolemia,
estresse oxidativo, reducao da sensibilidade barorreflexa (CHOWDHARY et al., 2000;

TRAVAGLI e GILLIS, 1994; PEHLIVANIDIS et al. 2001).

E sabido que o aumento da atividade simpatica periférica também pode
prejudicar a estrutura e a fungdo do muasculo esquelético. Neste caso, a hiperatividade
simpética observada no grupo LDL pode ter sido a responsdvel pelas alteragdes

encontradas na diferenga de distribuicdo fenotipica das fibras tipo | e tipo .

Até onde sabemos este é o primeiro estudo que descreveu a distribuicdo
fenotipica das fibras musculares em camundongos LDL-/-. Entretanto, outros estudos
experimentais verificaram mudancas semelhantes as encontradas por nés, tanto em ratos
hiperlipidémicos (Nagatomo et al., 2009) quanto em camundongos com insuficiéncia

cardiaca provocada por hiperatividade simpatica (BACURAU et al., 2009).

Apesar das alteragbes musculares encontradas entre o grupo WT e LDL, néo
encontramos diferengas significantes na tolerancia ao esforgo entre o grupo WT e LDL
nas condicBes pré e pds. Esta falta de diferenca pode ser explicada por mecanismos
compensatorios metabdlicos. Neste aspecto, ainda ndo existe consenso na literatura
sobre o papel da dislipidemia no desempenho fisico, pois enquanto Maxwell et al.
(2009) verificaram declinio da capacidade fisica em animais com hipercolesterolemia,

Stapleton et al. (2007) sugerem que com o desenvolvimento da hipercolesterolemia,
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pode ativar mecanismos compensatorios no  musculo esquelético preservando a

capacidade funcional.

8.2 PARTE Il — Efeitos do infarto do miocardio

Neste protocolo, nosso objetivo foi avaliar os efeitos do infarto do miocéardio,
induzido pela ligadura da artéria coronéria, nos animais controle e LDL. Verificamos
inicialmente que o infarto ndo provocou alteracdes no ganho de peso corporal e aquelas
observadas quando comparamos os animais WT e LDL para esta variavel foram
discutidas no capitulo anterior.

J& a tolerancia ao esforgo sofreu importante reducéo nos grupos infartados. Bigi

et al. (2001) demonstraram uma reduzida capacidade de esforco, de consumo maximo
de oxigénio e uma correlagdo positiva entre a queda do consumo maximo de oxigénio e
o limiar anaerdbico em pacientes apds evento isquémico. Embora a area de infarto tenha
sido semelhante, os animais LDL tiveram redugdo maior neste parametro em relagdo
aos normocolesterolémicos. Essa reducéo era esperada, uma vez que o infarto provoca
diminuicdo da funcdo ventricular e, cronicamente, leva a insuficiéncia cardiaca.
(RODRIGUES ET. AL. 2011).
Em pacientes com disfuncdo ventricular, a intolerdncia ao esfor¢o é uma manifestacéo
clinica bastante comum que se correlaciona com o grau de disfungdo cardiaca e a
severidade da doenca (NEGRAO E MIDDLEKAUFF, 2008). De fato, no presente
estudo, observamos que tanto a fragdo de ejecdo quanto a fragdo de encurtamento foram
menores nos grupos WT e LDL infartados em relagdo aos ndo infartados.

A magnitude dessas alteragfes da funcéo ventricular foi semelhante nos animais
WT e LDL infartados e contrapdem estudos prévios que relatam fungdo ventricular

piorada em animais com hipercolesterolemia ap6s IM (Van CRAEYVELD et al., 2012)
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Portanto, a maior reducéo na tolerdncia ao esforgo, neste caso, ndo pode ser atribuida as
alteracOes cardiacas.

Sabe-se também que o infarto do miocérdio provoca adaptagdes cronicas ndo s6
do musculo cardiaco como também do musculo esquelético. Alteracbes mitocondriais
que reduzem a capacidade oxidativa muscular esquelética podem ter efeito considerével
na intolerancia ao esfor¢o (ROYER et al., 2007) . Rolim et al. (2006) demonstraram que
5 semanas de oclusdo coronariana em ratos provocaram redu¢do no consumo maximo
de oxigénio e no debito cardiaco, o que limita o transporte de oxigénio para a
musculatura esquelética promovendo um desbalango entre a oferta e a necessidade de
oxigénio diante dos incrementos do teste de esforco maximo. Além disso, mudancas no
tipo de fibra muscular (do tipo I para o tipo Il) e a redugdo da massa muscular, além da
reduzida vasodilatacdo periférica, podem contribuir para o decréscimo da capacidade de
esforco em individuos com insuficiéncia cardiaca (NEGRAO e MIDDLEKAUFF,
2008).

Em nosso estudo, corroborando achados da literatura, verificamos uma
diminuicéo das fibras musculares esqueléticas do tipo | e aumento das fibras do tipo Il
nos animais infartados, tanto WT quanto LDL. Vale ressaltar que os animais LDL ja
apresentavam um padrdo de fibras musculares diferente dos animais WT, com
predominio das fibras do tipo Il. Diferente dos animais WT, o infarto nos LDL
provocou diminui¢do da razdo capilar/fibra na musculatuta esquelética, o que pode
representar uma menor capacidade de distribuicdo de fluxo sanguineo para a
musculatura ativa. Em paralelo, os animais LDL infartados apresentaram diminuicéo
das &reas de seccdo transversa tanto das fibras do tipo | quanto das fibras do tipo Il
quando comparados ao LDL ndo infartado, enquanto o grupo WT apresentou

diminuigdo da area de seccdo transversa em relacdo ao WT sem infarto somente para as
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fibras do tipo Il. Dessa forma, nossos resultados sugerem que a intolerancia ao esforco
verificada nos animais LDL pode ser determinada mais por alteragdes da musculatura
esquelética e do que do coracdo. Alteracbes cardiacas poderiam determinar uma
hipétese inicial para o maior prejuizo do grupo LDL, j& que estes animais, por
apresentaram hipercolestrolemia severa precoce, possuem maior risco de formagéo de
placas aterosclerdticas, caracterizando a doenga coronariana (WANG et al., 1998)

J& é conhecido que o IM esta associado a hipotensdo, tanto em humanos
(Grassi& Mancia, 1994) quanto em animais de experimentagdo. Mill et al. (1997)
observaram hipotensdo em ratos avaliados com 30 dias de IM, sendo esta também
observada por Koike et al. (1996) com 8 dias pds-1M.

De Angelis et al. 2001 demonstraram reduzida PA e FC em animais com 8 semanas de
IM. Por outro lado, existem estudos que mostram que ratos submetidos ao 1M, ndo
apresentam hipotensdo e bradicardia 7 e 15 dias apos o procedimento cirurgico,
mantendo-se em niveis proximos a normalidade (Mill et al., 1997).

Essa hipotenséo arterial poderia ser atribuida a algum grau de comprometimento do
coracdo isquémico, com consequente reducdo do debito cardiaco e/ou a reducdo da
atividade simpatica periférica sobre os vasos de resisténcia. Vale lembrar que a
atividade simpatica periférica pode ser regulada diferencialmente em diversos
territorios, obedecendo a regulacdo de varios fatores neuro-humorais ajustados local ou
sistemicamente, por meio de reflexos comandados por diferentes receptores (HUANG
et al., 2009)

A FC também ndo sofreu alteracdo estatistica nos animais infartados em relacéo
aos ndo infartados e corrobora com achados de (TSUTSUMI et al., (2008) que nao
encontraram diferengas significantes na FC em camundongos com insuficiéncia

cardiaca induzida por IM pela mesma cirurgia realizada po nds no presente estudo.
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Lacerda, 2000 verificaram quadro de taquicardia em ratos com apenas um dia de
IM (LACERDA, 2000). O mesmo trabalho mostrou que a taquicardia pode ser
substituida pela bradicardia em 7 dias apds o IM e que essa bradicardia pode representar
um mecanismo de ajuste frente ao miocérdio lesado, com reducdo da demanda
metabdlica e aumento do tempo de enchimento diastdlico, levando & maior distensdo do
ventriculo esquerdo com consequente aumento da forca de contragéo. Essas adaptacdes
hemodinamicas e autondémicas do coracdo infartado levam a um estado de maior risco
de sofrer complicagbes como arritmias e morte subita (BALDO et al. (2012)

Evidenciou-se que a disautonomia por hiperatividade adrenérgica, poderia estar
acompanhada de hipoatividade vagal, expressa por redugdo da variabilidade do
intervalo RR e da sensibilidade do barorreflexo (MOSER et al., 1994). A partir de sua
associagdo com morte subita (WOLF et al., 1978) e da publicacdo de evidéncias
experimentais (BILLMAN et al., 1982) e clinicas (KLEIGER et al., 1984) do seu valor
progndstico, a hipoatividade vagal passou a ser considerada um fator de risco
independente para morte stbita no periodo pés-infarto (LEVY et al., 1994). De fato,
verificamos que os animais infartados apresentaram diminui¢cdo do componente de alta
frequéncia (HF) em relagdo aos ndo infartados. Adicionalmente, o componente de baixa
freqiiéncia foi aumentado nos grupos infartados, caracterizando a hiperatividade
simpética pos-infarto do miocérdio, como aumento do balango autondmico (Mostarda et
al 2010).

Outro pardmetro autondmico também merece destaque. O controle barorreflexo
da circulacdo é um dos mais importantes mecanismos de controle momento a momento
da pressdo arterial. De fato, o controle da variabilidade da pressdo arterial e da
frequéncia cardiaca pelo barorreflexo € a chave para a homeostase fisioldgica. Isso é

demonstrado clinicamente em estudos que mostraram que o prejuizo da fungéo
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barorreflexa é um fator de risco independente para morte subita em pacientes pds-
infarto do miocéardio (LA ROVERE et al., 1998). O prejuizo da habilidade para
adequadamente regular a FC durante mudancas na PA tem sido atribuido a algumas
alteracOes na atividade cardiaca parassimpéatica (RONDON et al., 2006). No presente
estudo, observamos importante diminui¢do da variabilidade do intervalo de pulso e do
indice alfa ap6s o infarto em ambos os grupos, WT e LDL, caracterizando uma
importante disfuncdo autondmica. No entanto, o grupo LDL infartado apresentou,
ainda, aumento da variabilidade da pressdo arterial, o que néo foi visto no grupo WT
infartado. AlteragcGes na variabilidade da PA inferem uma perfusdo inadequada dos
6rgdos e é indicativo de maior lesdo de 6rgdos alvo (MIAO e SU, 2006). Neste caso,
considerando o estado de hipercolesterolemia severa e precoce destes animais Ishibashi
et. al. (1993) é de se esperar uma consequente doenca arterial cardiaca e periférica, com
formac&o de placas em diferentes leitos arteriais, o que dificulta a perfuséo adequada e
leva a alteracbes das respostas vasculares dos diferentes leitos arteriais. Assim,
enquanto o grupo normocolesterolémico infartado apresenta prejuizos hemodinamicos,
autondbmicos e da musculatura esquelética trivialmente caracterizados na literatura, o
grupo LDL apos o infarto, apresenta prejuizo adicional da musculatura esquelética e do

controle autondmico da circulacéo.

8.3 PARTE 11l - Efeitos do treinamento fisico continuo ou intervalado no

infarto do miocardio
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Nesta ultima parte do estudo, comparamos os efeitos do treinamento fisico
aerdbico continuo versus intervalado em diferentes variaveis ap6s o infarto do
miocérdio em animais WT e LDL.

O peso corporal apés o treinamento intervalado, tanto nos WT quanto nos LDL
infartados, foi menor do que nos infartados sedentérios. Isso demonstra que este
treinamento foi mais eficaz na reducéo de peso corporal do que o treinamento continuo.
Deste modo, considerando que ambos 0s treinamentos possuiam mesma media de
intensidade e duracdo e, em teoria, 0 mesmo trabalho e, portanto, 0 mesmo gasto
caldrico, é provavel que a explicacdo para tal reducdo também esteja no fato de o
exercicio intenso modular de forma diferenciada os mecanismos de fome e saciedade.
Apesar de esta ser uma hipotese interessante, vale destacar que a literatura ainda ndo
descrevu claramente o0s mecanismos relacionados entre diferentes préticas de
treinamento e o balanco cal6rico. (GORDON et al., 2006; Da MOTA e ZANESCO et
al., (2007).

Para o perfil lipidico, estudado somente nos animais LDL, também observamos
efeitos do treinamento fisico. Estudos anteriores demonstram que animais LDL
Knockout apresentam elevada concentragdo de colesterol e triglicérides sanguineos
quando submetidos a uma dieta normal ou hiper-lipidica (JANSSEN et al., 2000).
Assim, é relevante enfatizarmos que as alteragbes verificadas no perfil lipidico dos
animais LDL justificam a utilizacdo dos mesmos para como um modelo experimental
de dislipidemia. Dados anteriores do nosso laboratério ainda ndo publicados
demonstram que camundongos LDL, sob dieta normal, apresentam valores de colesterol
similares a humanos com hipercolesterolemia. De fato, nossos resultados no presente
projeto mostram valores de colesterol total em torno de 250 mg/dL no grupo LDL

sedentério ao final do protocolo. Esses valores de colesterol estdo proximos dos valores
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reconhecidos como prejudiciais para saide humana, e podem induzir danos nas paredes
do leito arterial do animal com caracteristicas semelhantes as verificadas nas artérias de
humanos (OHASHI ET AL., 2003).

Em concordancia com o esperado, ambos 0s protocolos de treinamento
induziram aumento na capacidade fisica em relacdo aos sedentéarios tanto no grupo WT
quanto no LDL. Como ja demonstrado anteriormente por Rodrigues et al. (2007), a
velocidade méxima atingida no teste de esforco méximo apresenta importante
correlagdo positiva (r= 0,83) com 0 VO2 max. em ratos. Desta forma, quanto maior a
velocidade atingida no teste de esforco mé&ximo, maior serd o VO2 de cada animal e
consequentemente maior serd a capacidade fisica. Estudos anteriores do nosso
laboratério ja tinham demonstrado a efetividade do treinamento continuo em
camundongos machos (De ANGELIS et al., 2004). Nesse sentido, podemos afirmar que
tanto o treinamento continuo quanto o intervalado foram eficazes em aumentar a
capacidade fisica nos animais normo e nos hipercolesterolémicos.

Diversas adaptacfes cardiacas, autondmicas e periféricas respondem por esta
melhora na capacidade fisica. Embora o treinamento aerdbico, tanto continuo como
intervalado, seja conhecido por melhorar o desempenho cardiaco, com adaptacdes
morfologicas e funcionais (MORAES-SILVA et al., 2013), no presente estudo, ndo
encontramos diferencas nem na fracéo de ejecdo e nem na fracdo de encurtamento apos
o treinamento fisico em nenhum dos grupos, WT ou LDL. Descartada a fungéo
cardiaca, observamos que algumas melhoras em pardmetros do controle autondémico
cardiovascular podem ter tido papel primordial na melhora do desempenho.

Nos animais WT treinados, tanto no protocolo continuo quanto no intervalado,
houve aumento do componente de alta freqiiéncia (parassimpatico), com consequente

melhora do balan¢o autondmico e aumento do indice alfa, marcador do barorreflexo



87

espontaneo. Moraes-Silva et al. (2010) demonstraram que a integridade do reflexo
barorreceptor é fundamental para que o treinamento fisico aerdbio promova adaptacoes
benéficas nos sistemas cardiovascular e autonémico. Como o infarto induziu prejuizo na
funcdo autondmica e o treinamento fisico promoveu uma melhora destes pardmetros,
podemos inferir que um melhor controle autondémico da circulagdo, seja durante o
exercicio ou mesmo no repouso, auxiliou na melhora do desempenho frente ao teste de
esforco maximo. Nos LDL, também observamos melhora no perfil autonémico, com
predominéancia do aumento da modulagdo vagal e aumento da variabilidade do intervalo
de pulso. No entanto, embora ndo tenha sido observada diferenga no indice alfa, ndo
podemos descartar a hipdtese de melhora da sensibilidade barorreflexa com o
treinamento fisico nestes animais. O indice alfa, por ser uma medida indireta do
barorreflexo espontaneo, e por serem 0s animais LDL um grupo ja com prejuizo neste
pardmetro (CAMPOS et al. 2008) pode ndo ter sido o método mais sensivel para
detectar tais mudangas. No entanto, Heeren et al. (2009) demonstraram que o
treinamento fisico em fémeas LDL ooforectomizadas induziu melhora na sensibilidade
barorreflexa avaliada por infusdo de drogas vasoativas. Dessa forma, similarmente a
explicagdo dada aos animais WT, podemos sugerir que uma melhora no barorreflexo
também poderia explicar o melhor desempenho destes animais no teste de esforgo
maximo (VORLUNI e VOLIANITIS 2010).

De fato, descri¢Bes prévias de que a sensibilidade da via aferente barorreflexa
aumenta significativamente com o treinamento fisico, podem ser consideradas como um
dos mecanismos responsaveis pelas adaptagbes neurogénicas induzidas pelo
treinamento fisico (BRUM et al., 2000, KRIEGER et. al. 1999). Com a melhora da via
aferente barorreceptora, maior a frequéncia de descarga dos aferentes e, portanto, maior

0 numero de informagBes recebidas pelo sistema nervoso central. Esses achados
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justificam um melhor controle da PA, com aumento da variabilidade da FC e
diminuicdo da variabilidade da PA, nessa situacdo. Resultados similares foram
encontrados em pacientes hipertensos treinados (LATERZA et al., 2007), dando suporte
a ideia de que as adaptacdes barorreflexas do treinamento fisico induzem reducdo da
atividade simpética e aumento da modulacéo vagal para o coracdo, o que também esta
relacionado & bradicardia de repouso (KRIEGER et al., 1999).

De Angelis et. al (2004) também verificaram melhora dos pardmetros
autondmicos com a pratica de exercicio aerobio em camundongos WT treinados em
relacdo aos seus controles.

Os grupos WT e LDL do protocolo intervalado apresentaram diminuicéo da FC
de repouso em relacéo a seus pares sedentérios, provavelmente associado ao aumento da
modulacdo vagal, e a melhora na modulagdo simpética apds o periodo de treinamento
fisico. Esta melhora da modulagdo cardiaca pds treinamento pode também estar
associada ao aumento da variancia do intervalo de pulso, verificado no grupo LDL, j&
que o aumento da VFC esta relacionada a uma resposta neural de aumento da atividade
do sistema nervoso parassimpatico (TASK FORCE, 1996).

Como j& descrito anteriormente, na avaliagdo dos tipos de fibra muscular
esquelética, foi observado que o infarto diminuiu a quantidade de fibras do tipo I, sem
modificacdes neste pardmetro apds o treinamento fisico. Esse achado corrobora com
estudos prévios que indicam aumento da distribuicdo de fibras tipo Il em ratos com
insuficiéncia cardiaca (SIMONINI et al. 1996).

O treinamento intervalado reduziu o nimero de fibras do tipo Il em relagdo aos
grupos sedentario e treinamento continuo, bem como reduziu a quantidade de fibras do
tipo 11-X em relagdo aos sedentérios e ndo infartados. Uma justificativa para esta

diferenca encontrada entre os grupos treinados pode estar relacionada ao grupo
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muscular que no6s analisamos, pois sabendo que as adaptacbes morfofuncionais
esqueléticas sdo especificas aos estimulos, e que alguns grupos musculares possuem
distribuicdo de fibras diferenciadas, é possivel que o treino continuo e o treino
intervalado tenham gerado adaptacfes em musculos com sensibilidade especifica ao
tipo de treino realizado. Um estudo que investigou o efeito de 10 semanas de treino
intenso em ratas, ndo relatou qualquer alteracdo no musculo séleo. Houve maior
hipertrofia no musculo vasto lateral, enquanto que o percentual de fibras tipo |
(contragéo lenta) foi maior no plantar e no vasto lateral profundo (LUGINBUHL et al.,
1984) O mesmo pode ter ocorrido na razdo capilar fibra, pois mudangas adaptativas
vasculares também podem variar de acordo com o tipo de treinamento realizado.
Segundo Laughlin et al. (2008) o controle vascular ocorre tanto no musculo
gastrocnémio quanto no sdleo, porém, o aumento das arteriolas e da densidade capilar
ocorre com maior prevaléncia no musculo gastrocnémio e os ajustes sdo em magnitudes
superiores no treino intenso em relacdo ao moderado. Talvez por isso 0 grupo
intervalado tenha apresentado razdo capilar fibra superior ao grupo néo infartado,
enquanto que o grupo continuo ndo apresentou a mesma superioridade.

Em estudo recente, Moreira et al. (2013) ndo verificaram alteracbes nas
adaptacBes musculo esqueléticas quando compararam ratos infartados submetidos a um
protocolo de treino intenso com outro protocolo de treino intervalado, contudo,
semelhantemente aos nosso achados, ambos os grupos treinados foram melhores do que
0s néo treinados.

Haram et. al. (2009) verificaram efeitos superiores do treinamento intenso na melhora
metabdlica, hemodinamica, da capacidade fisica, na sintese de NO e na reducéo de risco
cardiovascular em ratos com sindrome metabdlica quando estes foram comparados ao

grupo que realizou treinamento moderado continuo.



90

Wisloff et al. (2007) demonstraram efeitos superiores do treinamento intervalado
de alta intensidade na funcéo cardiaca, muscular e na capacidade fisica em pacientes
com insuficiéncia cardiaca quando comparados ao grupo com insuficiéncia cardiaca que
praticou treinamento moderado continuo.

Vale ressaltar que parte das adaptagbes decorrentes do treinamento fisico
dependem de processos moleculares de sinalizacdo e que este também parece ser
dependente to tipo de treinamento fisico realizado. Neste aspecto, no presente estudo
parte das semelhangas encontradas na magnitude dos efeitos do treino continuo e do
intervalado podem ser explicadas pelo menos em parte pelo modo como o treino
intervalado foi aplicado. E sabido que as vias de sinalizagio para sintese proteica para
hipertrofia muscular sdo diferentes das vias para sintese de proteinas metabolicas. Neste
sentido, embora o estimulo tenha ocorrido a 80% da velocidade maxima, o intervalo de
recuperagdo com a mesma duragdo a uma carga de 40% pode ter induzido adaptacdes
denominadas de concorrentes (WILSON et al., 2012) e mesmo que 0 treino intenso
produzisse respostas adaptativas especificas para esta tarefa, a recuperagdo pode ter
atenuado este efeito aproximando os resultados entre os grupos intervalado e continuo.

Enguanto nos WT a Unica alteragdo hemodindmica foi na FC, nos LDL,
verificamos alteracbes também da pressdo arterial. Conforme ja discutido
anteriormente, o infarto induziu hipotensdo em ambos as linhagens. Entretanto, o
treinamento intervalado provocou um aumento da pressdo arterial diastélica, fazendo
com que esta retornasse a valores similares ao grupo ndo infartado. E conhecido que o
treinamento fisico pode reverter a hipotensdo e a bradicardia de ratos diabéticos (De
ANGELIS et al., 2000), provavelmente devido a uma melhora nas celulas de
marcapasso cardiaco. Embora ndo tenhamos estudado esta variavel no presente estudo,

é possivel que uma melhora na funcdo diastdlica, jA que a sistolica ndo apresentou
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mudancas, responda por esta normalizacdo da PA nos LDL ap6s treinamento
intervalado.

Diferente dos animais WT, o treinamento fisico quase ndo provocou alteracfes
no perfil muscular esquelético dos LDL, exceto pelo aumento da &rea de seccdo
transversa das fibras do tipo pelo treinamento intervalado. A auséncia de maiores
alteracbes na musculatura esquelética pode ser justificada pelo fato de os LDL ja
apresentarem importantes adaptacfes nos musculos esqueléticos, conforme discutido no
capitulo anterior. Dessa forma, € possivel que nenhum dos treinamentos, nos protocolos
adotados por este estudo, seja capaz de reverter um padrdo que ja é geneticamente
estabelecido, uma vez que o modelo estudado apresenta uma hipercolesterolemia de
origem genética. No entanto, vale ressaltar que o aumento da area de sec¢do transversa
das fibras do tipo | pelo treinamento intervalado indica um beneficio frente ao padréo
com predominancia de fibras tipo Il observado nos LDL. Ou entdo, pelo fato da
distribuicdo de fibra tipo | ser reduzida, as poucas fibras que ndo mudaram a expressao
de fendtipo hipertrofiam como um efeito compensatério. Contudo, levando em conta
que ndo foi nosso objetivo investigar as vias de sinalizagdo de sintese e degradagéo

proteica, estudos futuros com os animais LDL poderiam elucidar melhor estas respostas.
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9 CONCLUSAO

Os camundongos LDL apresentaram alteragBes metabdlicas, hemodindmicas,
autondmicas e musculares prejudicadas em relagdo ao WT. O IM ocasionou prejuizos
adicionais em ambas as linhagens e em magnitudes semelhantes, especialmente nas
varigveis hemodindmicas, na funcéo sistolica e na fun¢do autondémica. O treinamento
fisico aerdbio, realizado de forma continua ou intervalada, reverteu parte dos prejuizos
causados pelo infarto em magnitudes semelhantes em ambos os grupos, com excec¢do do
peso corporal e das concentragbes sanguineas das lipoproteinas. Portanto, o treinamento
fisico é eficaz em diminuir o risco cardiovascular nos modelos experimentais estudados
e tem maior importancia para o grupo LDL, uma vez que este apresenta fatores de risco
adicionais em relagdo ao WT. Estudos adicionais poder&o investigar ndo somente 0s
mecanismos que justificam as diferencas encontradas entre as duas linhagens, mas
também os efeitos de outros tipos de treinamento fisico para prevencédo e tratamento de

fatores de risco e de doengas cardiovasculares.
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“O fim das coisas é melhor do que o seu inicio,
e o paciente é melhor que o orgulhoso.”

Eclesiastes 7:8
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