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RESUMO

MOREIRA, J.B.N. Efeitos do treinamento fisico aerébio em alta intensidade na
musculatura esquelética de ratos infartados. 2012. 128 f. Dissertacdo (Mestrado) — Escola

de Educacao Fisica e Esporte, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

A miopatia esquelética em doencas sistémicas ¢ um importante preditor de
mortalidade e prognostico em diversas sindromes, incluindo a insuficiéncia cardiaca. Os
danos musculo-esqueléticos em situagcdes de comprometimento cardiaco sdo descritos pela
literatura ha décadas, entretanto, nenhum recurso farmacologico proposto até o momento
mostrou-se eficiente em reverter esses prejuizos, ressaltando o papel do treinamento fisico
aerobio. Apesar dos inegédveis beneficios desta terapia adjuvante no tratamento da
insuficiéncia cardiaca, muito pouco se sabe sobre a intensidade de exercicio capaz de otimizar
os ganhos promovidos por esta intervengdo. Dado isso, nesse estudo avaliamos a eficacia do
treinamento fisico aerobio em alta intensidade na musculatura esquelética em ratos
submetidos ao infarto do miocardio, comparando-a com protocolo isocaloérico realizado em
intensidade moderada. Observamos que os animais infartados apresentaram alteragdes
patologicas na musculatura esquelética, similarmente ao observado em pacientes com IC,
como prejuizos em enzimas metabolicas fundamentais, atrofia muscular, perturbacdo da
homeostase redox e ativagdo do complexo proteassomal 26S. Ambos os protocolos de
treinamento fisico aerdbio foram capazes de aprimorar substancialmente a capacidade
funcional e poténcia aerobia maxima nos animais infartados, prevenindo a queda da atividade
maxima das enzimas hexoquinase e citrato sintase, restaurando a morfologia da musculatura
esquelética e aumentando a distribuicdo de fibras musculares do tipo I, o que foi
acompanhado por melhora do balango redox e reducdo da atividade do complexo
proteassomal 26S. Apesar do treinamento fisico aerdbio em alta intensidade ter proporcionado
resultados superiores ao protocolo de intensidade moderada em relacdo a capacidade
funcional dos animais, as adaptacdes musculo-esqueléticas as diferentes intensidades de TFA

apresentaram-se muito semelhantes.

Palavras-chave: infarto do miocardio, musculo esquelético, treinamento fisico, atrofia

muscular



ABSTRACT

MOREIRA, J.B.N. Effects of high-intensity aerobic interval training on skeletal muscle
of infarcted rats. 2012. 128 f. Dissertagdo (Mestrado) — Escola de Educacao Fisica e Esporte,

Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo.

Impaired skeletal muscle performance in systemic diseases is shown to strongly
predict mortality and long-term prognosis in a wide variety of syndromes, including heart
failure. The clinical picture of skeletal muscle damage in cardiac situations has been described
for decades. However, no pharmacological strategy proposed so far was shown to effectively
prevent the onset of skeletal myopathy, reinforcing the role of aerobic exercise training in
counteracting such phenomenon. Despite the well-known benefits of exercise training in sets
of cardiac dysfunction, very little is known about the optimal exercise intensity to elicit
maximal outcomes. Therefore, in the present study we compared the effects of high-intensity
aerobic exercise training with those of an isocaloric moderate-intensity protocol on skeletal
muscle adaptations in infarcted rats. Our data suggest that infarcted rats presented signs of
skeletal myopathy resembling those observed in HF patients, such as metabolic enzymes
impairment, skeletal muscle atrophy, disrupted redox balance and proteasomal overactivation.
Here we show that both high- and moderate-intensity aerobic exercise training were able to
substantially increase aerobic capacity in infarcted rats, preventing the decay of citrate
synthase and hexokinase maximal activities, reestablishing normal skeletal muscle
morphology to a healthy profile and increasing the number of type I muscle fibers. Such
outcomes were accompanied by an improved redox balance and reduced proteasomal activity
in skeletal muscle. Even though high-intensity aerobic interval training was superior to
moderate-intensity in improving functional capacity, the observed adaptations in skeletal
muscle were remarkably similar between the protocols. Therefore, our data allow us to
conclude that high-intensity and moderate-intensity aerobic exercise training equally prevent

skeletal myopathy induced by myocardial infarction in rats.

Keywords: myocardial infarction, skeletal muscle, exercise training, skeletal muscle atrophy
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1 INTRODUCAO

A crescente incidéncia de doencas cardiovasculares nas ultimas décadas atraiu grande
aten¢do da comunidade cientifica, dado o grande impacto gerado aos sistemas de saude
publica por estas que s3o a principal causa de morte na espécie humana (LOPEZ-
JARAMILLO, 2008; YAZDANYAR e NEWMAN, 2009). Dentre as principais causas de
doencas cardiovasculares destaca-se o infarto do miocardio (IM), que ¢ caracterizado pelo
suprimento insuficiente de sangue ao musculo cardiaco, causando elevagdo da pressdo de
enchimento ventricular, morte tecidual e severa disfun¢do cardiaca, o que pode culminar na
instalacdo do quadro de insuficiéncia cardiaca (IC) (AMERICA, 2006; ZANNAD et al.,
2008).

A repercussao sistémica da disfuncdo cardiaca induzida pelo IM pode incidir sobre
varios tecidos do organismo, incluindo pulmdes, figado, rins e a musculatura esquelética
(SIMKO e SIMKO, 1996; GORDON e VOIPIO-PULKKI, 1997), sendo este ultimo objeto
de estudo do presente estudo. A redugdo cronica do débito cardiaco (DC) observada em
situacdo de isquemia miocardica compromete a perfusdo sanguinea da musculatura
apendicular, podendo assim promover importantes alteragdes morfofuncionais capazes de
agravar o prognostico da doenga, uma vez a capacidade funcional dos pacientes depende em
grande parte do bom funcionamento do sistema muscular esquelético (CLARK, POOLE-
WILSON e COATS, 1996). De fato, foi demonstrado que apesar da respeitavel disfun¢do
cardiaca observada em pacientes com IC, os prejuizos sofridos pela musculatura esquelética
nesses pacientes apresentam correlacdo ainda mais forte com a capacidade de realizagdo dos

mesmos (LANG et al., 1997).

Considerando tal contexto, ressaltamos o importante papel do treinamento fisico
aerdbio (TFA) na prevencao e terapéutica dos prejuizos provocados pela IC na musculatura
esquelética, uma vez que recursos farmacoldgicos atualmente disponiveis se mostram
incapazes de aprimorar a capacidade de realizacdo de esfor¢o e a poténcia aerobia méxima
(VO2max) de pacientes, apesar de melhorarem significativamente a funcdo cardiaca dos
mesmos. J4 o TFA, embora promova efeitos cardiovasculares em menor magnitude em
comparagdo ao tratamento farmacologico, ¢ altamente eficaz em aprimorar a capacidade

funcional e a poténcia aerobia maxima em pacientes com IC (FRAGA et al., 2007), sendo
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estes os principais indicadores do progndstico da IC, segundo a New York Heart Association

(NYHA).

Apesar de os beneficios cardiovasculares e musculo-esqueléticos do TFA em
intensidade moderada estarem bem descritos na literatura, inclusive em trabalhos de nosso
grupo (BACURAU et al., 2009; BUENO et al., 2010), relatos recentes sugerem que o TFA
em alta intensidade seja capaz de promover efeitos cardiovasculares superiores aos
protocolos em intensidade moderada (WISLOFF et al., 2007). Dadas estas consideragoes,
testamos no presente estudo a hipotese de que o TFA em alta intensidade promoveria
beneficios superiores na musculatura esquelética em ratos infartados, quando comparado

com um protocolo isocalorico realizado em intensidade moderada.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar os efeitos do TFA em alta intensidade na musculatura de ratos infartados,
comparando-os com aqueles promovidos por protocolo isocaldérico em intensidade

moderada.

2.2 Especificos

Avaliar em ratos saudéaveis submetidos a cirurgia ficticia (SHAM) ou infartados (INF),

sedentarios ou treinados em protocolo de TFA em alta intensidade ou intensidade moderada:
* A fungdo e a estrutura cardiacas;
* A tolerancia ao esforgo fisico;
* A poténcia aerébia maxima (VOomax);
* A massa dos musculos séleo e plantar;
* A 4rea de seccao transversa das fibras musculares dos musculos sdleo e plantar;
* A distribui¢do dos tipos de fibras musculares nos musculos séleo e plantar;

e A atividade maxima de enzimas relacionadas aos metabolismos aerdbio e anaerobio,

nos musculos soleo e plantar;
* O conteudo de glicogénio intramuscular nos musculos so6leo e plantar;
* A atividade méaxima de enzimas antioxidantes nos musculos soleo e plantar;

* O estado redox da glutationa nos musculos sé6leo e plantar
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* A marcagdo de proteinas para degradacdo (ubiquitinacdo) em lisado citosdlico dos

musculos soleo e plantar;

* A atividade méaxima do complexo proteassomal 26S em lisado citosdlico dos musculos

soleo e plantar;
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Prejuizos da musculatura esquelética na insuficiéncia cardiaca

Apesar de sua origem cardiovascular, a IC pode desencadear um quadro de faléncia
energética em diversos tecidos do organismo, incluindo a musculatura esquelética. Diversos
estudos demonstraram que os prejuizos apresentados por este tecido na IC apresentam
grande relevancia clinica, uma vez que a capacidade funcional de pacientes com IC
encontra-se significantemente correlacionada com parametros funcionais e morfologicos da
musculatura esquelética, sendo esta correlacdo mais alta do que aquela apresentada entre a
funcdo cardiaca e a tolerancia ao esfor¢o fisico dos mesmos pacientes (HARRINGTON et

al., 1997).

Considerando, portanto, a importante contribui¢do da musculatura apendicular para a
capacidade funcional de pacientes com IC, diversos grupos de pesquisa se propuseram a
investigar mais afundo os prejuizos promovidos pela IC ao tecido muscular esquelético.
Com isso, alteracdes morfologicas, metabdlicas e funcionais foram identificadas em
pacientes e/ou modelos experimentais de IC, de forma que nem sempre se manifestam em

conjunto.

Do ponto de vista estrutural, foi observada rarefacdo capilar, redu¢do da porcentagem
de fibras do tipo I (lentas e mais resistentes a fadiga) e atrofia muscular, alteragdes que
ocorrem em boa parte de pacientes com IC (CLARK, POOLE-WILSON e COATS, 1996).
Considerando esses achados, parte importante do presente estudo consistiu na avaliagdo

morfoldgica da musculatura esquelética dos animais incluidos no estudo.

Quando nos voltamos ao metabolismo da célula muscular esquelética, encontramos
que a IC pode promover prejuizos na capacidade de geracdo de energia tanto pelo
metabolismo aerobio quanto anaerébio (METTAUER et al.,, 2006). Nesse sentido, foi
demonstrado que a reserva de fosfato de creatina (PCr) ¢ mais rapidamente utilizada em
pacientes com IC do que em individuos saudaveis (MASSIE et al., 1987), indicando
diminui¢do da capacidade oxidativa da musculatura esquelética na sindrome, o que ¢

corroborado por outros estudos (MIDDLEKAUFF, 2010). Dado isso, avaliamos também no
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presente estudo, indicadores da capacidade metabolica da musculatura esquelética, sendo
eles: a atividade méxima da enzima citrato sintase, que ¢ uma das principais enzimas do
metabolismo aerobio; o contetido de glicogénio intramuscular, por ser um importante
substrato energético durante o exercicio aerdbio; a atividade mdaxima da enzima

hexoquinase, enzima-chave do metabolismo anaerdbio.

Em principio acreditava-se que tais anormalidades fenotipicas apresentadas pela
musculatura esquelética na IC deviam-se a baixa perfusdo periférica, resultante do baixo DC
gerado pelo coracdo insuficiente. Estudos entdo demonstraram que aumento do DC durante o
esforco por agentes farmacoldgicos ndo ¢ suficiente para melhorar a capacidade de
realizacdo de exercicio fisico em pacientes com IC (MASKIN et al., 1983; DREXLER et al.,
1989), ao passo que Wiener e colaboradores (WIENER et al., 1986) verificaram baixa
atividade de enzimas oxidativas na musculatura esquelética de pacientes com IC com
perfusdo muscular preservada. Com isso, foi sugerido que a musculatura esquelética de
pacientes com IC sofria alteracdes em mecanismos intrinsecos ao tecido, e ndo relacionados
diretamente ao baixo fluxo sanguineo (METTAUER et al., 2006). Além disso, a perda de
massa magra foi identificada como um importante preditor de mortalidade em pacientes com
IC (ANKER et al., 1997). Tais particularidades dos efeitos deletérios da IC na musculatura
esquelética reforgam a importadncia de melhor entender o fendmeno aqui apresentado e

desenvolver estratégias terapéuticas que contribuam para prevengao de sua ocorréncia.

3.2 Papel do estresse oxidativo na regulagdo da estrutura e fun¢dao musculares

Além da estrutura e metabolismo energético, mecanismos intracelulares mostram-se de
grande importancia para o bom funcionamento contratil da musculatura esquelética,
destacando-se o estresse oxidativo. A alteragdo do balango redox na musculatura esquelética
no sentido pro-oxidante induz disfun¢do dos miofilamentos contrateis (ANDRADE et al.,
1998) e antecipacdo da fadiga (KUWAHARA et al., 2010), além de acelerar o processo de
atrofia muscular observado no envelhecimento e outras patologias (MULLER et al., 2006).
Confirmando esta relagdo, outros estudos demonstraram que o tratamento com antioxidantes
pode atenuar a atrofia e/ou disfun¢@o musculares em diferentes modelos (HAIDARA et al.,

2003; MCCLUNG et al., 2007; GUARNIER et al., 2010). Sabe-se também que a disfunc¢do
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cardiaca pode induzir alteracdo do balango redox na musculatura esquelética em humanos
(LINKE et al., 2005) e modelos animais (COIRAULT et al.,, 2007; KOBA, GAO ¢
SINOWAY, 2009; OHTA et al., 2011), o que pode contribuir para a atrofia e disfuncao

musculares.

Nesse sentido, grande atengdo ¢ voltada a carbonilagdo/oxidagdo protéica, dada sua
natureza irreversivel (NYSTROM, 2005). Acumulo de proteinas oxidadas foi constatado em
diferentes tecidos, incluindo a musculatura esquelética, de modelos animais e humanos com
doengas cronico-degenerativas (LEVINE, 2002; COIRAULT et al., 2007; DALLA LIBERA
et al., 2010). Sistemas intracelulares de degradagdo protéica identificam e eliminam
proteinas carboniladas (BREUSING et al.,, 2009), entretanto, caso o acumulo desses
compostos supere a capacidade da célula em degrada-los, agregados citotdxicos sdo
formados induzindo uma série de efeitos deletérios a célula, incluindo a disfun¢do contratil

em miocitos esqueléticos (COIRAULT et al., 2007).

Uma vez que o balango redox ¢ determinado pelo equilibrio entre vias pro- e anti-
oxidantes, atencdo deve ser dada também aos mecanismos responsaveis pela defesa
antioxidante intracelular, que conta com importante acdo das enzimas superoxido dismutase

(SOD) e catalase.

A classe de enzimas superéxido dismutase atua na catalisacdo da reagdo de dismutagao
de anions superoxido (O, ) em oxigénio e peroxido de hidrogénio, competindo com reacdes
entre O, e outros alvos intracelulares, promovendo, portanto, importante defesa antioxidante
(HASSAN e FRIDOVICH, 1978). Dado isso, sua auséncia promove elevac¢ao substancial do
estresse oxidativo, responsavel por efeitos deletérios severos em diversos tecidos
(GRZELAK et al., 2009; MAKINO et al., 2011; TREIBER et al., 2011). Na musculatura
esquelética, a inativagdo génica global de uma das isoformas da enzima SOD acelera a perda
de massa muscular ocorrida com o envelhecimento e diminui a atividade locomotora
espontdnea de camundongos (MULLER et al., 2006). Além disso, a ablagdo génica da
enzima apenas no musculo esquelético ¢ capaz de reduzir dramaticamente a capacidade de
esfor¢o fisico dos animais, mesmo sem causar atrofia muscular (KUWAHARA et al., 2010).
Resultados semelhantes foram observados em camundongos com inativa¢ao condicional de
SOD apenas nas fibras musculares do tipo I[IB (LUSTGARTEN et al., 2009), confirmando o
importante papel da enzima no tecido e sua relagdo com a capacidade de realiza¢do de

esforgo fisico.
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Presente em todas as células eucarioticas, a enzima catalase atua na conversio de
peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio, apresentando, portanto, importante papel
antioxidante (LOEW, 1900). A importancia sistémica da enzima ¢ evidenciada pelo aumento
da sobrevida de diferentes espécies em que a atividade da catalase foi artificialmente
aumentada (MELOV et al., 2000). Foi demonstrado também que a hiper-expressdo de
catalase mitocondrial atenua os efeitos deletérios do envelhecimento na funcdo e estrutura
cardiacas (DAI et al., 2009). A acdo protetora da catalase também foi demonstrada no
musculo esquelético, uma vez que a injecdo de catalase recombinante melhora
significantemente a fungdo muscular em modelo animal de distrofia de Duchenne (SELSBY,
2011). Além disso, a administracdo de catalase exdgena promove atenuacdo dos efeitos
deletérios causados pela isquemia seguida de reperfusdo da musculatura esquelética (LEE et

al., 1987).

Assim, uma vez que o balanco redox da célula muscular esquelética parece possuir
papel importante também na miopatia esquelética desencadeada pela IC (OHTA et al.,
2011), avaliamos no presente estudo também o perfil do estresse oxidativo na musculatura

esquelética de nosso modelo animal.

3.3 Sistema ubiquitina-proteassoma e atrofia muscular

A degradacdo de proteinas intracelulares possui papel importante para a manutengao
da homeostase do organismo, participando em uma série de processos essenciais para o bom
funcionamento celular, como, por exemplo, o controle da diferenciagdo celular, regulagdo
das concentracdes enzimaticas e fornecimento de aminodcidos para a gliconeogénese
(LECKER et al., 1999). O controle fino desses processos sé € possivel devido a existéncia de
sistemas proteoliticos altamente conservados nos organismos eucarioticos, sendo eles o
sistema lisossomal, o sistema proteolitico dependente de calcio e o sistema ubiquitina-
proteassoma (SUP). Apesar da inegavel importancia dos dois primeiros sistemas, grande
aten¢do ¢ dada ao ultimo, uma vez que o SUP ¢ responsavel por mais de 80% da degradagao

de proteinas intracelulares (GLICKMAN e CIECHANOVER, 2002).
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O SUP atua na degradacdo seletiva de proteinas oxidadas ou mal-enoveladas,
evitando acumulo destas no ambiente intracelular, sendo este processo de remocdo
conhecido como controle de qualidade de proteinas (CQP). O sistema de reconhecimento
dessas proteinas pelo SUP depende essencialmente dos seguintes componentes: as enzimas
conhecidas como “ligases”, a proteina ubiquitina, o complexo proteassomal 26S ¢ ATP
(GLICKMAN e CIECHANOVER, 2002). Inicialmente, a enzima denominada E1 ¢
responsavel pela ativacdo da proteina ubiquitina, num processo dependente de ATP
(CIECHANOVER et al., 1981). A ubiquitina entdo ativada ¢ transferida para a enzima E2
(proteina carreadora), que conjuga diversas moléculas de ubiquitina umas as outras
(CIECHANOVER et al., 1980). Na sequéncia, a enzima E3 (proteina ligase) conjuga a
sequéncia de ubiquitinas a proteina alvo, que é reconhecida pelo complexo proteassomal
proteassomal 26S e degradada em pequenos peptideos de 8-12 aminoacidos (GLICKMAN e
CIECHANOVER, 2002). Tal processo ¢ ilustrado na figura a seguir:

(a) Ubiquitinagao (c) Sistema proteolitico
@ % @ Proteina
alvo \Q ,
ATP :‘ 4 = ~ Desenovelamento
AMP 3 Ab'ertura
. Clivagem
Liberacao

Proteassoma

(d) sistema nao proteolitico

Figura 1 - Representacdo esquemadtica do sistema ubiquitina proteassoma. E1 (proteina
ativadora) ativa a ubiquitina (Ub) com gasto de energia. E2 (proteina
carreadora) conjuga as ubiquitinas, formando uma cauda de poliubiquitinas. E3
(proteina ligase) liga as ubiquitinas conjugadas a proteina alvo (substrato), que
¢ posteriormente, reconhecida pelo proteassoma 26S e degradada em pequenos
peptideos (liberagdo). Mono: apenas uma ubiquitina. Multi: cauda com poucas
ubiquitinas. Poly: cauda com véarias ubiquitinas (Adaptado de (KAISER e
HUANG, 2005).

O complexo proteassomal 26S ¢ composto por duas subunidades, sendo elas

denominadas 19S e 20S, devido aos seus distintos coeficientes de sedimentagdo. A por¢do
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19S ¢ responsavel pelo reconhecimento da cauda de ubiquitina ligada a proteina alvo, num
processo que também demanda energia (ATP). Apos reconhecimento e desenovelamento, a
proteina passa a subunidade 20S, que conta com trés sitios cataliticos que distinguem-se
entre si pela especificidade de clivagem ap6s determinados aminoacidos (BAUMEISTER et

al., 1998). As caracteristicas das trés subunidades sdo descritas a seguir:
e Sitio B1 (ou peptidilglutamina): cliva ligagdes peptidicas apos acido glutamico;

e Sitio B2 (ou tripsina): degrada aminodcidos lisina e arginina proximos ao grupo C-

terminal;

* Sitio B5 (ou quimiotripsina): degrada tirosina, triptofano e fenilalanina préximos ao
grupo C-terminal; pode clivar outros aminoacidos, como a leucina, caso permaneca

ativo por um longo periodo;

Estudos das duas ultimas décadas demonstram que o SUP ¢ ativado na musculatura
esquelética em estados catabodlicos, como jejum, denervacdo e cancer (MITCH e
GOLDBERG, 1996). Sabe-se também que a ativacdo do sistema € necessaria para que haja
atrofia muscular (BODINE et al., 2001). Acredita-se que este processo atréfico ocorre
devido ao desequilibrio entre os processos de sintese e degradagao protéicas, favorecendo o
ultimo, com importante participagdo do SUP (LECKER et al., 2004), ao ponto da inibi¢ao
deste sistema ser sugerida como terapia contra a miopatia esquelética (BEEHLER et al.,

2006; JAMART et al., 2011).

Apesar de bastante estudado em diferentes estados patolégicos, muito pouco se sabe
sobre a ativagdo deste sistema na musculatura esquelética em pacientes e/ou modelos

experimentais de IC, bem como os efeitos do TFA em diferentes intensidades.

3.4 Treinamento fisico aerobio na insuficiéncia cardiaca

Até a década de 1980, diversas diretrizes indicavam que o esforco fisico deveria ser
evitado por pacientes com problemas cardiovasculares (COATS, 2011). A partir de 1985,
relatos cientificos tratando da intervengdo com exercicio fisico em pacientes com problemas

cardiacos comecaram a ser publicados, e apesar da precariedade no controle sintomatico e
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etioldgico, bem como nos protocolos de treinamento fisico, os primeiros beneficios do TFA
em pacientes com IC foram identificados (KELLERMANN, 1987). Resultados como
melhora da capacidade de realizagdo de exercicio fisico, aumento da fracdo de ejecdo
ventricular e do fluxo sanguineo periférico foram relatados (SULLIVAN,
HIGGINBOTHAM e COBB, 1988; SULLIVAN, HIGGINBOTHAM e COBB, 1989),
entretanto, estudos mais bem controlados, com respectivos grupos controle e controle de
intensidade eram necessarios a fim de melhor entender as adaptagdes promovidas pela

intervengao.

Dada esta necessidade, iniciaram-se os primeiros estudos clinicos controlados e
randomizados, que ja consideravam diferentes etiologias de IC, classe funcional,
medicamentos utilizados e a intensidade de exercicio realizada pelos pacientes (COATS et
al., 1990; DAVEY et al., 1992). Esses estudos confirmaram que o TFA de fato era capaz de
melhorar as fungdes, cardiaca e pulmonar, o balanco autonémico e neuro-humoral, bem
como importantes pardmetros vasculares periféricos em pacientes com IC, o que culminava
na melhora de indicativos de qualidade de vida (ADAMOPOULOS et al., 1993; PIEPOLI et
al., 1996; STOLEN et al., 2003). Tais estudos, apesar de apresentarem fortes evidéncias
tratando dos beneficios dos TFA na IC, ainda eram restritos a determinados centros de
pesquisa e eram realizados em pequenos grupos populacionais, carecendo, portanto, de
suporte cientifico em relagdo a eventos mais raros e adversos, como morte subita,

complicacdes agudas ou do quadro clinico dos pacientes.

No intuito de investigar efeitos mais duradouros e em larga escala populacional,
grandes estudos clinicos com recrutamento de centenas de pacientes proveram dados com
forte poder epidemiologico. Além de confirmar os achados apresentados pelos estudos
supracitados, como aumento do VOamsx, da capacidade de realizacdo de esfor¢o e melhora da
funcdo cardiaca, os estudos com grandes popula¢des demonstraram que o TFA ¢ capaz de
diminuir o nimero ¢ a duracdo de internagdes por complicagdes do quadro clinico, bem
como reduzir a necessidade de transplantes cardiacos, além de melhorar a classe funcional e
aumentar significativamente a sobrevida dos pacientes com IC (AUSTIN et al., 2005;
DRACUP et al., 2007, GEROVASILI et al., 2009). Dada a consisténcia ¢ a relevancia
clinica desses achados, o treinamento fisico passou de ndo recomendado a componente

importante no tratamento da IC.

Assim, diversos centros de pesquisa passaram a investigar 0s mecanismos que
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contribuem para a melhora da capacidade funcional dos individuos submetidos ao TFA.
Uma vez que 0 VOomax € determinado tanto pela oferta sanguinea pelo DC, quanto pela
capacidade da musculatura esquelética em extrair oxigénio e nutrientes do sangue ofertado
(equagdo de Fick"), verificou-se que, além dos beneficios cardiovasculares, as adaptacdes da
musculatura esquelética contribuem em grande parte para o aprimoramento da tolerancia ao
esforco em pacientes e modelos experimentais de IC submetidos ao TFA. Dentre essas
adaptacdes destacam-se aumento da atividade de enzimas oxidativas (STRATTON et al.,
1994), melhora do transiente de célcio intracelular (BUENO et al., 2010), prevencdao da
atrofia muscular e aumento da porcentagem de fibras do tipo I (BACURAU et al., 2009), o
que culmina em melhora do perfil metabdlico e funcional do tecido muscular esquelético,
contribuindo assim para aumento do VOymsx € da tolerancia ao esforgo fisico (KEMI et al.,

2007).

3.5 Treinamento fisico aerobio em alta intensidade na insuficiéncia cardiaca

Apesar dos beneficios cardiovasculares e musculo-esqueléticos promovidos pelo TFA
estarem bem descritos na literatura, muita discussao ainda existe em relag@o a intensidade de
exercicio capaz de desencadear os melhores resultados sem expor o paciente a grandes riscos
cardiovasculares. De fato, a vasta maioria dos estudos observaram resultados muito
interessantes apds protocolos de TFA em intensidade moderada (50-70% do VOimax ou
FCnix), em conjunto com baixa incidéncia de eventos cardiovasculares agudos
desencadeados pelo exercicio fisico, fazendo com que a diretriz atual do Colégio Americano
de Medicina do Esporte (ACSM, (1998)) proponha que tal modalidade seja a mais indicada
para pacientes com IC. Apesar disso, estudos recentes demonstram resultados promissores
do treinamento fisico realizado em alta intensidade, em modelos animais e humanos,

saudaveis ou com acometimentos cardiovasculares.

Sabe-se que a partir de certa intensidade de esfor¢o o metabolismo anaerébio passa a

ser mais requisitado, e devido a baixa capacidade desse sistema em manter a producao

' VOusx=DC x dif. a-vOs. 4 equagio de Fick representa os fatores cardiovasculares
centrais e periféricos que determinam a poténcia aerobia maxima (VOainay), sendo eles: o
débito cardiaco (DC) e a diferenga artério-venosa de oxigénio (dif. a-vO,).
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energética por longos periodos, atividades em altas intensidades ndo podem ser mantidas por
muito tempo. Assim, os protocolos de TFA em alta intensidade aqui apresentados foram
realizados de maneira intermitente (ou intervalada), ou seja, periodos de exercicio em alta
intensidade, muitas vezes em intensidade superior ao limiar de lactato, seguido de periodos

de recuperagdo em menores intensidades, garantindo a continuidade da execugao.

Gibala e colaboradores. (GIBALA et al., 2006) demonstraram que apenas seis sessdes
de treinamento intervalado em alta intensidade (com intervalos acima de 90% do VOapico)
foram capazes de aumentar o tempo até a exaustdo de individuos jovens e saudaveis, em
mesma intensidade absoluta, o que ndo foi observado apds seis sessdes de treinamento
continuo em intensidade moderada (65% do VOapico), com carga total de trabalho equalizada.
Nao se limitando a individuos saudéveis, foi demonstrada a superioridade do treinamento em
alta intensidade em pacientes com doenca da artéria corondria, que apresentaram maior
poténcia aerobia quando comparados com o grupo que realizou treinamento em intensidade
moderada. Além do VOypic,, pardmetros cardiovasculares também melhoraram em maior
magnitude no grupo de pacientes submetidos ao protocolo de TFA em alta intensidade
(ROGNMO et al., 2004). De forma semelhante, pacientes com IC foram submetidos a
protocolos de TFA moderado (60-65% do VOqpics) 0u em alta intensidade (picos a 85-90%
do VOzpico), € 0s resultados foram comparados. O grupo treinado em alta intensidade
apresentou maior poténcia aerébia e melhor fungdo ventricular e endotelial quando
comparado com o grupo treinado em intensidade moderada (WISLOFF et al., 2007). Os
achados ndo foram relatados apenas em pacientes com acometimentos cardiovasculares.
Individuos com sindrome metabodlica também foram submetidos a diferentes protocolos de
treinamento com carga total equalizada e aqueles que realizaram TFA intervalado em alta

intensidade também apresentaram resultados superiores (TJONNA et al., 2008).

Considerando esses achados, a hipotese do presente trabalho foi de que o TFA
intervalado em alta intensidade promoveria efeitos superiores ao protocolo continuo em

intensidade moderada, na musculatura esquelética em ratos infartados.
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5 METODOS

5.1 Desenho experimental

Ratos Wistar machos com oito semanas de idade (250-300g) foram aleatoriamente
divididos entre os grupos: infartado (INF) ou saudavel (SHAM). Nesse momento, os animais
foram submetidos a cirurgia de inducao de IM ou cirurgia ficticia (SHAM). Quatros semanas
apos os procedimentos cirurgicos, os ratos infartados foram alocados dentre os grupos:
infartado sedentario (INF-SED), infartado submetido ao TFA continuo em intensidade
moderada (INF-TC) ou infartado submetido ao TFA intervalado em alta intensidade (INF-
TI). Neste ponto temporal (4 semanas pos-cirurgia), os trés grupos infartados foram
divididos de forma que a fung¢do cardiaca e demais pardmetros fisioldgicos fossem similares
entre os mesmos. Oito semanas apos o inicio dos protocolos de TFA, todos os animais foram
sacrificados e estudados (doze semanas apoOs os procedimentos cirdrgicos). Os animais
receberam racdo padrdo e dgua ad libitum, e foram mantidos em biotério com temperatura
controlada (22-25°C) e ciclo claro-escuro invertido (12 horas). Todos os experimentos
propostos para o presente estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Escola de Educacao Fisica e Esporte da Universidade de Sao Paulo.

5.2 Modelo animal

Utilizamos no presente estudo modelo animal de IM induzido por ligadura da artéria
coronaria descendente anterior (JOHNS ¢ OLSON, 1954). Os animais foram anestesiados
com uma mistura de xilazina (10mg/kg, ip) e quetamina (50mg/kg, ip), entubados e
artificialmente ventilados (70 pulsos/minuto; 2,5 mL/pulso). Na sequéncia foi realizada
incisdo toracica e ligadura da artéria corondria. Ao final do procedimento o torax foi fechado
€ 0s gases remanescentes em seu interior retirados para reestabelecimento do diferencial
pressorico de gases, permitindo a respira¢do natural dos animais. Os animais do grupo

SHAM foram submetidos a procedimento cirargico de mesma duragdo, mimetizando o
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estresse cirurgico. As avaliagdes in vivo foram iniciadas quatro semanas apds os
procedimentos cirurgicos. O sacrificio dos animais foi realizado 12 semanas apos as
cirurgias, os tecidos foram dissecados e estudados de acordo com os objetivos especificos do

presente projeto.

5.3 Funcdo cardiaca

A avaliagdo da funcdo cardiaca foi avaliada por ecocardiograma em modo M, quatro e
doze semanas apds os procedimentos cirtrgicos. Os exames foram realizados em
colaboragdo com o Instituto do Cora¢do da Universidade de Sao Paulo. Os ratos foram
anestesiados com uma mistura de xilazina (10mg/kg, ip) e quetamina (50mg/kg, ip),
colocados em posicdo supina e submetidos a tricotomia do térax. As dimensdes cardiacas
foram mensuradas por ecocardidgrafo equipado com transdutor linear de 14 Mhz. A fungdo
do ventriculo esquerdo foi determinada por meio da fracdo de encurtamento (FE) do
ventriculo esquerdo dos animais, calculada pela férmula: FE (%) = [(LVEDD -
LVESD)/LVEDD] x 100, sendo LVEDD a dimensao diastdlica final do ventriculo esquerdo
(i.e. Left Ventricular End-Diastolic Dimension) e LVESD a dimensdo sistolica final do
ventriculo esquerdo (i.e. Left Ventricular End-Systolic Dimension). As medidas
ecocardiograficas seguiram recomendacdes do Comité de Padronizacdo do modo M da

Sociedade Americana de Ecocardiografia.

5.4 Tolerdncia ao esforgo fisico

A tolerancia ao esforgo fisico foi avaliada quatro e doze semanas apods o0s
procedimentos cirurgicos. O teste consistiu em corrida em esteira rolante, inclinada a 20
graus, sendo iniciado na velocidade de 6m/min, com incrementos de 3 m/min a cada trés
minutos (FERREIRA et al., 2007), até a exaustdo do animal. A velocidade maxima de
corrida foi registrada e a distancia total percorrida calculada. Os animais foram adaptados ao

ambiente de teste durante uma semana antes das avaliacdes (10 min/dia).
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5.5 Poténcia aerobia maxima (VO2u4x)

O VOymix foi mensurado quatro e doze semanas apds os procedimentos cirtirgicos, por
meio de teste de corrida em esteira, como descrito acima. Os animais realizaram o teste em
esteira rolante montada dentro de uma cadmara metabolica conectada por tubos a um
analisador de oxigénio e bomba de ar responsavel pela manuten¢do do fluxo de gases dentro
da camara. O aparelho foi calibrado apds cada avaliagdo € o VOomsx foi calculado pela
formula (pO2amb-PO2max)x3500/m, onde pOaamp representa a fracdo de oxigénio no ar
ambiente, pOxmsx a fracdo expirada de oxigénio, 3500 o fluxo de ar em mL/min ¢ "m" a

massa corporal em quilogramas.

5.6 Protocolos de treinamento fisico aerébio

Os animais foram submetidos a corrida em esteira com inclinagdo de 20 graus, cinco
dias por semana, durante oito semanas. Ambos 0s grupos realizaram aquecimento de 10
minutos a 40% do VO,max antes de cada sessdo de treinamento. O TFA intervalado em alta
intensidade consistiu em trés minutos de corrida a 60% do VOymax seguidos de quatro
minutos a 85% do VO,max, repetidos setes vezes durante cada sessdo (tempo total de 49
minutos). J& o TFA continuo em intensidade moderada foi realizado a 60% do VO,max
durante toda a sessdo, e teve duragdo ajustada para equalizar o trabalho total realizado
(protocolos isocaloricos), mensurado pela distdncia percorrida. A Figura 2 representa
graficamente os dois protocolos. A velocidade de corrida foi ajustada ao final da quarta

semana de treinamento fisico, por meio dos testes acima descritos.
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Figura 2 — Representagao grafica dos protocolos de TFA realizados no presente estudo.

5.7 Coleta dos tecidos

Quarenta e oito horas ap6s as reavaliagdes pds-treinamento fisico (12 semanas apos
procedimentos cirirgicos), os animais foram sacrificados por decapitacdo e os musculos
soleo e plantar, bem como coragdo, pulmdes e figado foram cuidadosamente dissecados,
pesados e congelados em nitrogénio liquido ou em freezer (-80°C), dependendo do
experimento a que seriam destinados. Pulmdes e figado foram submetidos a secagem em
estufa (37°C) e pesados a cada 24 horas até que ndo houvesse mais alteragdo de massa,
permitindo o calculo da razdo massa umida:massa seca como um indice de edema pulmonar

e hepatico, respectivamente, indicando presenga ou nao de sinais de IC.

5.8 Estrutura da musculatura esquelética

Parte dos musculos s6leo e plantar foi congelada em isopentano resfriado em
nitrogénio liquido, para avaliacdo histologica da estrutura da musculatura esquelética. Tais
musculos foram usados devido a distingdo na distribuicdo dos tipos de fibras musculares,
uma vez que o musculo soleo apresenta caracteristicas predominantemente oxidativas, ao
passo que o musculo plantar demonstra predominio de fibras do tipo II, cujo metabolismo
predominante ¢ o glicolitico. Os musculos foram ulteriormente cortados em criostato em
seccoes transversais de 10 um para processamento posterior. A avaliacdo da area de seccao

transversa e dos tipos de fibras musculares foi realizada por meio da reagdo para miosina



35

ATPase (BROOKE e KAISER, 1970). As fibras do tipo I (lentas e oxidativas) reagem
fortemente na solucdo 4cida, podendo ser identificadas em aquisi¢des microscopicas como
as fibras mais escuras, enquanto as fibras do tipo II (rapidas e glicoliticas) podem ser
identificadas como sendo as mais claras. O inverso ocorre na solugdo basica. A area de cada
fibra muscular foi mensurada e a média calculada. A proporcao dos diferentes tipos de fibras
foi calculada. As imagens foram registradas em computador acoplado ao microscopio 6ptico

e conectado a um sistema fotografico (magnificagdo de 100x) (Leica Qwin)

5.9 Avaliacao metabdlica da musculatura esquelética

Os ensaios foram realizados nos musculos séleo e plantar dos animais incluidos no
presente estudo. A metodologia utilizada, bem como padronizacdes e adaptagdes dos

protocolos estdo descritas abaixo.

5.9.1 Citrato sintase (EC 2.3.3.1)

O bom funcionamento de enzimas relacionadas ao metabolismo de 4cidos graxos,
como as enzimas mitocondriais envolvidas no ciclo do acido citrico (ciclo de Krebs), ¢ um
importante indicativo da capacidade de geracdo de energia pelo metabolismo aerdbio. A
enzima citrato sintase catalisa a primeira reacdo do ciclo de Krebs, quando acetil-coenzima
A (acetil-CoA) ¢ condensada com oxaloacetato, formando citrato e coenzima A (CoA). Tal
reacdo ¢ um passo determinante da velocidade de todo o ciclo de Krebs e,

consequentemente, da formagdo de energia pelo metabolismo aerdbio.

A atividade maxima da enzima citrato sintase foi determinada por método
fotométrico, por meio da quantificacio do complexo formado entre CoA com 4&cido
5,5’ditio-bis 2 nitrobenzoico (DTNB), adicionado ao meio. Os musculos foram
homogeneizados em tampao fosfato (50mM PBS, pH 7,4 + ImM EDTA) e centrifugados a
12000g durante 15 minutos (4°C). A mistura de ensaio foi constituida por Tris-Base

(100mM), EDTA (ImM), DTNB (0,2mM), acetil-CoA (0,1mM), Triton X-100 (1%, v:v) e
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amostra. A reacdo foi iniciada pela adicdo de oxaloacetato (0,5mM) e a leitura de
absorbancia em 412nm ¢ acompanhada por 10 minutos a 25°C (ALP, NEWSHOLME e
ZAMMIT, 1976). A atividade ¢ dada em nmol de substrato consumido por minuto e os

resultados foram corrigidos pela quantidade de proteina citosolica utilizada no ensaio.

O método aqui descrito foi testado em amostras de musculo esquelético de ratos
Wistar, apresentando excelente correlagio (R?) e confiabilidade (valor de p) dos dados,
como ilustrado na Figura 3, que representa média = erro padrao de trés mensuracdes

distintas.
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Figura 3 — Linearidade do método de mensuracdo da atividade maxima da enzima citrato
sintase em homogenato citos6lico dos musculos soleo (A) e plantar (B).

5.9.2 Hexoquinase (EC 2.7.1.1)

A enzima hexoquinase catalisa a fosforilagdo da glicose na primeira reacdo da via
glicolitica. Sua atividade maxima foi mensurada por método baseado na formagdo de
glicose-6-fosdato a partir da glicose e sua conversdo em 6-fosfogliconato, em reacdo
catalisada pela enzima glicose-6 fosfato desidrogenase (G6PDH), adicionada ao meio de

ensaio. Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato (NADPH) reduzida ¢ formada pela
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reagdo em quantidade proporcional a atividade da enzima hexoquinase e foi avaliada por
absorbancia em 340nm, durante 10 minutos (25°C) (ZAMMIT ¢ NEWSHOLME, 1976). O
meio de ensaio foi composto por Tris-HCl (75mM), cloreto de magnésio (7,5mM), EDTA
(0,8mM), cloreto de potassio (1,5mM), mercaptoetanol (4mM), Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo Fosfato (NADP") (0,4mM), ATP (2,5mM), glicose (I1mM), creatina-fosfato
(1,4 U/mL), Triton X-100 (0,05%; v:v) e a amostra. A reagdo foi iniciada pela adi¢do de D-
glicose ao meio em concentragdo final de 1mM. A atividade ¢ dada em unidades de
absorbancia (UA) por minuto e os resultados foram corrigidos pela quantidade de proteina

citosolica utilizada no ensaio.

Testamos também a confiabilidade desde método, avaliando a atividade da enzima
hexoquinase em diferentes quantidades de lisado citosolico dos musculos sdleo e plantar
(Figura 4). As amostras foram analisadas em triplicatas. Observamos 6tima sensibilidade do
ensaio para o musculo plantar com a utilizagdo de 25 a 400 pg de proteinas citosodlicas
(Figura 4B). Entretanto, para o musculo séleo, observamos linearidade a partir de 150 pg de
proteinas citosolicas (Figura 4A). Devido a isso, utilizamos 250 pg de proteinas para esse

musculo a fim de garantir boa compara¢do dos dados entre os diferentes grupos

experimentais.
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Figura 4 — Linearidade do método de mensuragdo da atividade maxima da enzima
hexoquinase em homogenato citosélico dos musculos s6leo (A) e plantar (B).
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5.9.3 Glicogénio intramuscular

Para dosagem do conteudo de glicogénio intramuscular, parte da peca muscular foi
digerida em solucdo contendo hidroxido de potassio (5,5 M) durante 30 minutos em banho
fervente (100°C), seguido de precipitacio com etanol (centrifugacdo a 1000g por 20
minutos). Na sequéncia a fracdo peletizada foi ressuspendida em acido sulfurico para
hidrélise do glicogénio em glicose. Feito isso, a rea¢do de antrona (1 M) com a amostra
forma uma solucdo esverdeada que pode ser detectada por leitura de absorbancia em 650 nm.
O valor de absorbancia foi ajustado dentro de uma curva construida com concentragdes
conhecidas de glicose e os resultados estdo apresentados em pg de glicogénio por 1g de

tecido.

O método em questdo foi avaliado e os dados sdo apresentados na Figura 5. As
amostras foram avaliadas em triplicatas. Detectamos excelente correlagdo e confiabilidade
dos dados para a curva padrdo de glicose e diferentes quantidades dos musculos séleo e
plantar. Utilizamos 50mg de tecido para as mensuragdes, dado que tal valor ¢ intermedidrio

quando consideramos a sensibilidade do método, ilustrada na Figura 5.
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Figura 5 — Linearidade do método de mensuracao de glicogénio intramuscular. Curva padrao
de glicose (A), e contetido de glicogénio em diferentes quantidades dos musculos
soleo (B) e plantar (C).
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5.10 Balango redox na musculatura esquelética

5.10.1 Superoxido dismutase (EC 1.15.1.1)

A atividade da enzima em questdo foi avaliada por um método que consiste na inibigao
da redugdo de citocromo C por radicais superdxidos gerados pelo sistema xantina-xantina
oxidase, proporcionada pela SOD presente na amostra testada, que compete com citocromo

C pelos radicais gerados. (MCCORD e FRIDOVICH, 1969).

Os musculos foram homogeneizados em tampao fosfato (50mM PBS, pH 7,4 + ImM
EDTA + inibidor de protease [1:100, v:v]) e centrifugados em 12000g durante 15 minutos
(4°C). Inicialmente, a taxa de redugdo de citocromo C foi avaliada na auséncia de amostra,
pela leitura da taxa de alteragdo de absorbancia em 550nm durante 5 minutos, em solugdo
contendo citocromo C (19mM), xantina (1,18mM) e xantina oxidase diluidos em tampao
fosfato (0,05 M, pH 7,8). A concentracdo de xantina oxidase foi ajustada para uma
velocidade de reducdo de citocromo C de 0,025 unidades de absorbancia por minuto
(UA/min). Na sequéncia a taxa de reducdo de citocromo C foi acompanhada durante 5
minutos na presenga da amostra diluida na solucdo supracitada. A atividade de SOD da
amostra foi entdo calculada pela diferenca entre a taxa de oxidagdo de citocromo C na

auséncia e na presenca de amostra.

O presente método foi testado em nosso laboratorio e os dados estdo apresentados na
Figura 6. Diferentes quantidades de proteinas citosolicas dos musculos soleo e plantar foram
testadas e verificamos que para o musculo soleo, a sensibilidade do método encontra-se entre
0 e 80 pg de proteinas citosolicas da amostra testada (Figura 6A). No musculo plantar,
mesmo 160 pg ndo foram capazes de inibir completamente a redugdo de citocromo C (Figura
6B). Utilizamos, portanto, 40 pg de proteinas citosélicas para ambos os musculos, por se
tratar de uma concentragdo que se enquadra dentro da sensibilidade apresentada pelo método

nas condigoes de nosso laboratoério.
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Figura 6. Inibicdo da reducdo de citocromo C pela enzima SOD presente em lisado
citosolico dos musculos soleo (A) e plantar (B).

5.10.2 Catalase (EC 1.11.1.6)

A atividade da catalase foi avaliada pelo acompanhamento da decomposi¢do de
peroxido de hidrogénio adicionado as amostras dos musculos soleo e plantar, por meio de
leitura de absorbancia em 240nm. Os musculos foram homogeneizados em tampao fosfato
(50mM PBS, pH 7,4 + ImM EDTA + inibidor de protease [1:100, v:v]) e centrifugados a
12000g durante 15 minutos (4°C). A fracdo sobrenadante corresponde ao lisado citosolico
das amostras e foi utilizada no ensaio. Peréxido de hidrogénio foi adicionado ao lisado na
concentragdo final de 10mM e a absorbancia em 240nm foi acompanhada durante 4 minutos.
A taxa de decaimento da absorbancia corresponde a atividade de catalase presente na

amostra testada.

A Figura 7 ilustra a linearidade apresentada pelo método, testado em nosso laboratoério.
Utilizamos 75 pg de proteinas citosolicas, valor intermediario dentro da sensibilidade do
método, possibilitando a detecg¢do de variagdes positivas ou negativas na atividade da enzima

catalase.
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Figura 7 — Linearidade do método de mensuragdo da atividade da enzima catalase em lisado
citosolico dos musculos soleo (A) e plantar (B).

5.10.3 Estado redox da glutationa

Aproximadamente 15mg dos musculos soleo e plantar foram homogeneizados em
tampao fosfato (100mM, pH 7,0) e centrifugados a 14000rpm por 10min a 4°C. As proteinas
do sobrenadante foram precipitadas com acido sulfosalicilico (concentragao final de 2,5%).
Utilizamos o Glutathione Fluorescent Detection Kit (Arbor Assays) para dosagem do estado
redox da glutationa. O ensaio ¢ baseado no reconhecimento do grupo tiol presente em
moléculas de glutationa da amostra pelo composto ThioStar®. A ligacdo deste composto a
molécula de glutationa forma uma substancia altamente fluorescente (Aexc 390 nm, Aem 510
nm), que ¢ detectada em placas de 96 pogos por um fluorimetro. Inicialmente, o contetdo de
glutationa reduzida (GSH) foi mensurado. Na sequéncia a mesma amostra foi incubada com
composto que converte todo o conteido de glutationa oxidada (GSSG) em GSH,
promovendo nova reagdo com o composto ThioStar®, gerando o sinal fluorescente que
representa o contetdo total de glutationa. Uma curva com concentragdes conhecidas de GSH
foi utilizada como padrao. Estes resultados nos permitem calcular também o contetido de

GSSG, utilizando a seguinte formula: GSSG = (GSH Total — GSH Reduzida) / 2.
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5.11 Sistema ubiquitina-proteassoma

5.11.1 Contetdo de proteinas oxidadas

Os musculos foram homogeneizados em tampao fosfato (5S0mM PBS, pH 7,4 + ImM
EDTA + inibidor de protease [1:100, v:v]), na propor¢do 1:5 (massa:volume) e centrifugados
(12000g, 4° C, 15 minutos) para obtenc¢do da fragdo citosolica. Na sequéncia o lisado (50 pg)
foi incubado com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) durante 15 minutos, promovendo a
reacdo de DNPH com grupos carbonila presentes nas proteinas, formando uma ligagdo
covalente. As amostras foram entdo submetidas a eletroferese em gel (10% acrilamida) e
transferidas para membranas de nitrocelulose. Apds bloqueio das ligagdes inespecificas do
anticorpo por incubac¢do com albumina (BSA, 5%, m:v), as membranas foram incubadas
com anticorpo primdrio contra dinitrofenil (DNP) (1 hora, temperatura ambiente, em solucdo
contendo 5% BSA, 10mM Tris-HCI, 150mM NaCl, 0,1% Tween 20, pH 7,6), que foi
posteriormente reconhecido por anticorpo secundario conjugado a enzima HRP (horseradish
peroxidase), permitindo sua detec¢do (ChemiDoc, BioRad) e quantificacdo apds reagdo
quimioluminescente com luminol e peroéxido de hidrogénio. Os resultados foram corrigidos
pelos valores de uma amostra controle presente em todos os géis, bem como pela coloragdo
da membrana com 0,5% Ponceau S, garantindo comparagdo fidedigna entre amostras
corridas em diferentes géis e minimizando possiveis erros de pipetagem, respectivamente.

Os dados estdo apresentados como porcentagem do grupo SHAM.

5.11.2 Contetdo de proteinas ubiquitinadas

Os musculos foram homogeneizados em tampao fosfato (5S0mM PBS, pH 7,4 + ImM
EDTA + inibidor de protease [1:100, v:v]), na propor¢do 1:5 (massa:volume) e centrifugados
(12000g, 4° C, 15 minutos) para obtencdo da fracdo citosdlica. Na sequéncia o lisado foi
preparado com SDS (0,8%, m:v), B- mercaptoetanol (200mM), azul de bromofenol (0,02%,

m:v) e glicerol (40%, m:v). As amostras foram entdo submetidas a eletroferese em gel (10%
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acrilamida) e transferidas para membranas de nitrocelulose. Apds bloqueio das ligacdes
inespecificas do anticorpo por incubag¢do com albumina (BSA, 5%, m:v), as membranas
foram incubadas com anticorpo primdrio contra ubiquitina (1 hora, temperatura ambiente,
em solugdo contendo 5% BSA, 10mM Tris-HCI, 150mM NaCl, 0,1% Tween 20, pH 7,6),
que foi posteriormente reconhecido por anticorpo secundario conjugado a enzima HRP
(horseradish peroxidase), permitindo sua deteccdo quimioluminescente (ChemiDoc,
BioRad) apds reagdo quimioluminescente com luminol e perdxido de hidrogénio. Os
resultados foram corrigidos pelos valores de uma amostra controle presente em todos os
géis, bem como pela coloragdo da membrana com 0,5% Ponceau S, garantindo comparagao
fidedigna entre amostras corridas em diferentes géis e minimizando possiveis erros de
pipetagem, respectivamente. Os dados estdo apresentados como porcentagem do grupo

SHAM.

5.11.3 Atividade do complexo proteassomal 26S

O ensaio de atividade do complexo proteassomal 26S ¢ baseado na clivagem de um
peptideo (sequéncia: Leu-Leu-Val-Tyr [LLVY]), substrato do sitio catalitico quimiotripsina.
O peptideo ¢ comercializado conjugado a sonda fluorescente 7-Amino-4-Methylcoumarina
(AMC), e quando clivado pelo complexo proteassomal emite fluorescéncia. Portanto, o
ensaio foi realizado na presenca de Tris (25mM), MgCl, (5SmM), ATP (25uM) e o substrato
(25uM) (pH 7,4, 200uL volume final). Utilizamos 25ug de proteinas citosolicas no ensaio
(preparacdo da amostra como descrito acima, sem adi¢do de inibidores de protease). A
fluorescéncia da amostra foi acompanhada a 37°C, sendo 350nm e 440nm as frequéncias de
excitagdo e emissdo, respectivamente. O ensaio foi realizado na presenga e na auséncia do
inibidor especifico do proteassoma, epoxomicina (20uM), e a diferenga entre as duas taxas
de emissdo de fluorescéncia foi atribuida ao complexo proteassomal 26S presente na

amostra.
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5.12 Analise estatistica

Os resultados estdo apresentados na forma de média + erro padrio da média.
Utilizamos o teste de Shapiro-Wilks para verificagdo de distribui¢do normal dos dados. Os
dados de fun¢do cardiaca, tolerancia ao esforco € VOymax foram comparados entre os grupos
experimentais por ANOVA de uma via (ANOVA) para medidas repetidas. Para as outras
comparagoes, utilizamos ANOVA de uma via. Em caso de significancia foi utilizado o post

hoc de Duncan. Como nivel de significancia foi adotado p<0,05.
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6 RESULTADOS

Apresentaremos a seguir os dados relacionados aos efeitos do TFA em alta
intensidade na musculatura esquelética de ratos infartados, sendo esses efeitos comparados
com aqueles promovidos pelo TFA em intensidade moderada. Todos os experimentos foram
realizados tanto no musculo so6leo quanto no musculo plantar, uma vez que tais musculos
diferem entre si pela composi¢do dos tipos de fibras musculares, bem como pelo
metabolismo energético, € uma vez que estas varidveis sdo de grande interesse no presente
projeto, julgamos importante a comparagdo dos resultados em musculos de caracteristicas

diferentes.

6.1 Medidas ecocardiogridficas

No intuito de verificar o grau de disfungdo ventricular esquerda nos animais
submetidos ao IM, bem como os efeitos dos diferentes protocolos de treinamento nesses
animais, realizamos avaliagdo ecocardiografica nos animais quatro ¢ doze semanas apos 0s

procedimentos cirirgicos.

Somente animais infartados com fracdo de encurtamento do ventriculo esquerdo
inferior a 35% no periodo pré-protocolo foram incluidos no estudo. Dessa forma 27% dos
animais infartados sobreviventes foram descartados. Como esperado, os animais infartados
apresentaram perda significativa da fun¢do contratil quatro semanas ap0s as cirurgias (Figura

8, PRE-PROTOCOLO).

Além de nos prover de um importante indice de fun¢do ventricular sistolica (fragao
de encurtamento ventricular), o exame ecocardiografico também nos permite mensurar as
dimensdes da bomba cardiaca, sendo estes pardmetros fundamentais para a detec¢do de
remodelamento cardiaco patologico, muito comum ap6s o IM e comumente observado em
modelos experimentais e pacientes com IC. Nesse sentido, dilatacdo da camara ventricular
esquerda também foi observada nos animais infartados naquele momento (quatro semanas

p6s-IM), pelos didmetros ventriculares aumentados nos trés grupos infartados, tanto ao final
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da sistole quanto da diastole. Além disso, verificamos estreitamento do septo interventricular

em sistole nos trés grupos de animais infartados (Tabela 1).

Ap6s estratificagdo dos dados de fungdo cardiaca, os animais foram alocados nos
grupos sedentério, submetidos ao TFA continuo em intensidade moderada ou submetidos ao
TFA intervalado em alta intensidade, de forma que os parametros ecocardiograficos fossem
similares entre os grupos de mesma condi¢ao cardiaca (INF-SED, INF-TC e INF-TI) (Tabela
1). Esta constatacdo ¢ fundamental no presente trabalho, dado que os animais seriam
submetidos a diferentes intervencdes (repouso vs. TFA em intensidade moderada vs. TFA
em alta intensidade), sendo que o fendtipo dos ratos ao final do protocolo seria influenciado
ndo apenas por dadas intervengdes, mas também pelo grau de disfungdo/remodelamento
cardiaco apresentados pelos mesmos no periodo pré-protocolo. Assim, a certeza de que os
trés grupos infartados partiram de um grau semelhante de disfungdo ventricular no inicio do
estudo nos garantiu que as possiveis diferengas entre os mesmos ao final do protocolo

experimental seriam devido a intervengao aplicada.

Apo6s oito semanas do protocolo experimental, a fun¢do cardiaca dos animais foi

reavaliada por mesmo observador, cego para os grupos experimentais.
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A fragdo de encurtamento ventricular nos grupos SHAM e INF-SED nio se alterou
entre os periodos pré- e pos- protocolo, ou seja, demonstrando persisténcia da disfunc¢do
ventricular nos animais infartados que ndo realizaram treinamento fisico (Figura 8). Em
relagdo aos animais submetidos ao TFA, verificamos que os protocolos de treinamento
apresentaram eficacia semelhante em aprimorar a func¢do cardiaca dos animais infartados,
uma vez que os grupos INF-TC e INF-TI apresentaram melhora significativa da fungao
ventricular esquerda, tanto quando comparada com o periodo pré-treinamento fisico quanto
frente aos animais infartados sedentérios (Figura 8). Além de reversdo da disfun¢do cardiaca,
ambos os protocolos de treinamento fisico reduziram eficientemente o didmetro da cavidade
ventricular para valores semelhantes ao grupo SHAM, ao passo que o grupo INF-SED
apresentou maior diametro ventricular em sistole e forte tendéncia de aumento desta variavel
em diastole (p=0,06), quando comparados com o grupo SHAM (Tabela 1). Neste mesmo
periodo (12 semanas po6s-IM) observamos aumento da espessura da parede posterior do
ventriculo esquerdo nos grupos INF-SED e INF-TC, o que ndo foi observado no grupo INF-
TI. Os trés grupos de animais infartados apresentaram aumento significativo da espessura do
septo interventricular em sistole em relagdo ao periodo pré-protocolo, sem qualquer

diferenca significativa entre os trés grupos (INF-SED, INF-TC e INF-TI).

Nao observamos nenhum efeito temporal (4 vs. 12 semanas) nos parametros

ecocardiograficos dos animais SHAM (Tabela 1).
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Figura 8 — Fragdo de encurtamento do ventriculo esquerdo avaliada
por ecocardiograma antes (pré-protocolo) e apos (pds-
protocolo) oito semanas de protocolo experimental. Dados
apresentados como média + erro padrdo da média. Para
andlise estatistica foi utilizada a ANOVA de uma via para
medidas repetidas, seguida de post hoc de Duncan. A
p<0,05 vs. SHAM; B p<0,05 vs. INF-SED; C p<0,05 vs.
pré-protocolo.

6.2  Pardmetros fisiologicos

6.2.1 Massa corporal

A massa corporal ndo diferiu entre os grupos experimentais (441+41, 423+36,
431+£18, 407439 g sdo as médias + erro padrao da média dos grupos SHAM, INF-SED, INF-
TC e INF-TI, respectivamente, p>0,05).

6.2.2 Massa cardiaca

Como esperado e corroborando os dados ecocardiograficos, os animais infartados

sedentarios apresentaram aumento da massa cardiaca corrigida pela massa corporal, quando
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comparados com o grupo SHAM. Somente o treinamento fisico continuo em intensidade

moderada foi capaz de prevenir tal fenomeno (Figura 9B).
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Figura 9 — Massa cardiaca (A) e massa cardiaca corrigida pela massa corporal (B). O
nimero de animais por grupo estd apresentado entre parénteses. Dados
apresentados como média + erro padrao da média. Para andlise estatistica foi
utilizada a ANOVA de uma via, seguida de post hoc de Duncan. A p<0,05 vs.
SHAM.

Apesar da ocorréncia de aumento da massa cardiaca relativa & massa corporal do
grupo INF-TI, apresentamos acima que tal grupo apresentou melhora significativa da fun¢ao
ventricular, dificultando a caracterizagdo de um quadro hipertréfico patologico nesses

animais.

6.2.3 Pulmdes e figado

O aumento da razdo entre massa imida e massa seca de pulmdes e figado tem sido
utilizado como sinal clinico de IC congestiva, ou seja, acimulo excessivo de fluidos nesses
6rgdos. A congestdo pulmonar, além de um sinal clinico de IC, ¢ também causa frequente de
hospitalizagdes de pacientes com IC (PICANO, GARGANI e GHEORGHIADE, 2010),
sendo assim, julgamos importante a avaliagdo deste pardmetro nos animais estudados. Os

dados obtidos estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Massa tecidual

SHAM INF-SED INF-TC INF-TI
Pulmoes, g 2,4+0,2 2,2+0,1 2,4+0,2 2,2+0,1
Figado, g 13,9+£0,5 12,9+0,6 13,6 +0,3 12,5+0,4
Pulmoes timidos:secos 44+0,1 4,7+0,1 4,6+0,1 4,5+0,1
Figado imido:seco 2,9+0,02 2,9+0,01 2,9 +0,04 2,8+0,03
Incidéncia de edema pulmonar 1/10 5/8 2/6 3/9
Incidéncia de edema hepético 0/10 1/8 1/6 1/9

Massa dos pulmdes e figado, razdo massa umida : massa seca dos tecidos e
incidéncia de edema pulmonar e hepatico. Consideramos a ocorréncia de edema
quando o valor de massa umida:seca do tecido apresentou-se superior a média +
desvio padrao do grupo SHAM. Dados apresentados como média + erro padrdo da
média. Para andlise estatistica foi utilizada a ANOVA de uma via, seguida de post
hoc de Duncan.

Apesar de ndo observamos diferengas estatisticamente significantes entre os grupos
experimentais, verificamos que 63% dos animais infartados sedentarios apresentaram edema

pulmonar, ao passo que em ambos os grupos submetidos ao TFA, esse valor foi de apenas
33%.

6.3 Tolerdncia ao esforgo fisico

Nao observamos alteragdo do desempenho fisico dos animais infartados quatro
semanas apos os procedimentos cirGrgicos (Figura 10, PRE-PROTOCOLO). Para garantia
da homogeneidade dos grupos experimentais de mesma condi¢do cardiaca, verificamos que
os trés grupos infartados apresentavam mesmo desempenho fisico quatro semanas apos as

cirurgias (Figura 10).



52

900- [CJSHAM (n=11)
_ IlINF-SED (n=13)
E EINF-TC (n=11)
3 [INF-TI (n=11)
£ 600
(o]
o
[]
o
o =
S 300
<
X7
(a]

0
PRE-PROTOCOLO POS-PROTOCOLO

Figura 10 — Distancia total percorrida em teste de esforco com cargas
incrementais até a exaustdo em esteira rolante antes (pré-
protocolo) e apds (poés-protocolo) oito semanas de
protocolo experimental. O numero de animais por grupo
encontra-se indicado entre parénteses. Dados apresentados
como média + erro padrio da média. Para andlise
estatistica foi utilizada a ANOVA de uma via para
medidas repetidas, seguida de post hoc de Duncan. A
p<0,05 vs. SHAM; B p<0,05 vs. INF-SED; C p<0,05 vs.
pré-protocolo; D p<0,05 vs. todos os demais grupos e pré-
protocolo.

Ao final do protocolo experimental (12 semanas apds procedimentos cirtirgicos),
todos os animais foram novamente submetidos ao mesmo teste realizado no periodo pré-
protocolo. Ambos os grupos treinados apresentaram melhora substancial da tolerancia ao
esfor¢o fisico, quando comparados com periodo pré-treinamento ou frente aos animais
sedentérios (tanto SHAM quanto infartados) (Figura 10). Verificamos maior eficacia do
TFA em alta intensidade na melhora da capacidade de corrida dos animais infartados, o que
¢ demonstrado pela diferenca significativa na distancia total percorrida pelos grupos INF-TC
e INF-TI (Figura 10). Nao observamos alteragdes significantes da capacidade de corrida dos

grupos SHAM a INF-SED em relagdo ao periodo pré-protocolo.
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6.4 Poténcia aerobia maxima

Nao observamos diferencas significativas entre os grupos quatro semanas apos 0s
procedimentos cirurgicos (Figura 11A). Ao final do protocolo experimental, verificamos que
ambos os grupos submetidos ao TFA apresentaram aumento expressivo da poténcia aerobia

maxima quando comparados com o periodo pré-treinamento ou com o grupo infartado ndo

submetido ao TFA (INF-SED) (Figura 11A).

Verificamos que o protocolo de TFA intervalado em alta intensidade aumentou a
poténcia aerdbia méxima dos ratos infartados para valores superiores aos do grupo controle
saudavel (SHAM), o que ndo foi observado no grupo treinado de forma continua em

intensidade moderada (INF-TC) (Figura 11A).

Além do VO,max, avaliamos também a intensidade na qual os animais atingiram o
valor maximo de consumo de oxigénio, ponto denominado IVO,mdx, ou intensidade do

VO,max, neste caso representado em metros corridos por minuto.

Assim como observado na poténcia aerdébia maxima, ndo houve diferenca no
IVO,méx entre os grupos ao inicio do protocolo experimental. Como esperado, ambos os
protocolos de TFA aumentaram o [IVO,méx dos animais submetidos aos protocolos, quando
comparados com o teste inicial (Figura 11B). Além disso, ambos os grupos apresentaram
valores superiores tanto aos do grupo INF-SED quanto SHAM. Observamos resultados
superiores do treinamento fisico intervalado em alta intensidade para essa variavel, uma vez
que os ratos treinados neste protocolo apresentaram IVO,max 10% superior ao grupo
treinado em intensidade moderada, tendo esta diferenca atingido significancia estatistica

(p<0,05) (Figura 11B).
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Figura 11 — Poténcia aerdbia maxima (A) (VO,max) e intensidade de corrida na qual o
VO,max foi atingido (B) (IVO,max), avaliados por teste de esforco com cargas
incrementais até a exaustdo em esteira rolante antes (pré-protocolo) e apos
(p6s-protocolo) oito semanas de protocolo experimental. Dados apresentados
como média + erro padrdo da média. Para andlise estatistica foi utilizada a
ANOVA de uma via para medidas repetidas, seguida de post hoc de Duncan. A
p<0,05 vs. SHAM; B p<0,05 vs. INF-SED; C p<0,05 vs. pré-protocolo; D
p<0,05 vs. todos os demais grupos e pré-protocolo.

6.5 Avaliagdo metabdlica da musculatura esquelética

6.5.1 Citrato sintase

Avaliamos a atividade mdxima da enzima citrato sintase nos musculos séleo e
plantar, como representante do metabolismo aerdbio na musculatura esquelética dos animais

estudados.

No musculo séleo observamos uma tendéncia a queda da atividade desta enzima nos
animais infartados sedentarios (Figura 12A). Quando nos voltamos aos efeitos do TFA,
verificamos que ambos os protocolos promoveram aumento significativo da atividade da
enzima citrato sintase no musculo soleo, sem diferencas significativas entre os protocolos

(Figura 12A).
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Figura 12 — Atividade méxima da enzima citrato sintase nos musculos soleo (A) e plantar
(B). O nimero de amostras por grupo encontra-se indicado entre parénteses.
Dados apresentados como média + erro padrao da média. Para andlise estatistica
foi utilizada a ANOVA de uma via, seguida de post hoc de Duncan. A p<0,05
vs. SHAM; B p<0,05 vs. INF-SED.

Resultados semelhantes foram observados para o musculo plantar. O grupo de
animais infartados sedentdrios apresentou queda significativa da atividade méxima da
enzima citrato sintase (Figura 12B), ao passo que os protocolos de TFA foram igualmente
capazes de prevenir esta queda, proporcionando aumento significativo da atividade da

enzima em questdo também no musculo plantar (Figura 12B).

6.5.2 Hexoquinase

Como representante do metabolismo anaerdbio, avaliamos a atividade maxima da

enzima hexoquinase nos musculos sdleo e plantar dos animais estudados, sendo os dados

apresentados na figura a seguir:
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Figura 13 - Atividade maxima da enzima hexoquinase nos musculos soleo (A) e plantar (B).
O numero de amostras por grupo encontra-se indicado entre parénteses. AUA=
aumento no valor de unidades de absorbancia da amostra em 340nm. Dados
apresentados como média + erro padrao da média. Para analise estatistica foi
utilizada a ANOVA de uma via, seguida de post hoc de Duncan. A p<0,05 vs.
SHAM; B p<0,05 vs. INF-SED.

Verificamos que os animais infartados sedentarios apresentaram queda significativa
da atividade maxima da enzima hexoquinase no musculo soleo (Figura 13A). Apenas o TFA
intervalado em alta intensidade foi capaz de aumentar a atividade da enzima em questdo no
musculo sé6leo, ao passo que o musculo séleo dos animais treinados de forma continua em
intensidade moderada ainda apresentava uma leve tendéncia a queda (p=0,08 vs. SHAM,
Figura 13A).

Por outro lado, quando nos voltamos aos dados obtidos com lisado citosélico do
musculo plantar, observamos que os protocolos de TFA foram igualmente capazes de

prevenir completamente a queda da atividade méxima da enzima hexoquinase (Figura 13B).

6.5.3 Conteudo de glicogénio intramuscular

Como apresentado na Figura 14A, ndo observamos diferencas entre os grupos SHAM
e INF-SED, indicando que o IM ndo promoveu alteracdo dessa variavel no muisculo sdleo.
Por outro lado, os protocolos de TFA promoveram aumento substancial do contetido de
glicogénio do musculo so6leo dos animais infartados (Figura 14A). Nao observamos

diferengas significativas entre os diferentes protocolos de TFA.
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Figura 14 — Conteudo de glicogénio nos musculos soleo (A) e plantar (B). O niimero de
amostras por grupo encontra-se indicado entre parénteses. Dados apresentados
como média + erro padrdo da média. Para andlise estatistica foi utilizada a
ANOVA de uma via, seguida de post hoc de Duncan. A p<0,05 vs. SHAM; B
p<0,05 vs. INF-SED.

De forma semelhante, ndo houve diferenga significante do contetido de glicogénio do
musculo plantar dos animais infartados sedentarios em comparagdo com o grupo SHAM. Os
protocolos de TFA também aumentaram o contetido de glicogénio nesse musculo, sendo o
aumento de 191% no grupo INF-TC e 174% no grupo INF-TI, em comparagdo ao grupo

infartado sedentario. Diferencas entre os protocolos de TFA nao foram observadas.

6.6 Morfologia da musculatura esquelética

6.6.1 Massa muscular

A Figura 15 apresenta os dados da massa absoluta dos musculos esqueléticos, ao

passo que a Figura 16 representa a massa dos musculos corrigida pela massa corporal dos

animais.
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Figura 15 — Massa dos musculos séleo (A) e plantar (B). O nimero de amostras por grupo
encontra-se indicado entre parénteses. Dados apresentados como média £ erro
padrdo da média. Para anélise estatistica foi utili zada a ANOVA de uma
via, seguida de post hoc de Duncan. A p<0,05 vs. SHAM.

Observamos que o IM provocou perda significativa de massa do musculo séleo 12
semanas ap6s o procedimento cirargico, representada por menores valores de massa absoluta
(19% de perda em relagdo ao grupo SHAM) (Figura 15A) e forte tendéncia de queda
(p<0,07) da massa relativa a massa corporal (13% de perda em relagdo ao grupo SHAM)
(Figura 16A), apresentadas pelo grupo INF-SED. Essa diferenca ndo foi observada quando
comparamos INF-TC ou INF-TI com o grupo SHAM, demonstrando que ambos os
protocolos de treinamento fisico preveniram a perda de massa do musculo séleo induzida
pelo IM. Nao verificamos diferenca estatistica entre os dois protocolos de treinamento para

esta variavel (Figura 16A).
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Figura 16 — Massa dos musculos soleo (A) e plantar (B) relativa a massa corporal dos
animais. O numero de amostras por grupo encontra-se indicado entre
parénteses. Dados apresentados como média + erro padrao da média. Para
analise estatistica foi utilizada a ANOVA de uma via, seguida de post hoc de
Duncan.

Apesar da queda de 17% da massa do musculo plantar nos animais infartados
sedentarios frente ao grupo SHAM (Figura 15B), apenas uma fraca tendéncia estatistica foi
observada (p<0,1). Nao observamos qualquer efeito significativo dos protocolos de TFA

nessa variavel.

6.6.2 Area de seccio transversa e distribuicdo de fibras musculares

Apesar da massa do tecido muscular nos dar bons indicios da ocorréncia de atrofia
muscular, a andlise microscopica da musculatura esquelética nos permite uma avaliagcdo
mais detalhada, permitindo discriminar diferentes tipos de fibras musculares, bem como a
area de seccdo transversa (AST) dessas fibras, eliminando a influéncia que o tecido
conjuntivo e outros componentes extracelulares exercem quando mensuramos a massa da
peca muscular por inteiro.

Na Figura 17 (painéis A e C) observamos que tanto as fibras do tipo I, quanto as
fibras do tipo II do musculo séleo dos ratos infartados sedentarios apresentaram atrofia em
relacdo ao grupo SHAM. Ambos os protocolos de TFA preveniram a ocorréncia da atrofia
dessas fibras musculares, desencadeada pelo IM. Nao observamos diferencas significativas

entre os protocolos de TFA.
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Figura 17 — Area de secgio transversa (AST) das fibras musculares dos masculos soleo (A e
C) e plantar (B e D). O nimero de amostras por grupo encontra-se indicado
entre parénteses. Dados apresentados como média + erro padrao da média. Para
analise estatistica foi utilizada a ANOVA de uma via, seguida de post hoc de
Duncan. A p<0,05 vs. SHAM.

Os painéis B e D da Figura 17 representam os dados obtidos no musculo plantar.
Diferentemente do musculo s6leo, somente as fibras do tipo II apresentaram atrofia no grupo
INF-SED (Figura 17D). Apenas o TFA intervalado em alta intensidade foi capaz de atenuar,
ainda que discretamente (p=0,06 vs. SHAM), a atrofia das fibras do tipo II, desencadeada
pelo IM.

Quando nos atemos a distribui¢do dos tipos de fibras musculares, ndo observamos
diferencas entre os grupos SHAM e INF-SED em ambos os musculos estudados (Figura 18).
Como esperado, tanto o TFA em alta intensidade quanto o realizado em intensidade
moderada promoveram aumento das fibras do tipo I no musculo séleo (Figura 18A), sem

diferengas significantes entre os protocolos.



61

A
Séleo
120
B B
% 1004 T T T T I:ITIpO Il
.;'E_'*;@ 24% 28% 16% 19% | mTipol
o — 80
S 3
28 6o
&3
3o
2 35 40
g E
Q 20
SHAM  INF-SED INF-TC  INF-TI
(8) (6) (6) (6)
B Plantar
p=0,07
120 |
B .
g 100 = Tipo Il
@g ETipo |
o =~ 80
S 3
S5
3 %Y| se% 91% 85% 86%
=
23 40
BE
Q 20
12% 9% 15% 14%
SHAM  INF-SED INF-TC  INF-TI
(6) (7) (6) (6)

Figura 18 — Distribuicdo dos tipos de fibras musculares nos
musculos so6leo (A) e plantar (B). O numero
de amostras por grupo encontra-se indicado
entre parénteses. Dados apresentados como
média + erro padrao da média. Para andlise
estatistica foi utilizada a ANOVA de uma via,
seguida de post hoc de Duncan. B p<0,05 vs.
INF-SED.

Observamos que o TFA em intensidade moderada aumentou a porcentagem de fibras
do tipo I no musculo plantar, j& o grupo INF-TI uma forte tendéncia foi observada (Figura

18B)
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6.7 Estado redox da musculatura esquelética

6.7.1 Superoxido dismutase

A atividade da enzima SOD ¢ um importante indicativo da defesa antioxidante
intracelular (MULLER et al., 2006) e, por isso, foi avaliada nos musculos séleo e plantar.

Como observado na Figura 19A, os animais infartados sedentarios apresentaram
queda significativa da atividade maxima da SOD no musculo so6leo. Interessante, ambos os
protocolos de TFA foram capazes de evitar esse fenomeno, de forma que apenas o TFA
continuo em intensidade moderada apresentou elevagdo significativa em relagdo ao grupo
INF-SED, ao passo que o grupo INF-TI ndo apresentou diferengas em relagdo ao grupo
SHAM, sugerindo que o prejuizo observado nos animais do INF-SED foi completamente

prevenido em ambos os grupos treinados.
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Figura 19 — Atividade maxima da enzima SOD nos musculos séleo (A) e plantar (B). O
niamero de amostras por grupo encontra-se indicado entre parénteses. Dados
apresentados como média + erro padrdo da média. Para analise estatistica foi
utilizada a ANOVA de uma via, seguida de post hoc de Duncan. A p<0,05 vs.
SHAM; B p<0,05 vs. INF-SED.

No musculo plantar a queda da atividade méxima desta enzima no grupo INF-SED
foi menos pronunciada (Figura 19B), uma vez que observamos apenas uma tendéncia em
relacdo ao grupo SHAM. Esta tendéncia ndo foi observada em nenhum dos grupos

submetidos ao TFA, sem diferengas significativas entre INF-TC e INF-TI.
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6.7.2 Catalase

Outro importante agente na defesa antioxidante das células eucarioticas ¢ a enzima
catalase, que atua na decomposi¢do de peroxido de hidrogénio. Os dados obtidos nos
musculos soéleo e plantar dos animais utilizados no presente estudo sdo apresentados e
descritos abaixo.

Diferente do observado na enzima SOD, n3o detectamos nenhuma diferenga
estatisticamente significante entre os grupos experimentais quando nos atentamos para a

enzima catalase (Figura 20A e B), tanto para o musculo s6leo, quanto para o musculo

plantar.
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Figura 20 — Atividade maxima da enzima catalase nos musculos séleo (A) e plantar (B). O
numero de amostras por grupo encontra-se indicado entre parénteses. AUA=
decaimentos no valor de unidades de absorbancia da amostra em 240nm. Dados
apresentados como média + erro padrao da média. Para analise estatistica foi
utilizada a ANOVA de uma via, seguida de post hoc de Duncan.

6.7.3 Estado redox da glutationa

Na Figura 21, ilustramos os dados obtidos na mensura¢do do estado redox da
glutationa.
Observamos que o musculo soleo do grupo INF-SED apresentou maior conteudo de

GSSG em comparagao ao grupo SHAM (Figura 21E). Os protocolos de TFA foram capazes
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de prevenir esse fenomeno, com efeito mais discreto promovido pelo TFA continuo em
intensidade moderada (p=0,06 vs. grupo SHAM) (Figura 21E).
Nenhuma diferenga estatisticamente significante entre os grupos foi observada nos

dados do musculo plantar (Figura 21 B, D, F e H).
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Figura 21 — Conteudo de GSH total (A), reduzida (C), oxidadada (GSSG) (E) e razdo GSH
reduzida:GSSG (G) no musculo soleo. Conteudo de GSH total (B), reduzida
(D), oxidadada (GSSG) (F) e razdo GSH reduzida:GSSG (H) no musculo
plantar. O nimero de amostras por grupo encontra-se indicado entre parénteses.
Dados apresentados como média + erro padrdo da média. Para andlise estatistica
foi utilizada a ANOVA de uma via, seguida de post hoc de Duncan. A p<0,05
vs. SHAM,;
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6.8 Sistema ubiquitina-proteassoma

Como descrito na revisdo de literatura deste documento, o SUP ¢ o principal sistema
responsavel pela degradacdo de proteinas intracelulares, inclusive nas células musculares
esqueléticas. Assim, os dados que obtivemos quando avaliamos a ativagdo deste sistema
estdo descritos a seguir:

A atividade do complexo proteolitico proteassomal 26S apresentou-se elevada no
musculo séleo dos animais infartados que permaneceram sedentdrios (Figura 22A). Os
valores dos grupos INF-TC e INF-TI nao se apresentaram significativamente diferentes dos
valores observados no grupo SHAM, sugerindo que os protocolos de TFA foram igualmente
eficazes na prevencao do aumento da atividade proteolitica proteassomal causada pelo IM

(Figura 22A).
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Figura 22 — Atividade maxima do complexo proteassomal nos musculos soleo (A) e plantar
(B). O niimero de amostras por grupo encontra-se indicado entre parénteses. uF=
unidades de fluorescéncia. Dados apresentados como média + erro padrdo da
média. Para andlise estatistica foi utilizada a ANOVA de uma via, seguida de
post hoc de Duncan. A p<0,05 vs. SHAM;

Encontramos dados muito semelhantes no musculo plantar para esta variavel, dado
que novamente apenas o grupo INF-SED apresentou maior atividade proteassomal em
relagdo ao grupo SHAM (Figura 22B), confirmando que o TFA, independentemente da
intensidade realizada, preveniu a ativagdo do complexo proteassomal 26S no musculo

plantar, promovida pelo IM.
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Além da atividade méxima do complexo proteassomal, avaliamos também o
contetido de proteinas ubiquitinadas e proteinas oxidadas no lisado muscular dos mesmos
musculos, uma vez que o SUP ¢ responsavel pela remocao dessas proteinas.

Observamos que no musculo séleo ocorreu actimulo excessivo de proteinas
ubiquitinadas no grupo de animais infartados sedentarios (Figura 23A). Este acimulo foi
completamente prevenido por ambos os protocolos de TFA, sem distingdo dentre os mesmos

(Figura 23A).
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Figura 23 — Proteinas ubiquitinadas e oxidadas em lisado citosélico dos musculos soleo (A e
C) e plantar (B e D). Imagens representativas das membranas s3o apresentadas
abaixo dos graficos. O nimero de amostras por grupo encontra-se indicado entre
parénteses. Dados apresentados como média + erro padrdo da média. Para
analise estatistica foi utilizada a ANOVA de uma via, seguida de post hoc de
Duncan. A p<0,05 vs. SHAM;

Este acumulo de proteinas ubiquitinadas ndo foi observado no musculo plantar, uma
vez que nenhuma diferenca estatistica foi observada entre os quatro grupos (Figura 23B). De
forma semelhante, ndo observamos qualquer diferenga entre os grupos experimentais quando

nos voltamos aos dados relacionados a oxidacao de proteinas (Figura 23C e D).
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7 DISCUSSAO

Este ¢ o primeiro estudo a comparar de maneira sistemdtica os efeitos do TFA em
alta intensidade com os do TFA em intensidade moderada na musculatura esquelética em
ratos infartados. A hipotese inicial do trabalho era de que o TFA em intensidade seria
superior ao TFA em intensidade moderada no que diz respeito as adaptacdes musculo-
esqueléticas em ratos infartados. Nessa secdo, discutiremos os dados obtidos no

desenvolvimento do presente estudo, levantando as possiveis limitagdes apresentadas.

7.1  Variaveis fisiologicas, pardmetros cardiovasculares e capacidade funcional

Hé décadas, o modelo de IM em ratos tem sido usado para mimetizar as alteragdes
cardiovasculares observadas em eventos isquémicos prolongados (FISHBEIN, MACLEAN e
MAROKO, 1978), na tentativa de melhor entender as alteragdes ocorridas e desenvolver
terapias eficazes contra os prejuizos cardiovasculares e sistémicos desencadeados pelo
insulto cardiaco.

O IM promoveu disfuncdo cardiaca severa nos animais submetidos ao procedimento,
estando esse fendmeno acompanhado por sinais presentes na grande maioria de dos modelos
experimentais ou humanos apo6s IM, sendo eles: dilatacdo ventricular e estreitamento do
septo interventricular. Sendo assim, além da disfungdo sistdlica, os animais apresentaram
também remodelamento cardiaco patologico. Os diferentes protocolos de TFA foram
igualmente eficazes em reverter a disfung@o ventricular sistélica dos animais infartados.

Ainda tratando dos efeitos dos diferentes protocolos de TFA na bomba cardiaca,
observamos um dado intrigante em relacdo a massa cardiaca. Observamos que apenas o TFA
continuo em intensidade moderada reverteu completamente o aumento de massa cardiaca
promovida pelo IM, ao passo que o grupo INF-TI ainda apresentava valores superiores ao
grupo SHAM. Uma possivel explicacdo para este achado pode estar relacionada a ativacao
de vias intracelulares relacionadas aos diferentes padrdes de hipertrofia cardiaca (i.e.
patologica vs. fisioldgica). Acreditamos que tenha ocorrido sobreposicdo dos perfis
patologico e fisiologico do crescimento cardiaco promovidos pelo IM e treinamento fisico,
respectivamente. Tal fenomeno foi descrito previamente em animais espontaneamente

hipertensos submetidos ao TFA, que apresentaram hipertrofia cardiaca ainda mais



70

pronunciada do que os animais hipertensos sedentarios, entretanto, os autores demonstraram
também importante ganho de func¢ao ventricular e ativa¢do de vias moleculares responsaveis
pela hipertrofia cardiaca fisioldgica nos animais treinados (GARCIARENA et al., 2009;
KOLWICZ et al., 2009). Além disso, foi demonstrado também que em animais sadios, 0
TFA em alta intensidade ¢ capaz de promover maior hipertrofia cardiaca quando comparado
com o protocolo em intensidade moderada (HOYDAL et al., 2007), auxiliando o
entendimento da ocorréncia do fendmeno apenas no grupo INF-TI. Apesar das similaridades
estruturais, os padrdes hipertroéficos patologicos e fisioldgicos sdo entidades distintas, de
forma que a hipertrofia fisioloégica é acompanhada por ganho de funcdo cardiaca, o que foi,
de fato, observado no grupo de animais INF-TI. Além disso, s3o fendmenos controlados por
vias intracelulares distintas e antagonicas (MCMULLEN e JENNINGS, 2007; OLIVEIRA
et al., 2009), que apesar de extremamente importantes, ndo estavam entre os objetivos do
presente estudo.

Além do remodelamento cardiaco patologico, a disfun¢do cardiaca muitas vezes
compromete o bom funcionamento pulmonar, podendo provocar acimulo excessivo de
fluidos nos pulmdes (i.e. edema), sendo esta ocorréncia um forte indicativo da instalacdo do
quadro de IC (LUCAS et al., 2000). Dado isso, utilizamos a razdo massa imida:massa seca
dos pulmdes como indice de acumulo hidrico no tecido.

Apesar de ndo encontrarmos diferenca estatisticamente significante quando
comparamos as médias dos grupos, numa analise mais detalhada observamos que mais de
60% dos animais infartados sedentarios apresentavam edema pulmonar, ao passo que nos
grupos treinados este valor foi reduzido em quase pela metade (33% em cada um dos grupos
treinados). De maneira interessante, quando comparamos apenas os animais infartados
sedentarios que apresentaram edema pulmonar com aqueles do grupo SHAM, observamos
que estes ratos apresentavam também perda significativa da capacidade funcional, avaliada
em teste de corrida até a exaustio (APENDICE A). Com isso, podemos considerar que o IM
foi responsavel pelo desenvolvimento de IC nesse subgrupo de animais. Por outro lado,
nenhum dos animais dos grupos treinados apresentou intolerancia aos esforcos fisicos,
mesmo aqueles que apresentaram edema pulmonar, ao ponto de apresentarem capacidade
funcional muito superior ao grupo SHAM (Figura 10).

E interessante notar também que esta grande variabilidade de resposta apds o IM ndo
¢ particularidade do modelo experimental utilizado, uma vez que a literatura descreve a

ocorréncia de fendmeno muito semelhante em humanos que sofreram IM. Autores
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demonstraram que cerca de 30% dos pacientes com disfuncdo cardiaca severa apresentavam
capacidade funcional preservada (BENGE, LITCHFIELD e MARCUS, 1980), ¢ apesar de
ndo se saber ao certo os mecanismos responsaveis por essa ocorréncia, foi observado que
uma resposta cronotropica preservada e reduzida resisténcia vascular periférica eram
caracteristicas desses pacientes com IC e capacidade funcional preservada (LITCHFIELD et
al., 1982). O mesmo estudo verificou também que os capilares pulmonares desses pacientes
eram capazes de suportar pressoes elevadas durante o esforco fisico intenso, chegando a
valores que normalmente levariam a ocorréncia de edema pulmonar agudo, limitando a
capacidade funcional, o que ndo ocorria nesses pacientes.

Seguindo essa mesma linha de raciocinio, verificamos que a capacidade funcional
dos animais apresentou baixa correlacdo com a funcdo cardiaca de repouso dos animais
(r>0,2, p>0,05, APENDICE B), antes ou apds o protocolo experimental. Esse achado
também corrobora dados de estudos obtidos em pacientes com IC (BENGE, LITCHFIELD e
MARCUS, 1980), sugerindo que a capacidade funcional desses individuos e modelos
experimentais de IC esteja mais relacionada com altera¢des da musculatura esquelética.

Quando nos voltamos aos efeitos dos protocolos de TFA na capacidade funcional dos
animais, observamos que, assim como descrito em estudos anteriores (TJONNA et al., 2008;
HARAM et al., 2009; MOHOLDT et al., 2009; MOLMEN-HANSEN et al., 2011), o TFA
intervalado em alta intensidade foi superior ao protocolo continuo em intensidade moderada,
uma vez que os animais do grupo INF-TI apresentaram maior capacidade de corrida até a
exaustdo do que o grupo INF-TC, além de apresentarem poténcia aerdbia maxima (i.e.
VO,max) superior ao grupo de animais saudaveis (SHAM), o que ndo foi observado no
grupo INF-TC. O fato de o grupo INF-TI apresentar maior [IVO,max frente ao grupo INF-
TC nos sugere que o treinamento fisico em alta intensidade promove melhora da eficiéncia
mecanica dos animais infartados em comparacdo com o protocolo realizado em intensidade
moderada. Tal resultado corrobora estudos prévios que demonstraram maior eficacia do TFA
em alta intensidade na melhora da economia de movimento (ROGNMO et al., 2004;

WISLOFF et al., 2007).
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7.2 Musculatura esquelética

A partir da década de 1970 comegaram a ser publicados estudos tratando dos
prejuizos da musculatura esquelética em quadros de disfungdo cardiaca e IC
(LONGHURST, CAPONE e ZELIS, 1975). Os primeiros estudos com humanos visavam
entender as alteragdes decorrentes diretamente da disfuncdo ventricular, com grande énfase
dada ao aporte sanguineo periférico (WILSON, MARTIN e FERRARO, 1984). Em seguida,
surgiram estudos que avaliaram alteracdes metabolicas intrinsecas ao tecido muscular, em
especial a taxa de utilizagdo dos fosfatos de alta energia (MANCINI et al., 1989). Com a
evolucdo do conhecimento sobre o tema, atualmente j4 conhecemos diversas alteracdes
morfofuncionais da musculatura esquelética desencadeadas por um quadro de disfuncdo
cardiaca (NICOLETTI et al., 2003), bem como alguns efeitos do TFA (ADAMS, DORING e
SCHULER, 2008; BACURAU et al., 2009). Entretanto, nenhum estudo até o presente
momento comparou de forma sistematica os efeitos do TFA em alta intensidade com o TFA

em intensidade moderada na musculatura esquelética em situagdes de disfuncdo cardiaca.

Assim, nesta se¢do discutiremos os dados relacionados as alteracdes musculo-
esqueléticas promovidas pelo IM, bem como as adaptagdes promovidas pelos diferentes
protocolos de TFA.

O primeiro ponto a ser levantado ¢ o perfil metabodlico da musculatura esquelética.
Assim como demonstrado anteriormente (BRASSARD et al., 2006), a disfun¢do cardiaca
promoveu prejuizo na atividade maxima da enzima citrato sintase, sendo esse prejuizo mais
pronunciado no musculo plantar. A enzima citrato sintase, apesar de ser codificada por DNA
nuclear, situa-se na matriz mitocondrial e atua na primeira etapa do ciclo do acido citrico (ou
Ciclo de Krebs), responsavel pela geracdo de energia a partir da oxidagdo de substratos
(WIEGAND e REMINGTON, 1986). Assim, a atividade méxima desta enzima tem sido
utilizada como marcador do contetido mitocondrial em células eucaridticas (CIVITARESE
et al., 2007). Considerando esta informacao e os dados encontrados nesse estudo, podemos
sugerir que o conteudo mitocondrial da musculatura esquelética dos ratos infartados
sedentarios apresentou-se reduzido em relacdo ao grupo SHAM. A reducdo da atividade do
ciclo de Krebs pode comprometer a ressintese de ATP durante o esfor¢o fisico,
principalmente quando realizado por longos periodos, ativando precocemente o metabolismo

anaerobio e comprometendo a capacidade de realizagdo de esforcos prolongados.
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Como esperado, o TFA em intensidade moderada foi capaz de prevenir a queda da
atividade maxima da enzima citrato sintase, o que foi observado nos dois musculos
estudados. Em dire¢do oposta a hipdtese inicial do estudo, o TFA intervalado em alta
intensidade ndo proporcionou resultados superiores, apresentando efeito de mesma
magnitude em compara¢do com o TFA continuo em intensidade moderada.

De forma interessante, a atividade maxima dessa enzima no musculo soéleo
apresentou correlacdo positiva e estatisticamente significante com a capacidade funcional
dos animais (r=0,46, p<0,02, APENDICE C), o que, como discutido acima, nao foi
observado quando correlacionamos o grau de disfun¢do cardiaca com a capacidade de
corrida dos ratos (APENDICE B). Estes dados ressaltam a importincia da musculatura
esquelética na determinacdo da capacidade fisica nos animais estudados.

Em termos absolutos, a atividade desta enzima foi superior no musculo séleo. Isto se
deve as caracteristicas metabolicas deste musculo, com predomindncia do metabolismo
aerdbio e maior porcentagem de fibras do tipo I, conferindo maior contetido mitocondrial.

Em relagdo ao metabolismo anaerobio, verificamos que o IM promoveu redugdo
significativa da atividade méaxima da enzima hexoquinase, em ambos os musculos estudados.
Uma vez que esta enzima atua na primeira reacdo da via glicolitica de geragdo de energia
(fosforilagdo da glicose), a queda de sua atividade na musculatura esquelética dos animais
infartados sedentarios indica que o metabolismo anaerébio também apresentou-se
comprometido nesse grupo de animais, o que pode preceder uma queda da capacidade
funcional. De fato, um estudo recente (FUEGER et al., 2005) utilizou modelos animais de
ganho ou perda de funcdo da enzima hexoquinase e demonstrou de forma categorica que
essa enzima ¢ um determinante direto da capacidade de realizagdo de exercicio. Os dados
deste estudo sugerem que a reducdo da capacidade de captacdo de glicose, pelo musculo
esquelético dos animais com perda funcional da hexoquinase é responsavel pelo fendtipo
observado, assim, a reducdo da atividade da enzima em nosso grupo de animais infartados
sedentdrios representa um agravante da miopatia esquelética desencadeada pela disfuncao
ventricular. Além disso, a baixa atividade da hexoquinase na musculatura esquelética pode
promover resisténcia a insulina e intolerancia a glicose (FUEGER et al., 2005), o que ¢
observado com grande frequéncia em pacientes com IC (SWAN et al., 1997).

De forma interessante, apenas o TFA em alta intensidade foi capaz de aumentar a
atividade desta enzima no musculo séleo, em relagdo ao grupo INF-SED. Por outro lado, no

musculo plantar os protocolos de TFA apresentaram resultados de mesma magnitude. Este
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achado reforga a importancia de se estudar musculos com caracteristicas metabolicas
distintas, dado que respostas a estimulos, patolégicos ou fisiologicos, podem diferir entre
esses musculos. De fato, Buhl e colaboradores (BUHL et al., 2001) demonstraram que
musculos com predominio do metabolismo glicolitico apresentavam respostas superiores
apos tratamento com um agonista da enzima AMPK (proteina cinase ativada por AMP),
recurso farmacologico que mimetiza os efeitos do TFA na musculatura esquelética
(NARKAR et al., 2008), indo na mesma dire¢cdo dos nossos dados referentes a atividade
maxima da enzima hexoquinase. Mesmo considerando essa diferenca de responsividade
entre os musculos estudados, ressaltamos que o TFA em alta intensidade promoveu aumento
da atividade da enzima em questdo em ambos os musculos estudados.

Ainda tratando do perfil metabolico da musculatura esquelética, ndo observamos
diferengas entre os grupos SHAM e INF-SED no que diz respeito ao conteudo de glicogénio
intramuscular em ambos os musculos estudados. Este resultado reproduz achados de um
estudo anterior que também observou conteudo de glicogénio preservado em diferentes
musculos de ratos infartados (MUSCH et al., 1988), entretanto, o mesmo estudo demonstrou
que esse importante substrato energético ¢ mais rapidamente consumido durante esforgos
fisicos subméximos nos animais infartados em comparagao aos animais saudaveis, o que foi
também observado em outros estudos utilizando modelos experimentais ou pacientes com IC
(MUSCH et al., 1990; MANCINI et al., 1999).

Por outro lado, ambos os protocolos de TFA promoveram aumento substancial do
estoque de glicogénio intramuscular nos musculos s6leo e plantar dos animais infartados,
sem diferenga significativa entre os protocolos. O aumento do estoque de glicogénio
intramuscular ¢ comum ap6s o TFA (GREIWE et al., 1999), além de ser um resultado
desejavel em situacdes de disfungdo cardiaca, uma vez que, como citado acima, foi
demonstrado que a répida utilizacdo deste substrato energético ¢ uma caracteristica de
pacientes ¢ modelos experimentais de IC, além de possuir implicagcdes importantes na

capacidade fisica dos mesmos (MUSCH et al., 1990; MANCINI et al., 1999).

Além de prejuizos metabdlicos, a miopatia esquelética observada nos animais foi
caracterizada também por alteracdes morfoldgicas. Assim como demonstrado em estudos
prévios do nosso laboratério (BACURAU et al., 2009; BUENO et al., 2010), a disfungdo
cardiaca causou atrofia muscular das fibras musculares do tipo I e tipo II no musculo séleo.

Nosso grupo ja demonstrou também que o TFA em intensidade moderada ¢ capaz de
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prevenir esse fendomeno (BACURAU et al.,, 2009; BUENO et al., 2010), entretanto, o
presente estudo descreve também os efeitos do TFA em alta intensidade.

Diferente do que hipotetizamos inicialmente, o TFA em alta intensidade ndo
promoveu resultados significativamente superiores ao protocolo em intensidade moderada,
de forma que ambos os grupos submetidos ao TFA apresentaram reversao da atrofia das
fibras dos tipos I e II do musculo séleo.

Quando nos atemos ao musculo plantar, novamente observamos respostas
diferenciadas tanto ao estimulo patoldgico (i.e. IM) quanto ao fisiologico (i.e. TFA).
Diferente do musculo soleo, observamos atrofia apenas das fibras do tipo II no musculo
plantar. Além disso, o efeito do TFA foi modesto no trofismo deste tipo de fibra, uma vez
que os animais infartados treinados em intensidade moderada ainda apresentavam atrofia
dessas fibras, ao passo que uma sensivel melhora foi observada nos ratos treinados em alta
intensidade, uma vez que a diferenga estatistica entre o os grupos SHAM e INF-TI
apresentou p=0,06, deixando de ser significante de acordo com os critérios adotados no
presente estudo (p<0,05), mas ainda apresentando fortissima tendéncia. Possiveis
mecanismos responsaveis por esta resposta diferenciada sao discutidos a seguir.

Em um estudo muito bem delineado, Li e colaboradores (LI et al., 2007)
demonstraram que as fibras com caracteristicas glicoliticas do miisculo plantar apresentaram
maior rarefacdo capilar em camundongos com IC, em comparacdo com fibras oxidativas
deste mesmo musculo. Per se, essa ocorréncia pode promover a perda de conteudo contratil
mais acentuada nas fibras do tipo II, uma vez que o aporte de suprimentos a essas fibras
ficaria ainda mais comprometido. Além disso, os autores sugerem que a disfuncdo
mitocondrial exacerbada nas fibras musculares do tipo I no modelo de IC utilizado, também
podem contribuir para os danos mais pronunciados neste tipo de fibra muscular. Seguindo
essa linha de raciocinio, um outro estudo demonstrou que a prote¢do de fibras musculares
oxidativas contra estimulos caquéticos ¢ parcialmente mediada pela maior produgdo de
6xido nitrico nessas fibras, por induzir a expressdo de enzima antioxidantes, evitando o dano
oxidativo (YU et al., 2008).

Com isso, considerando a importancia do estresse oxidativo para a regulacdo da
estrutura muscular, avaliamos a atividade maxima de enzimas antioxidantes da musculatura
esquelética dos animais.

Apesar de nao observarmos diferencas significantes na atividade méxima da enzima

catalase, quando nos voltamos para a enzima SOD verificamos que ambos os protocolos de
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treinamento preveniram a queda da atividade da mesma, sem diferengas entre os protocolos.
A reducdo da atividade méxima da enzima SOD resulta em aumento da concentragdo
intracelular de anion superdxido, téxico a diversos tipos celulares quando em altas
concentragdes (FRIDOVICH, 1997), o que pode ter contribuido para a atrofia muscular
observada nos animais infartados sedentarios. De fato, a perda funcional da enzima SOD
promove efeitos altamente deletérios, como aceleracdo do processo atrofico devido ao
envelhecimento (MULLER et al., 2006), agravamento de lesdo por isquemia seguida de
reperfusdo da musculatura esquelética (PARK et al., 2005) e intolerancia ao esforgo fisico
(LUSTGARTEN et al., 2009). Assim, a agdo preventiva dos protocolos de TFA em manter a
atividade maxima da SOD proxima a valores normais (i.e. em relacdo ao grupo SHAM)
pode ser um possivel mecanismo intracelular responsével pela prevencdo da atrofia na
miopatia esquelética desencadeada pelo IM.

Além de apresentar reducdo da defesa antioxidante (menor atividade da enzima
SOD), o musculo sdéleo do grupo INF-SED apresentou também maior conteudo de GSSG
quando comparado ao grupo SHAM. A glutationa € um tripeptideo produzido pelas células,
que atua como um poderoso antioxidante endéogeno (POMPELLA et al., 2003). Além de
neutralizar radicais livres pela doacdo de elétrons do grupo tiol de seu residuo cisteina, a
glutationa ¢ responsavel pela manutengdo do estado reduzido de antioxidantes exogenos,
como as vitaminas C e E (HAYES e MCLELLAN, 1999). Apdés doacdo do elétron, a
glutationa torna-se altamente reativa e reage com outra molécula de glutationa, formando o
dissulfeto de glutationa (GSSG), sendo chamado de glutationa oxidada. A capacidade
antioxidante da glutationa foi descrita anteriormente como um importante protetor contra
prejuizos da musculatura esquelética, uma vez que a suplementacdo com N-acetilcisteina,
um precurssor de glutationa, atenua os prejuizos da musculatura esquelética em
camundongos distroficos (WHITEHEAD et al., 2008), além de modular positivamente a
funcdo muscular em humanos (REID et al., 1994). Assim, o aumento de GSSG no musculo
soleo do grupo INF-SED sem aumento do conteudo de glutationa total nos indica que o
estado redox da célula muscular esquelética apresentou-se prejudicado nesse grupo, o que foi
prevenido por ambos os protocolos de TFA.

Por fim, mas ndo menos importante, avaliamos a ativacdo do complexo proteassomal
26S nos musculos séleo e plantar, uma vez que tal complexo ¢ o agente do principal sistema
proteolitico intracelular, quando tratamos de volume de degradacdo (i.e. quantidade de

proteinas degradadas) (GLICKMAN e CIECHANOVER, 2002), o SUP. Acredita-se que a
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ativacdo deste sistema em estados catabdlicos € responsavel, pelo menos em parte, pelos
fenotipos atroficos observados nessas situagdes, uma vez que a degradacdo de proteinas
contrateis compromete a morfologia da célula muscular (BODINE et al., 2001). De fato,
observamos que a atrofia muscular no grupo INF-SED estava relacionada a um aumento da
atividade proteassomal 26S nos musculos soleo e plantar, ao passo que os protocolos de TFA
foram igualmente eficazes em prevenir o aumento da atividade do complexo proteolitico. De
forma interessante, a atividade do complexo proteassomal 26S apresentou correlagio inversa
com a massa do musculo so6leo (r=0,59, p<0,0002, APENDICE D). Entretanto, este achado
ndo garante uma relagdo causal entre a atividade proteassomal e a atrofia muscular.

A literatura relacionada ao tema nos mostra que um aumento leve ou moderado do
estresse oxidativo intracelular ¢ capaz de ativar o SUP por aumentar a disponibilidade de
substratos a serem degradados (SHANG, GONG e TAYLOR, 1997), o que pode ter ocorrido
na musculatura esquelética dos animais infartados sedentarios, que apresentaram balango
redox alterado e defesa antioxidante prejudicada. Entretanto, ¢ importante citar que nossos
dados n3o nos permitem garantir que este realmente tenha sido o caso, uma vez que
utilizamos um substrato sintético em excesso para a mensuracdo da atividade méaxima do
complexo proteassomal, sugerindo que o aumento de sua atividade no grupo INF-SED possa
também ter ocorrido devido a alteragdes pos-traducionais especificas no centro proteolitico,
uma vez que a disponibilidade de substratos ndo era fator limitante da reacao.

O SUP tem sido extensivamente estudado em condigdes catabolicas da musculatura,
uma vez que a ativacdo deste sistema € necessaria para que ocorra atrofia muscular
(BODINE et al., 2001). O interesse no sistema ¢ proeminente ao ponto de se sugerir seu
bloqueio como terapia contra a miopatia esquelética (BEEHLER et al., 2006; JAMART et
al., 2011). Entretanto, acreditamos que esta estratégia ndo seja desejavel em um quadro de
disfuncdo cardiaca, uma vez que o proteassoma ¢ o principal efetor do mecanismo conhecido
como “controle de qualidade de proteinas” (WILLIS et al., 2010), possuindo papel
fundamental na remocdo de proteinas potencialmente toxicas ao ambiente intracelular
(GLICKMAN e CIECHANOVER, 2002). Nesse sentido, sua inibicdo poderia gerar efeitos
cardiovasculares deletérios, como agravamento da disfungdo cardiaca, como descrito
anteriormente (NOWIS et al., 2010). Por outro lado, ambos os protocolos de TFA, além de
ter restaurado a ativacdo proteassomal para niveis proximos ao grupo SHAM (sem diferenca
significativa entre INF-TC e INF-TI), promoveram beneficios cardiovasculares substanciais

nos animais infartados.
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Dado o importante papel do SUP na degradacdo de proteinas potencialmente toxicas
ao ambiente celular, avaliamos a marcag¢do de proteinas citosdlicas por ubiquitina (sinal de
degradagdo pelo proteassoma) e verificamos que apenas o musculo séleo dos animais
pertencentes ao grupo INF-SED apresentou maior conteudo de proteinas ubiquitinadas,
indicando que mesmo com o aumento da atividade proteolitica do complexo proteassomal,
ainda ocorreu acumulo de proteinas marcadas para degradacdo. Ambos os protocolos de
TFA preveniram esta ocorréncia, mantendo o conteido de proteinas ubiquitinadas préximos
aos do grupo SHAM.

Infelizmente, as estratégias metodologicas utilizadas ndo nos permitem garantir que o
aumento da marcagdo de proteinas para degradacdo (ubiquitinagdo) no musculo séleo do
grupo INF-SED e da degradagdo proteassomal estejam atingindo proteinas contrateis, apesar
disso, os dados obtidos evidenciam a ativacdo do SUP na musculatura esquelética dos
animais infartados sedentarios, o que foi completamente prevenido por ambos os protocolos
de TFA, sem qualquer diferenca significativa entre os dois protocolos utilizados.

Apesar do crescente interesse cientifico sobre as alteracdes musculo-esqueléticas
desencadeadas por quadros de disfuncdo cardiaca, at¢ 0 momento, muito pouco se sabe sobre
os mecanismos celulares responsaveis por estas alteracdes. Além disso, apesar de os
beneficios morfofuncionais do TFA na musculatura esquelética de pacientes com IC ja
serem descritos na literatura ha anos, a literatura carece de estudos que avaliem vias
intracelulares capazes de modular esta resposta, bem como os efeitos de diferentes
modalidades e intensidades de TFA. Nesse sentido, nosso estudo fornece evidéncias
importantes sobre vias capazes de modular a evolugdo da miopatia esquelética num modelo
animal de disfuncdo cardiaca de etiologia isquémica, além de apresentar dados inéditos em
relacdo aos efeitos de diferentes intensidades de TFA nas alteragdes musculo-esqueléticas

em ratos infartados.
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8 CONCLUSAO

Analisados em conjunto, nossos dados sugerem que a miopatia esquelética
desencadeada pelo infarto do miocardio apresentou-se associada a prejuizos das vias
metabolicas, aumento do estresse oxidativo e ativagdo do SUP em musculos esqueléticos
com diferentes caracteristicas, o que foi efetivamente prevenido tanto pelo TFA em
intensidade moderada quando pelo protocolo realizado em alta intensidade. E, apesar do
TFA em alta intensidade ter proporcionado resultados superiores ao protocolo de intensidade
moderada em relagdo a capacidade funcional dos animais, as adaptacdes musculo-

esqueléticas as diferentes intensidades de TFA apresentaram-se muito semelhantes.
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APENDICE A - Distancia total percorrida em teste de esforgo com cargas
incrementais até a exaustdo em esteira rolante em animais
saudaveis SHAM ou infartados que apresentaram edema
pulmonar 12 semanas apds os procedimentos cirurgicos
(INF-SED [+ edema]). O nimero de animais por grupo
encontra-se indicado entre parénteses. Dados apresentados
como média + erro padrdo da média. Para andlise estatistica
foi utilizado teste t de Student. A p<0,05 vs. SHAM;
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APENDICE B — Correlagdo entre a fragdo de encurtamento do ventriculo esquerdo e
distancia total percorrida em teste de corrida em esteira com carga
incremental até a exaustdo, quatro (A) e 12 (B) semanas apds os
procedimentos cirurgicos. r = coeficiente de correlacio de Pearson.
Como nivel de significancia foi adotado p<0,05.



12000 A
INF-SED
—'g 10000 - r=0.46 INF-TC
g g p <0,02 INF-TI
S =
; ;_E 8000 A
g =
g =
T E 6000 1
E
= 4000 A
2000 r T v \
150 350 550 750 950
Distancia percorrida (m)

APENDICE C — Correlagio entre atividade méaxima da enzima citrato sintase
no musculo plantar e distancia total percorrida em teste de
corrida em esteira com carga incremental. r = coeficiente de
correlagdo de Pearson. Como nivel de significancia foi
adotado p<0,05.
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APENDICE D — Correlagio entre atividade do complexo proteassomal 26S
¢ massa do musculo soleo. r= coeficiente de correlacao de
Pearson. Como nivel de significancia foi adotado p<0,05.
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ANEXOS
n SHAM | INFSED | INF-TC | INF-TI
1 45% 29% 19% 37%
2 31% 26% 34% 30%
3 46% 7% 27% 26%
4 36% 38% 2% 22%
5 37% 30% 32% 28%
6 38% 6% 38% 22%
7 40% 13% 33% 38%
8 40% 18% 40% 45%
9 46% 32% 45% 31%
10 40%
1
12
13
14
15
16
17
18
19
20
MEDIA 39.89% | 22,11% | 3500% | 31,00%
IPESK%% 509% | 11L53% | 776% | 7.73%
ngggo 1L70% | 3.84% | 245% | 2.58%
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ANEXO A - Fra¢ao de encurtamento do ventriculo esquerdo avaliada por
ecocardiograma, apresentada em porcentagem (%). Os
dados sdo referentes ao periodo pds-protocolo
experimental (12 semanas apds os procedimentos
cirargicos).



n SHAM INF-SED | INF-TC INF-TI
1 323 209 365 746
2 264 261 503 755
3 422 280 533 766
4 363 282 576 770
5 338 296 714 772
6 338 301 720 797
7 338 322 723 805
8 292 333 770 805
9 380 353 811 862
10 402 368 853 878
11 347 375 853 891
12 376
13 409
14
15
16
17
18
19
20
MEDIA 346,08 320,38 674,64 804,27
DESVIO
PADRAO 45,48 55,85 158,87 50,84
ERRO
PADRAO 13,71 15,49 47,90 15,33

ANEXO B — Distancia total percorrida em teste de corrida em esteira com
cargas incrementais até a exaustdo, apresentada em
metros. Os dados sdo referentes ao periodo pds-protocolo
procedimentos

experimental

cirargicos).

(12

s€émanas

apés o0s




n SHAM INF-SED | INF-TC INF-TI
1 272,70 185,20 219,90 184,70
2 313,50 183,70 242,30 174,00
3 225,90 220,90 218,00 222,20
4 239,00 225,30 260,40 246,40
5 236,00 197,00 208,00 175,00
6 257,60 218,00 224,90 258,60
7 224,70 172,00 156,00 237,20
8 274,00 241,10 224,00 251,50
9 208,10 245,00 212,10 257,00
10 206,00 241,00
11 201,60 216,00
12
13
14
15
16
17
18
19
20
MEDIA 250,17 208,71 218,40 223,96
DESVIO
PADRAO 32,55 23,66 28,40 32,43
ERRO
PADRAO 10,85 7,13 9,47 9,78

ANEXO C — Massa do musculo séleo, apresentada em mg.
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n SHAM | INF-SED | INF-TC INF-TI
1 371,0 397,1 476,8 371,0
2 420,0 393,0 540,2 420,0
3 3974 353,9 421,0 3974
4 4544 286,4 4934 4544
5 460,0 406,4 431,0 460,0
6 473,3 421,0 443,1 4733
7 4242 420,0 366,0 4242
8 493.0 404,2 416,0 493.0
9 535,7 3440 420,5 535,7
10 461,9 415,0 461,9
11 369,0 455,1 369,0
12
13
14
15
16
17
18
19
20

MEDIA 441,81 390,55 445,33 441,81

DESVIO

PADRAO 51,37 46,26 51,08 51,37

ERRO
PADRAO 15,49 13,95 17,03 15,49

ANEXO D — Massa do musculo plantar, apresentada em mg.




n SHAM | INF-SED | INF-TC INF-TI
1 2,82 2,87 2,93 3,19
2 3,29 3,02 3,09 2,63
3 3,09 2,93 2,92 3,38
4 2,98 3,39 3,37 3,11
5 2,79 3,06 3,01 3,35
6 2,60 3,16 3,01 3,55
7 2,56 3,23 3,18
8 2,51 4,10
9 2,77 3,18
10 2,87 2,97
11 3,34
12 2,83
13
14
15
16
17
18
19
20

MEDIA 2,83 3,09 3,06 3,23

DESVIO

PADRAO 0,24 0,18 0,17 0,37

ERRO
PADRAO 0,08 0,07 0,07 0,11

mg/g.

ANEXO E — Massa cardiaca corrigida pela massa corporal, apresentada em
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n SHAM | INF-SED | INF-TC INF-TI
1 4,53 4,74 4,07 4,51
2 4,55 5,17 4,85 4,52
3 4,47 4,73 4,52 4,58
4 4,50 4,30 4,80 4,90
5 4,46 491 4,34 4,49
6 4,38 4,10 4,60 4,39
7 4,00 4,86 4,65
8 4,65 4,59 4,64
9 423 4,07
10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

MEDIA 4,42 4,68 4,53 4,53
DESVIO
PADRAO 0,20 0,34 0,29 0,22
ERRO
PADRAO 0,07 0,12 0,12 0,07

ANEXO F — Razao massa imida : massa seca dos pulmoes.




n SHAM INF-SED | INF-TC INF-TI
1 8291 2576 4800 5875
2 8853 6400 4343 6597
3 4066 3356 6759 3115
4 4050 4309 6981 3089
5 3636 3098 7635 4224
6 4003 4509 6180 4238
7 5500 2346 5340 6010
8 5185 3014 7010 10487
9 5171 4671 11423* 10549
10 4961 2762 7154
11 6274 6730 12087
12 3245 6804 7726
13 3713 3630
14 6845 3865
15 6650 4498
16 9338
17 5581
18 6151
19
20

MEDIA 5639,52 4171,15 6130,93 6762,43

DESVIO

PADRAO 1818,53 1472,12 1180,20 2994,56

ERRO
PADRAO 428,63 380,10 417,26 864,45
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ANEXO G - Atividade maxima da enzima citrato sintase no musculo soleo,
. -1 , T
apresentada em nmol.min".mg proteinas citosdlicas .

*=valor atipico (outlier).



n SHAM INF-SED | INF-TC INF-TI
1 8000 1495 3530 8064*
2 2824 1714 8777* 3102
3 4728 2346 3810 3974
4 5753 2488 3742 2910
5 3633 1208 3304 3111
6 9046 4620* 2322% 8168*
7 2723 1963 3418 3966
8 4154 4299* 3675 4748
9 5298 2725 2472%* 3740
10 5840 2614 4712
11 3662 2089 3780
12 3140 2548 5180
13 1639 2430
14 1900 3273
15 2612
16 3467
17 5017
18 2352
19
20
MEDIA 4210,49 2240,90 3579,87 3922,20
DESVIO
PADRAO 2019,23 575,37 196,69 767,59
ERRO
PADRAO 475,94 166,10 80,30 242,73

plantar,

apresentada em

. , 1. -1 , . .
citosolicas™. *=valor atipico (outlier).

ANEXO H — Atividade maxima da enzima citrato sintase no musculo
nmol.min".mg  proteinas




n SHAM INF-SED | INF-TC INF-TI
1 0,211 0,180 0,227 0,263
2 0,178 0,210 0,193 0,228
3 0,174 0,180 0,147 0,344
4 0,367 0,197 0,228 0,218
5 0,368 0,157 0,185 0,304
6 0,241 0,159 0,367* 0,224
7 0,166 0,208 0,209 0,282
8 0,203 0,214 0,228 0,281
9 0,184 0,165 0,223
10 0,173 0,167 0,209
11 0,351 0,204 0,230
12 0,183 0,242 0,191
13 0,382 0,210
14 0,222 0,209
15 0,411 0,153
16 0,177
17 0,209
18 0,225
19
20
MEDIA 0,246 0,190 0,202 0,250
DESVIO
PADRAO 0,086 0,026 0,030 0,045
ERRO
PADRAO 0,020 0,007 0,011 0,013

ANEXO I — Atividade méxima da enzima hexoquinase no musculo soleo,
apresentada em AUA.min".mg proteinas citosolicas™.

*=valor atipico (outlier).
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n SHAM INF-SED | INF-TC INF-TI
1 0,355 0,441 0,317 0,113*
2 0,457 0,317 0,442 0,340
3 0,375 0,211 0,271 0,386
4 0,432 0,203 0,419 0,256
5 0,320 0,240 0,334 0,425
6 0,320 0,173 0,389 0,324
7 0,340 0,191 0,202 0,499
8 0,372 0,300 0,246 0,351
9 0,335 0,331 0,340 0,315
10 0,420 0,277 0,543 0,433
11 0,339 0,285 0,495
12 0,271 0,254
13 0,415 0,333
14 0,239 0,300
15 0,395 0,245
16 0,365 0,368
17 0,404
18 0,318
19
20
MEDIA 0,360 0,279 0,350 0,382
DESVIO
PADRAO 0,056 0,071 0,101 0,080
ERRO
PADRAO 0,013 0,018 0,032 0,025
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ANEXO J — Atividade maxima da enzima hexoquinase no musculo plantar,
apresentada em AUA.min".mg proteinas citosolicas™.
*=valor atipico (outlier).



103

n SHAM INF-SED | INF-TC INF-TI
1 892,4 622,7 1058,4 2063,0
2 1497,0 375,5 4209,3 1301,7
3 134,3 1995,2 2704,5 1409,1
4 479,8 142,6 376,7 1417,4
5 4184 394,5 1474,7 274,6
6 979,8 1495,5 488,6 1914,6
7 503,6 918,1 1578,4 22973
8 521,7 1532,2 3481,4 2688,5
9 1304,6 731,0 3732,9
10 424.8 144,7 4342,0
11 725,6 1299,6
12 2256,3 689,3
13 203,0 1300,6
14 21227 811,6
15 332,1
16 182,7
17
18
19
20

MEDIA 811,18 889,51 1921,50 2144,11

DESVIO

PADRAO 663,78 561,94 1403,18 1202,18

ERRO
PADRAO 165,94 150,19 496,10 380,16

ANEXO L - Conteudo de glicogénio do musculo séleo, apresentado em
ng/g de tecido seco.



n SHAM INF-SED | INF-TC INF-TI
1 47,4 29,0 106,2 94,9
2 71,7 61,9 111,6 188,7
3 75,3 48,1 111,6 282,7
4 88,1 74,6 260,1 309,5
5 99,8 82,2 326,0 3573
6 100,3 110,9 418,1 415,8
7 101,6 129,1 658,8 446,4
8 107,3 137,6 994,5 476,6
9 110,6 163,3 595,1
10 161,3 224.9 831,4*
11 165,2 208,7
12 201,7 268,7
13 205,7
14 220,5
15 331,8
16 576,1*
17
18
19
20
MEDIA 139,22 128,25 373,36 351,89
DESVIO
PADRAO 75,21 75,58 314,59 152,89
ERRO
PADRAO 19,42 21,82 111,22 50,96

ANEXO M — Conteudo de glicogénio do musculo plantar, apresentado em

ng/g de tecido seco. *=valor atipico (outlier).
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n SHAM | INF-SED | INF-TC | INF-TI
1 775% | 73.0% 843% | 80.0%
2 791% | 758% | 782% | 75.8%
3 77.7% 83.8% 80.6% | 73.5%
4 81,0% 65.0% | 795% | 81.4%
5 62.8% | 703% | 963% | 853%
6 82.3% 64.1% 89.8% | 93.9%
7 64.9%

8 88.1%

9

10

1

12

13

14

15

16

17

18

19

20

MEDIA 76,66% | 72,00% | 84,79% | 81,66%
IPESK%% 8,58% | 734% | 7.04% | 17,30%
Pigﬁgo 3.03% | 300% | 288% | 2.98%

ANEXO N — Porcentagem de fibras do tipo I no musculo sdleo.
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n SHAM | INF-SED | INF-TC | INF-TI
1 2.5% | 27.0% 157% | 20.0%
2 209% | 242% | 21.8% | 24.2%
3 22.3% 16.2% 194% | 26.5%
4 19.0% 35.0% | 20.5% 18.6%
5 372% | 29.7% 3.7% 14.7%
6 17.7% 35.9% 10.2% 6.1%
7 35.1%

8 11.9%

9

10

1

12

13

14

15

16

17

18

19

20

MEDIA 2334% | 28,00% | 1521% | 18,34%
IPESK%% 8,58% | 734% | 7.04% | 17,30%
Pigﬁgo 3,03% | 3,00% | 288% | 2,98%

ANEXO O — Porcentagem de fibras do tipo II no musculo soleo.
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n SHAM | INF-SED | INF-TC | INF-TI
1 9.8% 4.4% 5.9% 14.4%
2 139% | 204% 18.1% 13.7%
3 14.3% 3.8% 20,1% 11.5%
4 9.1% 8.6% 17.9% 16.1%
5 13.4% 12.0% 11.9% 17.3%
6 14.3% 7.9% 19.4% 11.7%
7 11.7% 16.1%
8
9
10
1
12
13
14
15
16
17
18
19
20
MEDIA 12,47% 9,84% 15,56% 14,41%
I?fﬁ&% 234% | 562% | 556% | 2,25%
ngggo 096% | 2,02% | 227% | 085%

ANEXO P — Porcentagem de fibras do tipo I no musculo plantar.



n SHAM | INF-SED | INF-TC | INF-TI
1 902% | 95.6% | 941% | 856%
2 86.1% | 79,6% 81.9% | 863%
3 85.7% | 962% | 799% | 88.5%
4 909% | 91.4% 82.1% | 83.9%
5 86.6% 83.0% 88,1% | 82.7%
6 85.7% | 92.1% 80.6% | 88.3%
7 88.3% 83.9%
8
9
10
1
12
13
14
15
16
17
18
19
20
MEDIA 87,53% | 90,16% | 84,44% | 8559%
I?fﬁ&% 234% | 562% | 556% | 2,25%
Pigﬁgo 096% | 2,02% | 227% | 085%

ANEXO Q — Porcentagem de fibras do tipo II no musculo plantar.
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n SHAM INF-SED | INF-TC INF-TI
1 6034,1 4325,8 4700,4 3657,7
2 9215,9 5361,0 5432,6 9145,5
3 9966,1 3949,1 5952,3 3570,2
4 8985,7 3361,1 4813,5 6202,0
5 5981,3 4579,0 5131,5 5114,6
6 5499.,9 4508,6 5346,7 6366,5
7 4886,3
8 5071,0
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

MEDIA 6955,06 4347,42 5229,50 5676,05

DESVIO

PADRAO 2071,74 669,18 456,09 2079,13

ERRO
PADRAO 732,47 273,19 186,20 848,80

r 2
soleo, apresentada em pm”.

ANEXO R — Area de secgdo transversa das fibras do tipo I do musculo
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n SHAM INF-SED | INF-TC INF-TI
1 5201,5 3406,3 3277,8 3316,2
2 8644,5 3463,4 8099,0 4777,3
3 7591,6 4320,6 2910,3 5533,7
4 8668,7 2750,8 59174 5895,4
5 4910,2 4976,6 3822,0 3421,3
6 4304,8 4933,7 6108,4 3157,8
7 4033,1
8 4501,3
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
MEDIA 5981,95 3975,22 5022,47 4350,27
DESVIO
PADRAO 1980,59 908,36 2019,50 1210,35
ERRO
PADRAO 700,25 370,84 824,46 494,13

r 2
soleo, apresentada em pm”.

ANEXO S — Area de sec¢io transversa das fibras do tipo II do musculo
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n SHAM | INF-SED | INF-TC | INF-TI
1 2186,7 2233,0 2363,6 2626,5
2 22584 22642 25433 23173
3 46584 1838,5* 2731,5 2420,1
4 22143 2306,8 2104,7 2548.8
5 3209,6 3922,8* 24353 2613,8
6 3879,7 22223 3005, 1 25033
7 2136,8 3154,6*
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
MEDIA 3067,87 | 2232,61 | 2530,59 | 2504,96
DESVIO
PADRAO 1036,27 62,81 311,16 119,13
ERRO
PADRAO 423,05 28,09 127,03 48,63

ANEXO T — Area de secgdo transversa das fibras do tipo I do musculo
plantar, apresentada em pum?®. *=valor atipico (outlier).
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n SHAM INF-SED | INF-TC INF-TI
1 3680,0 3381,2 3673,1 3082,3
2 5069,0 2970,1 3285,1 3308,3
3 7780,0* 3653,9 4413,9* 29443
4 3862,3 3186,9 2697,4* 3739,7
5 3652,1 3894,3 3315,4 4757,2
6 4656,4 3402,1 3361,3 3171,4
7 28319 3936,0
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
MEDIA 4183,96 3331,47 3408,69 3562,74
DESVIO
PADRAO 641,65 371,76 179,00 636,20
ERRO
PADRAO 286,95 140,51 89,50 240,46

ANEXO U — Area de sec¢do transversa das fibras do tipo II do musculo
plantar, apresentada em pum®. *=valor atipico (outlier).



n SHAM | INF-SED | INF-TC INF-TI
1 41,0 33,3 45,8 48,8
2 48,9 34,9 44,7 50,0
3 53,8 35,4 64,1 43,6
4 63,6 39,4 60,6 46,8
5 51,4 41,0 54,3 66,7*
6 44.4 42,2 62,9 48,5
7 53,5 46,5 37,8 54,3
8 69,8%* 46,7 43,9 48,6
9 53,5 48,8 53.8 44 4
10 51,2 51,1 48,9
11 50,0 51,3 48,9
12 43,2 57,1
13 45,5
14 54,5
15 43,2
16
17
18
19
20

MEDIA 49,85 43,98 51,99 48,27

DESVIO

PADRAO 6,05 7,49 9,40 2,96

ERRO
PADRAO 1,62 2,16 3,13 0,94
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ANEXO V — Atividade méxima da enzima superdéxido dismustase no
musculo soleo, apresentada em unidades/mg de proteinas
citosolicas. *=valor atipico (outlier).



n SHAM INF-SED | INF-TC INF-TI
1 25,0 24,1 28,6 15,2
2 25,6 27,8 21,3 45,4
3 27,7 21,9 36,7 34,4
4 25,5 17,0 27,7 16,1
5 15,1* 18,6 28,4 16,7
6 23,5 10,4 20,8 30,2
7 25,5 23,5 13,7 16,7
8 22,7 27,3 19,6 30,4
9 27,1 16,7 21,8 21,8
10 25,9 14,6 19,8
11 22,2 19,4 27,1
12 26,0 13,0
13 36,5 29,6
14 36,5 33,3
15 20,2
16 36,5
17 36,6*
18
19
20

MEDIA 27,10 21,22 24,28 24,88

DESVIO

PADRAO 5,25 6,73 6,72 9,57

ERRO
PADRAO 1,36 1,80 2,24 2,89

ANEXO X — Atividade méxima da enzima superdéxido dismustase no
musculo plantar, apresentada em unidades/mg de proteinas
citosolicas. *=valor atipico (outlier).



n SHAM INF-SED | INF-TC INF-TI
1 0,400 1,219 1,362 0,862
2 0,762 1,390 1,419 1,352
3 0,857 1,571 1,505 1,467
4 1,371 1,667 1,552 1,762
5 1,486 1,733 1,743 1,800
6 1,667 1,771 2,048 2,257
7 1,695 1,781 2,733 2,267
8 2,371 2,114 2,867 2,562
9 2,600 2,238 2,667
10 2,667 2,267 2,829
11 2,905 2,362 3,429
12 2,962 2,714 3,886
13 3,448 2,771
14 4,019 3,124
15 4,181 3,276
16 3,371
17 3,990
18
19
20
MEDIA 2,226 2,315 1,904 2,262
DESVIO
PADRAO 1,168 0,785 0,594 0,877
ERRO
PADRAO 0,302 0,190 0,210 0,253

ANEXO Z — Atividade maxima da enzima catalase no musculo soéleo,
apresentada em AUA.min"'.mg proteinas citosélicas™.
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n SHAM INF-SED | INF-TC INF-TI
1 0,458 0,462 0,040 0,871
2 0,613 0,138 0,133 0,413
3 0,200 0,302 0,138 0,187
4 0,276 0,102 0,111 0,298
5 0,689 0,809 1,049 0,098
6 0,227 0,440 0,284 0,924
7 0,964 0,640 0,667 0,093
8 0,236 0,511 0,760 0,116
9 0,084 0,133 0,382 0,067
10 0,636
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
MEDIA 0,416 0,393 0,396 0,370
DESVIO
PADRAO 0,287 0,245 0,352 0,329
ERRO
PADRAO 0,096 0,082 0,117 0,104

ANEXO AA - Atividade méxima da enzima catalase no musculo plantar,

.1 , . L, qe -1
apresentada em AUA.min" .mg proteinas citosolicas™ .
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n SHAM | INF-SED | INF-TC | INF-TI
1 21,79 25,56 22,94 20,84
2 24,47 29,37 28,21 22,54
3 15,09 30,10 19,64 28,35
4 17,50 26,47 15,03 20,70
5 22,34 25,65 25,67 25,61
6 36,16 21,00 18,92 23,38
7 24,29 19,70 26,68 34,70
8 23,89 3,06* 12,30 15,89
9 27,83 23,51 20,39
10 22,22 24,19
11 32,81
12 27,71
13
14
15
16
17
18
19
20

MEDIA 23,71 24,84 21,17 24,76

DESVIO

PADRAO 6,03 3,57 5,70 5,42

ERRO
PADRAO 2,01 1,19 2,01 1,56

ANEXO AB — Conteudo de glutationa reduzida (GSH) no musculo soleo,
apresentado em nmol/mg de proteinas citosélicas. *=valor
atipico (outlier).



n SHAM | INF-SED | INF-TC INF-TI
1 3,49% 1,35 1,47 1,91
2 0,77 0,38 0,44 1,68
3 1,84 2,59 1,87 2,67
4 1,21 0,99 2,23 0,80
5 0,74 2,20 2,28 0,56
6 1,84 3,94 2,00 1,97
7 0,64 1,29 2,53 0,73
8 0,56 8,28% 2,55 2,12
9 0,82 4,09 2,74
10 0,58 2,29
11 0,79
12 2,42
13
14
15
16
17
18
19
20

MEDIA 1,05 1,99 1,92 1,72

DESVIO

PADRAO 0,52 1,31 0,70 0,80

ERRO
PADRAO 0,18 0,44 0,25 0,23
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ANEXO AC — Conteudo de glutationa oxidada (GSSG) no musculo soleo,
apresentado em nmol/mg de proteinas citosélicas. *=valor
atipico (outlier).
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n SHAM | INF-SED | INF-TC INF-TI
1 1,23 6,14 3,37 4,15
2 4,00 1,10 1,91 1,61
3 2,17 3,24 4,75 7,07
4 2,17 5,60 4,43 1,14
5 0,77 1,13 0,91 5,37
6 0,82 4,85 5,07 2,44
7 5,66 1,86 1,06 6,58
8 2,63 0,35 0,80 1,23
9 3,84 1,35 1,92 1,31
10 4,72 0,99 0,83
11 3,61 5,44 1,93
12 4,09 4,50 8,86
13 1,48 1,19
14 0,67
15 0,81
16 4,50
17 0,98
18
19
20

MEDIA 2,60 2,90 2,69 3,54

DESVIO

PADRAO 1,65 2,11 1,73 2,77

ERRO
PADRAO 0,40 0,59 0,58 0,80

ANEXO AD - Conteudo de glutationa reduzida (GSH) no musculo plantar,
apresentado em nmol/mg de proteinas citosoélicas.



n SHAM | INF-SED | INF-TC INF-TI
1 4,30 2,94 2,99 2,07
2 2,83 4,95% 4,04 3,75
3 4,13 4,25 2,72 1,54
4 3,18 2,07 2,10 4,83
5 4,95 3,66 3,90 1,70
6 4,13 1,99 1,85 3,52
7 1,47 2,77 4,81 2,55
8 3,41 3,11 5,13 4,38
9 3,31 3,58 3,63 3,89
10 2,25 4,30 4,44
11 1,63 2,86 3,63
12 2,50 3,23 1,73
13 2,13 3,23
14 3,83
15 3,82
16 0,68
17 2,75
18
19
20

MEDIA 3,02 3,17 3,46 3,17

DESVIO

PADRAO 1,14 0,72 1,14 1,19

ERRO
PADRAO 0,28 0,21 0,38 0,34

ANEXO AE — Conteudo de glutationa oxidada (GSSG) no musculo plantar,
apresentado em nmol/mg de proteinas citosélicas. *=valor
atipico (outlier).



n SHAM INF-SED | INF-TC INF-TI
1 11,2 16,9 14,1 17,1
2 11,8 16,5 10,8 17,3
3 13,2 14,3 7,3 13,4
4 9,5 20,9 6,1 13,7
5 10,2 6,3 16,8 10,7
6 12,2 14,9 9,4 11,9
7 5,9 19,2 21,1 10,2
8 10,5 20,1 12,4 11,7
9 10,9 9,5 14,6 6,2
10 10,3 11,3 13,7
11 13,0 12,1 15,0
12 9,3 12,4 15,3
13 11,0 15,8
14 15,1
15 15,6
16
17
18
19
20

MEDIA 11,31 14,63 12,51 13,02

DESVIO

PADRAO 2,39 4,27 4,74 3,13

ERRO
PADRAO 0,62 1,18 1,58 0,90

ANEXO AF - Atividade maxima do complexo proteassomal 26S no
masculo séleo, apresentada em 10°.AuF.min'.mg de
proteinas citosolicas™.



n SHAM | INF-SED | INF-TC INF-TI
1 2,2 4,9 2,7 3,9
2 3,6 4,9 3,9 3,6
3 2,6 3,3 3,5 3,5
4 4,0 3,4 3,8 3,4
5 4,3 4,0 3,1 3,5
6 3,2 4,1 3,2 3,4
7 2,8 3,2 3,5 4.4
8 3,7 2,8 4,6 4,0
9 3,3 3,4 1,9% 3,9
10 3,5 4,7 3.4
11 4,2 4.4
12 1,8 3,8
13 3,7
14 3,6
15 3,2
16
17
18
19
20

MEDIA 3,31 3,91 3,54 3,70

DESVIO

PADRAO 0,71 0,71 0,58 0,34

ERRO
PADRAO 0,18 0,20 0,20 0,11

ANEXO AG - Atividade maxima do complexo proteassomal 26S no
musculo plantar, apresentada em 10°.AuF.min".mg de
proteinas citosolicas™. *=valor atipico (outlier).



n SHAM | INF-SED | INF-TC | INF-TI
1 74% 123% 56% 1%
2 82% 140% 93% 147%
3 160% 94% 89% 78%
4 100% 146% 95% 154%
5 98% 172% 163% 157%
6 120% 187% 91% 108%
7 140% 189% 171% 83%
8 63% 130% 129% 64%
9 64% 43%* 73% 86%
10
1
12
13
14
15
16
17
18
19
20
MEDIA 100,00% | 147,46% | 106,55% | 109,66%
IPESK%% 34,00% | 3315% | 3931% | 3525%
ngggo 1133% | 1L,72% | 1310% | 11,75%

ANEXO AH - Contetdo de proteinas ubiquitinadas no musculo soleo,
apresentado em porcentagem (%) do grupo SHAM. *=valor
atipico (outlier).



n SHAM | INF-SED | INF-TC | INF-TI
1 119% | 153%* | 141% 132%
2 110% 106% 113% 91%
3 107% 97% 115% 109%
4 130% 106% 112% 122%
5 102% 1% 109% 70%
6 120% 94% 88% 74%
7 82% 85% 120% 81%
8 74% 88% 75% 59%
9 56% 559 65% 133%
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
MEDIA | 100,00% | 98,07% | 104,22% | 96,88%
DeSVIO | 2amv | 997% | 2376% | 28.00%
ARG | 80T% | 3T% | 792% | 933%

ANEXO AI — Conteudo de proteinas ubiquitinadas no musculo plantar,
apresentado em porcentagem (%) do grupo SHAM. *=valor
atipico (outlier).
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n SHAM | INF-SED | INF-TC | INF-TI
1 90% 118% 109% 121%
2 104% 127% 130% 120%
3 95% 147% 67% 109%
4 106% 135% 98% 145%
5 121%* 134% 102% 170%
6 157%* 202%* 176%* 198%
7 98% 225%* 147% 7%
8 107% 91% 111% 109%
9 99% 111% 102% 122%
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
MEDIA 100,00% | 123,14% | 108,17% | 130,25%
IPESK%% 6,16% | 1829% | 23.41% | 36,00%
ngggo 233% | 691% | 828% | 12,00%
ANEXO AJ - Conteido de proteinas oxidadas no musculo soleo,

apresentado em porcentagem (%) do grupo SHAM. *=valor
atipico (outlier).
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n SHAM | INF-SED | INF-TC | INF-TI
1 89% 112% 94% 112%
2 107% 94% 100% 119%
3 147%* | 104% | 137%* | 119%
4 113% 104% 103% 105%
5 81% 108% 79% 71%
6 81% 72% 90% 76%
7 106% 90% 112% 129%
8 124% 97% 98% 130%
9 100% | 142%* | 136%* | 145%
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
MEDIA | 100,00% | 97,74% | 96,0% | 112,61%
DeSVIO L 1s31% | 12.69% | 1056% | 2333%
ARG | 541% | d49% | 399% | 7.78%

ANEXO AL - Conteudo de proteinas oxidadas no musculo plantar,
apresentado em porcentagem (%) do grupo SHAM. *=valor
atipico (outlier).



