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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos do
treinamento fisico sobre as propriedades morfolégicas de midcitos do
ventriculo esquerdo (VE) de camundongos knockout (KO) para
receptores B2-adrenérgicos. Camundongos FVB/N e KO para os
receptores p2-adrenérgicos com 4 meses de idade foram inicialmente
separados aleatoriamente em quatro grupos: FVBc, FVBt, KO B2c e
KO B2t. Os animais dos grupos treinados (FVBt e KO B2t) foram
submetidos a um protocolo de treinamento aerébico de 8 semanas, 5
dias/semana, 1 hora/dia, com intensidade de 60% da velocidade maxima
de corrida. Apés a eutanasia, os cardiomiocitos do VE foram isolados
por disperséo enzimética. O comprimento e a largura dos cardiomidcitos
foram medidos utilizando-se um sistema de captacdo de imagens, e 0
volume celular foi calculado. Os resultados mostraram que 0s
camundongos KO B2t apresentaram maior comprimento celular,
comparado ao grupo KO B2c. Conclui-se que o protocolo de treinamento
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aerdbico aumenta o comprimento dos miocitos do VE de camundongos
KO para os B2-ARs. Esse tipo de alteracdo é compativel com a
hipertrofia cardiaca do tipo excéntrica.

Palavras-chave: atividade fisica, coragao, hipertrofia.

INTRODUCAO

No coragdo, os dois principais receptores adrenérgicos sao 0s
beta (B-ARs) e os alfa (0-ARs), que representam 90% e 10% dos
receptores adrenérgicos presentes no coracao, respectivamente
(O'CONNELL et al., 2014). Os seis subtipos de receptores
adrenérgicos expressos nos cardiomiocitos sao pB1-, B2- e B3-ARs e
alA-, al1B- e alD-ARs (HEIN; KOBILKA, 1997).

Para compreender os mecanismos moleculares envolvidos na
via de sinalizacdo adrenérgica, estudos utilizam de modelo animal
geneticamente modificado, transgénico (TG) ou knockout (KO) (NAGA
PRASAD et al., 2001; BRUM et al., 2006). Embora os Bl- e B2-ARs
sejam funcional e estruturalmente mais semelhantes entre si do que
com os B3-ARs (DEVIC et al., 2001; XIANG et al., 2002), as evidéncias
demonstram que h& diferencas nos papéis dos subtipos de B1- e p2-
ARs na funcdo e na estrutura cardiaca (BRISTOW et al., 1986;
BERNSTEIN et al., 2005).

As catecolaminas ativam os B1- e B2-ARs acoplados a proteina
G estimulatéria (Gs), que ird ativar a adelilato ciclase (AC). Quando
ativada, a AC catalisa a adenosina trifosfato (ATP) em monofosfato de
adenosina ciclico (AMPc). Este segundo mensageiro liga-se e ativa a
proteina quinase A (PKA) dependente de AMPc. A PKA, por sua vez,
fosforila diversas proteinas envolvidas no acoplamento excitagéo-
contracdo dos cardiomidcitos (XIAO et al., 1999; BERS, 2002;
FOERSTER et al., 2003; KATZ, 2003; XIANG; KOBILKA, 2003;
FERRARA et al., 2014).

Quando ativado, o B2-AR pode acoplar-se também a proteina
Gi, subunidade da proteina G que inibe a ativacdo da AC nos
cardiomidcitos (XIANG; KOBILKA, 2003). O acoplamento bifasico dos
B2-ARs sob estimulo agonista apresenta acoplamento predominante a
proteina Gs no inicio da estimulacéo, seguido de acoplamento a proteina
Gi (DEVIC et al., 2001; XIANG et al., 2002). A acao cardioprotetora dos
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B2-ARs pode estar relacionada com sua capacidade de ativar a via de
sinalizacdo Gi-Gpy-PI13K-Akt (CHESLEY et al., 2000; ZHU et al., 2001;
FUJITA; ISHIKAWA, 2011; CANNAVO et al., 2013), envolvida na sintese
proteica. Um estudo observou que a estimulacdo dos B2-ARs aumentou
a atividade de PI3K e a ativacéo de Akt, 0 que promoveu a sobrevivéncia
dos cardiomiécitos (FUJIO et al., 2000). Aresposta cardioprotetora dos
B2-ARs se opde a apoptose induzida pela via de sinalizacao dos B1-
ARs (COMMUNAL et al., 1999; BERNSTEIN, 2003).

Estudos apontam que reduzir a ativacdo dos B1-ARs e aumentar
a regulacdo da via de sinalizagdo B2-AR/Gi na hipertrofia cardiaca
compensatéria ou no estagio inicial da IC pode representar um
mecanismo cardioprotetor (XIANG; KOBILKA, 2003). Entretanto, cabe
ressaltar que a sinalizacdo excessiva de B2-AR/Gi pode atenuar o
suporte contratil mediado pela proteina Gs, contribuindo para o fenétipo
de IC descompensada (XIANG; KOBILKA, 2003).

O uso de B-bloqueadores é uma estratégia terapéutica
farmacol6gica reconhecida, que protege os cardiomiécitos do estimulo
adrenérgico excessivo (MANN, 1998). Os resultados de diversos
estudos comprovando a eficacia dos B-bloqueadores no tratamento da
insuficiéncia cardiaca ddo suporte a inclusdo desses medicamentos
em muitas diretrizes de tratamento a IC (BARRESE; TAGLIALATELA,
2013). Por outro lado, o treinamento fisico € considerado uma estratégia
terapéutica ndo farmacolégica, por seu efeito benéfico em nivel
sistémico e local nos muasculos esqueléticos, no sistema vascular
periférico, no coracao e no sistema nervoso autbnomo (SNOEK et al.,
2013). Além disso, o treinamento é capaz de reduzir os fatores de risco
associados a doencas cardiovasculares (POWERS et al., 2002).

Até onde vai nosso conhecimento, nenhum estudo verificou o
efeito do treinamento sobre a estrutura cardiaca de camundongos KO
para B-ARs. Assim, este estudo teve como objetivo investigar os efeitos
do treinamento fisico sobre as propriedades morfoloégicas de
cardiomiocitos do ventriculo esquerdo (VE) de camundongos knockout
para o receptor B2-adrenérgico.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados camundongos selvagens e KO B2, machos
com 3 a 4 meses de idade, provenientes da linhagem FVB/N. Os
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camundongos foram alojados em gaiolas individuais, receberam agua
e racdo comercial ad libitum, sendo mantidos em ambiente com
temperatura média controlada de 22°C e regime de luminosidade de
claro/escuro de 12 horas. Os animais foram pesados no primeiro dia
de cada semana, utilizando uma balanca eletronica digital (Marte —
Brasil, modelo AS5500C). Todos os procedimentos foram realizados
de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal
elaborado pelo Colégio Brasileiro de Experimentag&o Animal (COBEA),
sob supervisdo de uma médica veterinaria (CRMV — SP 26.410). O
projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animal da
Universidade Federal de Vigosa, sob o protocolo n® 59/2012.

Os animais foram separados aleatoriamente em quatro grupos,
a saber: Grupo Controle FVB (FVBc; n = 11): camundongos que nao
foram submetidos ao treinamento; Grupo Exercitado FVB (FVBt; n =
12): camundongos que foram submetidos ao treinamento; Grupo
Controle BKO (KOB2c; n=15): camundongos que ndo foram submetidos
ao treinamento; e Grupo Exercitado BKO (KOB2t; n = 16): camundongos
que foram submetidos ao treinamento.

A capacidade para o exercicio dos animais foi medida pela
distancia total percorrida, avaliada por um protocolo de exercicio
progressivo em esteira (Panlab/Harvard Apparatus), como previamente
descrito (FERREIRA et al., 2007). O teste foi realizado em todos os
grupos experimentais antes e ap6s o periodo de treinamento.

ApOs uma semana de adaptacéo a esteira, com 10 minutos cada
sessdao, os animais foram colocados nas baias 30 minutos antes do inicio
do teste. A intensidade do exercicio foi aumentada em 3 m/min a cada 3
minutos, iniciando em 6 m/min, com 0% inclinacao até a exaustéo, quando
0 animal ndo conseguia manter a corrida de acordo com a velocidade da
esteira. O teste foi feito antes e apds o protocolo experimental, para estimar
a capacidade de exercicio. Na quarta semana de treinamento foi realizado
0 mesmo teste, para ajustar a intensidade de treinamento dos animais
treinados (FVBt e KOB2t). Aintensidade do treinamento de cada grupo foi
determinada pela média do respectivo grupo.

Com 4 meses de idade, os animais dos grupos FVBt e KOB2t
foram submetidos a um protocolo de treinamento de corrida de
intensidade moderada, como previamente descrito (OLIVEIRA et al.,
2009). Em resumo, o treinamento consistiu de oito semanas de corrida
em uma esteira rolante (Insight Instrumentos — Ribeirdo Preto, SP,
Brasil), cinco dias por semana, por 60 minutos. A velocidade e o tempo
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de corrida foram progressivamente aumentados até alcancar 60% da
velocidade maxima e 60 minutos na segunda semana de treinamento.

O isolamento dos cardiomidcitos do VE foi realizado conforme
descrito anteriormente (ROMAN-CAMPOS et al., 2009). Em resumo, 48
horas da ultima sesséo de treinamento, os animais foram pesados e
sacrificados por decapitacdo. Em seguida, o coracdo foi removido e
lavado com ethylene glycol-bis (3-aminoethyl ether)-N,N,N’,N'- tetraacetic
acid (EGTA). A artéria aorta ascendente foi seccionada com uma tesoura
e fixada uma canula, e o coracgéo, perfundido com EGTA em um sistema
de Langendorff caseiro (37°C). Posteriormente, foi perfundida a solugéo
enzimatica contendo 10 mg/mL de colagenase tipo Il (Worthington, EUA)
e 0,8 uM de CaCl,, durante 10 minutos. Todas as solucdes foram
oxigenadas (O, 100% — White Martins, Brasil) e mantidas em temperatura
de 37°C. Em seguida, o VE foi dissecado e cortado em pequenos
pedacos. O tecido foi transferido para um tubo falcon contendo 10 mL da
solucdo enzimética e disperso mecanicamente com uma pipeta de
transferéncia. A seguir, o contetido do tubo foi filtrado e centrifugado (3.000
rom) por 30s. O sobrenadante foi removido, e as células foram
suspendidas em solugao lavado contendo 2,5 uM de CacCl,. Esse
procedimento foi repetido com a solug&o lavado 2 contendo 5 uM de
CaCl,, e as células foram armazenadas em solucéo-estoque 10 uM de
CaCl,, em temperatura ambiente, até serem utilizadas. Os registros foram
sempre feitos entre uma e trés horas apdés o isolamento.

Os cardiomidcitos foram acomodados em uma camara
experimental, banhados pela solucado-tampdo HEPES a temperatura
ambiente e visualizados em um monitor com aumento de 400x, através
de uma lente de imersdao em Oleo (S Fluor, 40x, Nikon, EUA). O
comprimento e a largura dos cardiomiocitos foram medidos utilizando-
se um sistema de captacao de imagens. As imagens das células foram
visualizadas em um monitor de um computador através de uma camera
(Myocam, lonoptix, EUA) acoplada a um microscopio invertido (Nikon
Eclipse — TS100, EUA), utilizando-se um programa de captacdo de
imagens (M-Vision 5XX, lonoptix, EUA). O comprimento foi definido
através da medi¢do da imagem gerada no monitor, desde a borda direita
até a borda esquerda das células. A largura foi definida através da
medicao da imagem gerada no monitor, desde a borda superior até a
borda inferior, no ponto médio dos cardiomidcitos. Nas medi¢cdes do
comprimento e da largura dos cardiomidcitos foi utilizada uma régua
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com precisdo de 1 mm. Somente foram escolhidas para as medicbes
as células que estavam em boas condi¢des, com as bordas (direita/
esquerda e superior/inferior) e as estriagbes sarcoméricas bem
definidas, relaxadas em repouso, sem apresentarem contragcdes
voluntérias. O volume celular foi calculado usando-se a férmula proposta
por Satoh et al. (1996): [Volume (pl) = comprimento (mm) x largura
(mm) x (7,59 x 102 pl/mm?)].

Para escolha dos testes estatisticos, foi feita previamente uma
analise da normalidade de cada variavel medida. A comparacao entre
os valores iniciais e finais da variavel peso corporal entre 0s grupos
experimentais ndo apresentou distribuicdo normal. A comparacéo foi
realizada pelo teste de Wilcoxon de duas vias para medidas repetidas.
Ao final dos tratamentos, as comparacdes entre as médias dos grupos
para as variaveis peso corporal, distancia total percorrida e morfologia
celular foram realizadas através de ANOVA de duas vias com post-hoc
de Tukey. Os resultados sao apresentados como média + erro-padréo
da média (EPM). O nivel de significancia adotado foi de 5%.

RESULTADOS

Os resultados referentes ao efeito da delecéo dos receptores a-
adrenérgicos e do protocolo de treinamento aerdbico sobre o peso
corporal estdo apresentados na Tabela 1.

O peso corporal ao final do periodo experimental de todos os
animais foi maior comparado com o peso corporal inicial (p<0,05).

Tabela 1 - Peso corporal dos animais

Peso Corporal Peso Corporal Final
Inicial (g) (9)
FVBc (n = 11) 28,9+0,6 32,0+0,7
FVBt (n = 12) 28,9+0,5 30,6 £ 0,7"
KO B2c (n = 15) 29,1 +0,5 31,6 + 0,6"
KO B2t (n = 16) 28,3+0,5 30,4 + 0,6

Dados expressos em média + EPM. n = nimero de animais; FVBc = grupo FVB
controle; FVBt = grupo FVB treinado; KO 2c = grupo knockout para 32-ARs controle;
KO B2t = grupo knockout para f2-ARs treinado.

(*) indica diferenca do peso corporal inicial (p<0,05).

86 R. Min. Educ. Fis., Vigosa, v. 24, n. 3, p. 81-93, 2016



Todos os grupos treinados apresentaram maior distancia total
percorrida no teste de esforco progressivo em esteira, comparados
com 0s seus respectivos grupos controles (p<0,05) (Tabela 2).

Tabela 2 - Distancia total percorrida no teste final de capacidade para

0 exercicio
Distancia total percorrida (m)
FVBc (n = 11) 549,9 + 68,38
FVBt (n = 12) 719,04 + 106,59*
KO B2c (n = 15) 394,65 *+ 60,22
KO B2t (n = 16) 727,17 + 88,79*

Dados expressos em média + EPM. FVBc = controle sedentéario; FVBt = controle
treinado; KO 32¢ = KO controle; KO 32t = KO treinado; n = nimero de células.
(*) indica diferenca do respectivo grupo controle (p<0,05).

Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados referentes ao efeito
da delecado dos receptores p-adrenérgicos e do protocolo de treinamento
aerobico sobre o comprimento, a largura e o volume celular dos
cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo de camundongos.

Os camundongos dos grupos KO Blc e KO B1t apresentaram
comprimento e volume celular menores que 0s animais dos grupos
C57c e C57t, respectivamente (p<0,05).

O protocolo de treinamento aumentou o comprimento dos
cardiomiécitos dos grupos FVBt e KO B2t, em comparagdo com 0S
grupos FVBc e KO B2c, respectivamente (p< 0,05).

Tabela 3 - Morfologia celular

Comprimento (um) Largura (um) Volume (pL

FVBc (n =92) 126,44 3,01 145,32 + 3,64 13,95+0,5
FVBt (n = 58) 135,33 + 3,80* 140,51 + 4,59 1451+ 0,6
KO B2c (n = 74) 132,86+ 3,30 137,02 + 4,06 13,89+0,5
KO B2t (n=92) 138,21+ 3,01* 136,63 + 3,64 14,35+0,5

Dados expressos em média + EPM. FVBc = controle sedentario; FVBt = controle
treinado; KO 32¢ = KO controle; KO 32t = KO treinado; n = nimero de células.
(*) indica diferenca do respectivo grupo controle (p<0,05).
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DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos de um
programa de treinamento com corrida aerébica em esteira sobre as
propriedades morfologicas de midcitos do VE de camundongos
knockout para o receptor B2-adrenérgico. Foi observado que os
camundongos controle e KO B2 treinados tiveram maior comprimento
celular, comparados aos seus respectivos grupos controle.

Todos os camundongos apresentaram ganhos de peso corporal
esperados ao longo do periodo experimental, devido ao crescimento.
O peso corporal final dos animais KO B2 (KO p2c e KO p2t) e FVB
(FVBc e FVBt) nao foram diferentes. Assim como na célula cardiaca, a
ativacao dos B-ARs no tecido adiposo leva a producdo de AMPc, que
ativa a PKA e estimula a lipélise no tecido adiposo. Apesar de o B3-AR
ser predominante no tecido adiposo de roedores, Soloveva et al. (1997)
mostraram que camundongos com superexpressao de B1l-ARs
apresentaram aumento na atividade lipolitica nos adipécitos. Sob
estimulacao a-adrenérgica, a lipélise nos adipdcitos € maior através
dos B1- e B3-ARs, com pequena participacdo dos B2-ARs (ATGIE et al.,
1997), o que justifica a semelhanca entre os grupos KO B2 e FVB,
independentemente do treinamento fisico.

A distancia total percorrida dos grupos treinados (FVBt e KO
B2t) foi maior quando comparada aos respectivos controles (FVBc e
KO B2c). Amaior distancia total percorrida indica melhora na capacidade
aerobica induzida pelo protocolo de treinamento. O aumento na
capacidade para o exercicio estd associado a adaptacfes
cardiovasculares, que sdo consideradas caracteristicas do estado de
treinamento (MOORE; KORZICK, 1995). O aumento no VO, ., a
bradicardia de repouso e o aumento no volume sistoélico sao exemplos
das adaptacdes ao treinamento. Nossos achados de capacidade para
0 exercicio corroboram os estudos prévios que utilizaram o mesmo
protocolo de treinamento aerdbico e observaram maior distancia total
percorrida nos grupos treinados (FERREIRA et al., 2007; ROLIM et al.,
2007; OLIVEIRA et al., 2009; BUENO et al., 2010; VANZELLI et al., 2013).

No teste de esforgco progressivo, esperava-se que 0S
camundongos KO B2 apresentassem maior distancia total percorrida
guando comparados aos controles FVB, visto que estudos prévios
utilizando protocolo de exercicio progressivo em esteira mostraram
maior distancia total percorrida em camundongos KO para B2-ARs
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(CHRUSCINSKI et al., 1999), todavia isso nao ocorreu, e
desconhecemos os motivos. Provavelmente, o protocolo de treinamento
usado nao foi capaz de aumentar o VO, . desses animais.

Quanto a morfologia dos cardiomiécitos do ventriculo esquerdo,
foi observado que na linhagem FVB os animais treinados (FVBt e KO
B2t) apresentaram maior comprimento celular que os controles (FVBc e
KO B2c), sem alteragéo na largura e no volume celular. Isso indica uma
hipertrofia cardiaca do tipo excéntrica, ocasionada pelo protocolo de
treinamento aerodbico de intensidade moderada usado neste estudo. O
treinamento aerodbico induz a hipertrofia fisiolégica excéntrica, que esta
associada a estrutura cardiaca e a funcdo cardiaca normal ou aumentada
(ELLISON et al., 2012), assim como a melhora da capacidade aerdbica.
A hipertrofia excéntrica é caracterizada pela adicao de sarcomeros em
série e, consequentemente, por aumento na dimensao interna da camara
ventricular (ATCHLEY; DOUGLAS, 2007; ELLISON et al., 2012). Estudos
prévios que utilizaram protocolo de treinamento aerébico também
observaram aumentos no comprimento dos miécitos do VE de
camundongos (KEMI et al., 2002) e de ratos (MOORE et al., 1993,
WISLOFF et al., 2001) sem alteracado genética.

CONCLUSAO

Concluiu-se que o treinamento com corrida em esteira, de
intensidade moderada, por oito semanas aumenta o comprimento dos
miocitos do VE de camundongos KO para os B2-ARs. Esse tipo de
alteracdo é compativel com a hipertrofia cardiaca do tipo excéntrica.

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the effects of endurance
training on the morphological properties of isolated left ventricle (LV)
myocytes from p2-adrenergic receptors knockout mice (KO B2). Four-
month old FVB/N and KO B2 mice were randomly allocated into one of
the 4 groups: FVBc, FVBt, KO B2c e KO B2t. The animals from FVBt,
KO B2t groups were submitted to a protocol of aerobic training 8 weeks,
5 days/week, 1 hour/day, intensity of 60% of maximal speed. At sacrifice,
the heart was removed and LV myocytes were enzymatically dispersed.
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Cell length and width were measured using an image capture system
and cell volume was calculated. The results showed that KO B2t group
showed higher cell length compared to the KO B2c group. In conclusion,
the aerobic training protocol increases the length of LV myocytes in KO
B2 mice. This change is compatible with eccentric cardiac hypertrophy.
Key Words: physical activity, heart, hypertrophy.
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