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Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar a sinalizacdo de Ca®" e
as propriedades contrateis de cardiomiocitos isolados de ratos com
alta capacidade aeroObica intrinseca. Os ratos com desempenho
padrdo (DP) e alto desempenho (AD) foram selecionados por meio
de um teste em esteira de exercicio fisico progressivo, de acordo
com o tempo de exercicio até a fadiga (TTF). O grupo DP incluiu
ratos com um TTF entre 16,63 e 46,57 min e o grupo AD incluiu animais
com um TTF maior que 46,57 min. Os cardiomiécitos ventriculares foram
isolados dos coracdes dos ratos DP e AD para as medidas das sparks de Ca*
e dos transientes de Ca®". Varias ineréncias foram observadas nas
caracteristicas morfolégicas das sparks espontaneas de Ca®", principalmente a
diminuicdo da amplitude observada no grupo AD (AD = 0,435 vs. DP = 0,691
AF/FO; mediana; P < 0,05). O pico do transiente de Ca?* foi maior no grupo AD
em relacdo ao grupo DP (5,54 = 0,31 vs. 4,18 £ 0,12 F/FO; P < 0.05) e foi
correlacionado positivamente com o TTF atingido durante o teste fisico (r =
0.81). Apds, experimentos de medida da contragcdo celular foram realizados
nos cardiomiocitos isolados. Foi encontrada uma maior amplitude de contracéo
celular no grupo AD, quando comparado ao grupo DP (6,7 £ 0.2 vs. 6,0 £ 0,3 %
do comprimento celular de repouso; P < 0,05). Para estudar alguns dos
mecanismos moleculares das ineréncias observadas entre os ratos DP e AD,
uma série de medidas de Western blot foram realizadas. Foram observados
aumentos nas expressdes protéicas da Ca?-ATPase tipo 2a do reticulo

sarcoplasmatico (1,30 + 0,07 vs. 1,74 £ 0,18 unidades arbitrarias; P < 0,05) e



Vi

dos receptores de rianodina do tipo 2 (1,86 + 0,13 vs. 3,57 = 0,12 unidades
arbitrarias; P < 0,05) nos ratos AD. Em resumo, nossos dados mostraram
diferengas intrinsecas importantes nas propriedades dos cardiomiécitos que
podem explicar parte das divergéncias observadas em ratos com alta

capacidade aerdbica intrinseca para o exercicio fisico.
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Abstract

The aim of the present study was to evaluate the Ca** handling and contractile
properties of cardiomyocytes isolated from rats with high intrinsic aerobic
exercise capacity. Standard-performance (SP) and high-performance (HP) rats
were categorized with a treadmill progressive physical exercise test according
to the exercise time to fatigue (TTF). The SP group included rats with TTF
between 16.63 and 46.57 min, and the HP group included rats with TTF >46.57
min. Single ventricular cardiomyocytes were isolated from the hearts of SP and
HP rats, and Ca?" sparks and intracellular global Ca*" transients were
measured. Several inherences were observed in the morphological
characteristics of spontaneous Ca?* sparks, specially the decrease in amplitude
observed in the HP group (HP = 0.435 vs. SP = 0.691 AF/FO; median; P <
0.05). The Ca?" transient peak was increased in the HP group relative to the SP
group (5.54 £ 0.31vs. 4.18 £ 0.12 F/FO; P < 0.05) and was positively correlated
with the TTF attained during the progressive test (r = 0.81). We also performed
cell contraction measurements in isolated cardiomyocytes and found higher
amplitude of contraction in the HP group compared with the SP group (6.7 = 0.2
vs. 6.0 + 0.3% resting cell length; P < 0.05). To reinforce the intrinsic differences
between SP and HP rats, we performed Western blot measurements and
observed increased expression of sarcoplasmic reticulum Ca?*-ATPase type 2a
(1.30 £ 0.07 vs. 1.74 = 0.18 arbitrary units; P < 0.05) and ryanodine receptor
type 2 (1.86 = 0.13 vs. 3.57 = 0.12 arbitrary units; P < 0.05) in HP rats. In

summary, our data showed important intrinsic differences in cardiomyocyte
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properties that could explain some of the divergence observed in rats with high

intrinsic aerobic exercise capacity.
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A disponibilidade de oxigénio (O,) para o metabolismo celular nos
sistemas biologicos é fundamental na manutencdo da homeostasia corporal e
na prevencgdo de doencas (43, 45).

Trabalhos anteriores tém demonstrado que a disponibilidade de O, para
0 metabolismo aerdbico esti associada, em termos de mecanismos, as varias
funcdes complexas, nos varios niveis de organizagdo biologica (43). Por
exemplo, a concentracdo de O, na atmosfera terrestre esta temporalmente
correlacionada ao processo de surgimento da membrana plasmatica e,
consequentemente, da compartimentalizacéo celular (1). Outro fator que pode
ser correlacionado a disponibilidade de O, atmosférico € a mudanca bem
sucedida de héabitos aquaticos para terrestres por parte dos artropodes e dos
vertebrados (70). Atualmente é aceito que a capacidade de utilizacdo de O
(capacidade aerobica) por parte de um organismo é fundamental ndo s6 para o
desempenho fisico, mas também esta relacionada ao desencadeamento de
diversas doengas, como a hipertenséo arterial (43).

Resultados de estudos epidemiolégicos demonstram que a diminui¢édo e
manutencdo de baixos niveis de capacidade aerObica sdo associadas a
incidéncia de doengas cardiovasculares e maior probabilidade de mortalidade
(10, 49). Recentemente, Wisloff e colaboradores mostraram que ratos com
baixos niveis de capacidade aerdbica desenvolveram em longo prazo
aumentos nos fatores de risco para as doengas cardiovasculares, como
aumentos na pressao arterial (73). Além disso, a diminuicdo da capacidade
aerobica é relacionada a resisténcia a insulina induzida por uma dieta rica em
gorduras (58) e a modificacGes deletérias do metabolismo lipidico muscular

(66) em ratos. Por fim, quando comparada a outros fatores de risco, a



capacidade aerdbica é considerada um parametro adequado de predicdo de
mortalidade para as doengas como as cardiovasculares (56). Dados anteriores
do nosso grupo de pesquisa mostraram que ratos com maior capacidade
aerodbica intrinseca apresentam maior tolerancia ao estresse de contencao (4).
Estes resultados corroboram a importdncia da capacidade aer6bica na
manutenc¢do da homeostasia corporal e na prevencgéo de doengas.

A capacidade aerébica é uma varidvel complexa que envolve multiplos
sistemas fisiolégicos que estdo sob a influéncia de fatores genéticos e
ambientais (33).

Em relacdo aos fatores genéticos, foi demonstrado que mais de 70% das
variagbes observadas na capacidade aerdbica entre individuos séo
determinadas geneticamente (42). Posteriormente, foi demonstrado que as
variagbes multifatoriais entre os genes que determinam a capacidade aerdbica
irdo se expressar em fungdo do estado adaptativo em que o organismo se
encontrar (12, 13). Assim, dois substratos genéticos contribuirdo para as
variagcOes aleatorias observadas na capacidade aerdbica entre os individuos de
uma populagéo. Primeiro, e foco do presente estudo, existe um conjunto de
genes que determinardo as variagbes na capacidade aerdbica quando néo
houver treinamento fisico prévio (estado néo treinado) (13, 42). Para descrever
tal estado, o termo capacidade aeroObica intrinseca tem sido utilizado (69).
Segundo, em complemento & capacidade aerébica intrinseca, outro conjunto
de genes provavelmente responderd as variacdes adaptativas na capacidade
aerobica em resposta a exposi¢céo ao exercicio fisico (12, 14).

A capacidade aerdbica é uma variavel poligénica, que estd expressa em

relacdo a fatores especificos dentro dos sistemas biologicos (15). Um dos



indices clinicos mais utilizados para medir e expressar a capacidade aerdbica é
a medida do consumo maximo de oxigénio (VOzmax) por meio do desempenho
alcancado durante um teste de esforco fisico especifico (50). Essa medida é
um potente indicador da capacidade funcional dos sistemas corporais em
transportar e utilizar oxigénio, principalmente a capacidade dos sistemas
respiratorio, cardiovascular e muscular (33). Essa capacidade sera dada pelo
produto do débito cardiaco pela extragdo periférica de oxigénio. Trabalhos
anteriores (22, 36) mostraram que o principal fator determinante e limitante da
capacidade aerdbica € a capacidade do coracdo de manter o fluxo sanguineo
adequado aos tecidos corporais, gerando um débito cardiaco especifico, de
acordo com as demandas energéticas, seja no repouso ou fora do repouso em
cada intensidade de exercicio fisico (% do VOzmax).

No coragéo, a principal resposta adaptativa que contribui para o maior
débito cardiaco observado em ratos treinados (11) e em ratos com altos niveis
de capacidade aerobica intrinseca (36), € o aumento no volume de ejecao (27).

A funcéo cardiaca tem sido estudada em ratos com diferentes niveis de
capacidade aerdbica intrinseca (36). Neste modelo, 0os animais passaram por
uma selecdo artificial baseada na capacidade aerGbica intrinseca, sendo
divididos em dois grupos: ratos com baixa capacidade para corrida (LCR —
Low-capacity runners) e ratos com alta capacidade para corrida (HCR — High-
capacity runners) (44). O processo de selegcdo artificial fez com que as
linhagens LCR e HCR desenvolvessem, apds onze geracdes criadas, baixos e
altos niveis de capacidade aerobica intrinseca, respectivamente, perfazendo
um total de 347 % de divergéncia nos niveis de capacidade para a corrida até a

Y

exaustdo, em esteira rolante (73). Em relacdo a funcdo cardiaca, no



experimento de coragdo isolado com 25 min de isquemia, os animais HCR
apresentaram maior débito cardiaco e volume de ejec&o, tanto em condicbes
basais quanto na recuperacdo pos-isquemia (36). Os ratos LCR apresentaram
aumentos na pressdo arterial média ao longo do dia (73) e maior
susceptibilidade para o desenvolvimento de taquiarritmias ventriculares em um
modelo de ocluséo arterial coronariana (52). Neste ultimo estudo, os animais
LCR também desenvolveram elevacdes no segmento ST do eletrocardiograma,
0 que pode ser associado a severidade da isquemia miocéardica causada pela
oclusdo. Em relagdo ao tbnus auton6mico, os animais HCR apresentaram
ganhos nos ténus simpético e parassimpatico. Em um trabalho subsequente
(35) foi demonstrado, em condicbes de repouso e ap0s uma sessdo de
exercicio progressivo, que as vias de sinalizacdo para hipertrofia cardiaca néo
diferiram em relacdo as divergéncias na capacidade aerdbica intrinseca, como
por exemplo, as expressdes da proteina ribossdmica S6 e da proteina ERK1/2.
Em um mapeamento genético mais aprofundado (17) foi demonstrado no
musculo cardiaco que, dentre outros fatores, os animais HCR apresentaram
maior expressdo génica dos receptores nicotinicos e colinérgicos. Neste
estudo, destacaram-se diferencas importantes no metabolismo cardiaco, com
os ratos LCR apresentando, em detrimento ao metabolismo lipidico, um
aumento da expresséo de genes associados ao metabolismo de carboidratos.
Quando analisados em conjunto, os resultados dos estudos envolvendo ratos
LCR/HCR apontam para o desenvolvimento da sindrome metabdlica (66). Além
disso, tais resultados corroboram o papel da capacidade contratil do mudsculo
cardiaco como um fator determinante da capacidade aerdbica intrinseca. No

entanto, em relagdo ao miocardio, os mecanismos celulares e moleculares



responsaveis pelas ineréncias observadas em animais que divergem quanto a
capacidade aerobica intrinseca, ainda ndo estao claros.

No nivel celular, a capacidade contratii da célula cardiaca esta
diretamente associada & homeostasia do Ca* (9). Durante o processo que vai
da excitagé@o elétrica do cardiomiécito até a contragdo do coracdo, fenbmeno
denominado de acoplamento excitagéo-contracdo (AEC), o Ca®* é fundamental
para a homeostasia cardiaca (9). O Ca?" esta envolvido tanto na excitabilidade
dos cardiomiocitos, quanto na ativacdo final dos filamentos contrateis,
causando a contragao.

A despolarizacdo do sarcolema durante o potencial de acdo cardiaco faz
com que haja um influxo de Ca?* para o interior da célula (26). O influxo de
Ca* para o interior do cardiomiécito ocorre por meio da abertura de duas
classes de canais de Ca** dependentes de voltagem, os canais para Ca®* do
tipo L e do tipo T (9). Tal movimentacéo de Ca”* gera uma corrente de entrada
de Ca® (l.,) (54), que nos cardiomidcitos de ratos representa principalmente a
lca do tipo L (8). Os canais de Ca** do tipo L, também chamados de receptores
de dihidropiridina (DHPR), estdo expressos em sua maior parte nos tubulos
transversos da membrana plasmética, com a sua porgdo intracelular voltada
para o reticulo sarcoplasmético (RS) (64). O espago entre a membrana
plasmatica e a membrana do RS é chamado de subespaco (19). Estes arranjos
funcionais de colocalizacdo e formagdo de microdominios de Ca* s&o
fundamentais para o processo de AEC (7). Na membrana do RS, formando
também o subespaco, estd a unidade liberadora de Ca?. Esta unidade
compreende um grupo especifico de receptores chamados de receptores de

rianodina (RyR, do tipo 2 no cardiomiécito — RyR2). Tal arranjo funcional entre



os DHPR e os RyR2, juntamente com o subespaco entre eles formam o
Couplon, complexo estrutural e funcional do AEC (19). O influxo de Ca*
através dos DHPR para o subespago estimula a liberagdo de Ca®* pelo RS,
processo conhecido como liberagéo de Ca®" induzida por Ca?* (25). A liberag&o
de Ca®" do RS para o citoplasma ocorre através dos RyR2 (57). Neste
processo, o Ca?* se ligar4 a dois locais especificos no RyR2, um de baixa
afinidade onde se ligara rapidamente ativando o canal e outro de alta afinidade
no qual se ligar4 mais lentamente desativando o canal (9).

A ativacdo dos RyR2 provoca aumentos transitorios na concentracao
citoplasmatica de Ca®*. Estes eventos elementares, representados por
aumentos transitérios de Ca®', podem variar desde eventos mais discretos,
como, por exemplo, as sparks de Ca?*, que ocorrem quando hé a liberacdo de
Ca** em apenas uma unidade liberadora de Ca?* (20), até eventos menos
discretos, como o transiente intracelular global de Ca*" (9). Neste Gltimo, a
ativacdo dos RyR2 pelo Ca?* é suficiente para aumentar as concentragées
deste ion fazendo-o variar de 100 nM na diastole para até um pico de 1 yM na
fase sistélica. O efluxo de Ca?* pelos RyR2 durante o transiente de Ca®" ativara
os filamentos contrateis e conseguintemente causara a contragdo celular.

Para que o musculo relaxe é necessario a dissociagdo do Ca** dos sitios
de ligagdo com a troponina C e sua remogao do citoplasma (32). A remocéo do
Ca*" do citosol ocorre por meio de quatro processos que envolvem a Ca*'-
ATPase do RS (SERCAZ2a) e do sarcolema, o trocador de sédio-célcio (NCX) e
a recaptacdo mitocondrial (9). A atividade da SERCAZ2a é o principal destes
mecanismos (68), correspondendo por aproximadamente 92 % da recaptacéo

7

total de Ca?* em cardiomi6citos de ratos (5). A atividade da SERCA2a é



regulada nos cardiomidcitos de ratos principalmente pelo inibidor enddgeno
fosfolamban (PLB), que, quando associada a SERCAZ2a, diminui o seu
transporte de Ca*" e a atividade de ATPase (9). Quando a PLB é fosforilada
ocorre a sua dissociacdo da SERCA2a e, consequientemente, a remogao da
inibicdo por duas vias principais. A primeira envolve a fosforilacdo pela proteina
cinase A (PKA) de um residuo de serina (Ser-16), por meio de uma via
dependente de AMP ciclico (41). A segunda envolve a fosforilacdo de um
residuo de treonina (Thr-17) por uma proteina cinase Il ativada pela via da
Ca?*/calmodulina (CaMKIll) (6).

Véarios estudos tém estabelecido relagdes de funcionalidade entre o
mecanismo de AEC em cardiomidcitos e a capacidade aerdbica (34, 37, 71-
73). Tanto nos trabalhos envolvendo aumentos da capacidade aerdbica por
meio de treinamento fisico (37-40, 72) quanto nos modelos de capacidade
aeroObica intrinseca (34, 73), hd o consenso de que a maior capacidade
aerébica estd associada a ganhos relativos na cinética do ca* e,
consequentemente, na funcdo dos cardiomiécitos.

Trabalhos anteriores mostraram que a amplitude do transiente de Ca**
estd aumentada quando ratos desenvolvem altos niveis de capacidade
aerobica intrinseca (34, 73). No entanto, entre os trabalhos usando modelos de
treinamento fisico ndo ha consenso, uma vez que entre os trabalhos existentes
h& os que ndo encontraram diferengas entre animais treinados e sedentarios
(67), outros que mostraram aumento (37, 47) e mesmo diminuigdo (72). Em
relac&o as ineréncias, foi demonstrado que o maior transiente de Ca?* nos ratos
HCR esté associado as diferengas no tempo relativo até o pico e no tempo até

50% de decaimento do transiente (34).



As ineréncias verificadas no transiente Ca?" sdo associadas & maior
capacidade contratil nos cardiomidcitos dos animais com alta capacidade
aerobica intrinseca (34, 73). Foram observados ganhos nas fungdes sistolica
(aumento na amplitude de contracdo celular e diminuigdo no tempo até o pico
da contracdo) e diastdlica (menor tempo até 50 % do relaxamento) nos ratos
HCR (34, 73). Em relacdo as ineréncias nas varidveis morfologicas dos
cardiomidcitos ventriculares isolados, foi observado maior comprimento celular
nos dos ratos HCR (73).

Foi mostrado em cardiomiocitos de camundongos que o treinamento
aerdbico intervalado, além de alterar o transiente de Ca?" e a contratilidade,
aumenta a expressdo da SERCA2a, da ,PLB™", da ,CaMKIIZ""?® mas n&o

modifica a expressdo da PLB total e da ,PLB®**

(37). J& em ratos, 0 mesmo
treinamento fisico provocou, além de aumentos na expressdo protéica da
SERCA2a, maior expressdo da PLB total (72). Em relagdo aos RyR2, sua
expressdo ndo é modificada diretamente pelo treinamento fisico (38). Dados
anteriores mostram também que a selecdo artificial ndo provoca modificages
intrinsecas entre os ratos HCR e LCR na recaptacdo de Ca®" mediada pela
SERCAZ2a (34).

Quando analisados em conjunto, os dados dos estudos prévios mostram
que, pelo menos no modelo de selecdo artificial, a capacidade aerdbica
intrinseca € associada a funcdo dos cardiomidcitos em ratos. No entanto,
atualmente este modelo é considerado um modelo de sindrome metabdlica

(16) associado a prevaléncia de fatores de risco cardiovasculares (73). Se os

tragos inerentes a capacidade aerébica emergem nos cardiomiécitos de ratos
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com alta capacidade aerdbica intrinseca, que ndo passam por selecéo artificial
e ndo sao utilizados como modelo de doenga, permanece a ser respondido.

No presente trabalho foi testada a hip6tese de que parte do alto
desempenho observado em ratos com alta capacidade aerobica é relacionado
a um componente intrinseco, componente este associado ao controle do Ca**

intracelular em cardiomidcitos ventriculares.

OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do trabalho foi estabelecer uma estratégia de selecéo de
ratos com alta capacidade aerdbica intrinseca, baseada na medida do tempo
total de exercicio até a fadiga (TTF), que fosse relacionada a ineréncias no

controle do Ca”* e na contragéo em cardiomidcitos isolados.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar em cardiomidcitos ventriculares isolados se a estratégia de

selecéo adotada estava relacionada a ineréncias:

e No transiente de Ca?*:

e Nas sparks de Ca®";

¢ Na contragao celular;

¢ Na expresséo protéica da SERCAZ2a;
e Na expresséo protéica do RyR2;

¢ Na expresséo protéica da PLB;



Na expresséo protéica do NCX.

11
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MATERIAIS E METODOS
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ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar pesando 250 + 3 g no inicio do periodo
experimental, provenientes do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais. Os animais foram
alojados em caixas coletivas (5/caixa) e mantidos sob um ciclo claro/escuro de
14/10h com ragédo e agua ad libitum. O presente trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas

Gerais — CETEA/UFMG (protocolo n° 015/08).

PROTOCOLO DE MEDIDA DA CAPACIDADE AEROBICA INTRINSECA

A medida da capacidade aerdbica intrinseca foi realizada por meio de
um protocolo adaptado (15) e baseado no TTF (46). Uma semana antes dos
testes os animais foram familiarizados com uma esteira rolante para roedores
(Letica Scientific Instruments, Spain), durante cinco dias consecutivos (5
min/dia; 5% de inclinacdo; 0,28 mA de estimulo elétrico) e com aumentos
diarios da velocidade da esteira (10, 10, 11, 13, 15 m/min). A intensidade e
duracdo do exercicio, durante a semana de adaptacdo, foram escolhidas de
forma a nao provocar qualquer adaptagdo referente ao treinamento dos
animais (3). Os animais que ndo se adaptaram a esteira foram excluidos do
estudo (menos de 10%). Durante a segunda semana cada animal realizou, em
trés dias alternados, trés testes de exercicio progressivo até a fadiga
(velocidade inicial de 10 m/min; 5% de inclinacdo; 0,28 mA de estimulo

elétrico). Durante os testes a velocidade da esteira foi aumentada em 1 m/min
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a cada 3 min. O teste foi interrompido quando o animal entrou em fadiga. O
momento da fadiga foi definido quando o rato ndo conseguia manter a corrida

de acordo com a velocidade da esteira (61).

ESTRATEGIA DE SELECAO DE ANIMAIS COM ALTO DESEMPENHO

A estratégia de selecao utilizada no presente estudo foi baseada no TTF
para cada rato. O melhor desempenho para cada rato entre os trés dias foi
considerado (15) e, a partir destes resultados, um histograma com a frequéncia
de distribuicdo do TTF para a populagdo estudada foi construido (Fig. 1).
Baseado no histograma, dois grupos experimentais foram selecionados: ratos
com Desempenho Padréo (DP) e ratos com Alto Desempenho (AD). Para ser
incluido no grupo de DP, um animal tinha que ter um TTF que n&o fosse maior
e nem menor que um desvio-padrdo da média da populac¢éo. Para ser incluido
no grupo de AD, o animal necessitava ter um TTF que fosse maior que pelo
menos um desvio-padréo da média da populag&o. Caso contrério, os animais
com TTF abaixo de um desvio-padrédo da média da populacdo foram excluidos
do estudo. Tais critérios foram baseados em resultados anteriores do grupo de
pesquisa de Koch e Britton utilizando animais da linhagem LCR e HCR (44,

73).

MEDIDA DO CONSUMO DE OXIGENIO

Para validar os resultados do teste proposto e garantir sua utilizagao

como um indice de capacidade aerdbica, em alguns testes o consumo de
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oxigénio dos ratos foi medido (VO,). O VO, (mLO..kg™.min™") foi medido por
meio de calorimetria indireta de circuito aberto (Columbus Instruments, USA).
Antes de cada teste o sistema foi calibrado com uma mistura conhecida de
gases (20.5% O, e 0.5% CO,). O VO foi medido continuamente, a cada
minuto, durante um periodo pré-teste (repouso entre 40 e 60 min) e durante o
teste progressivo por meio de um sistema computadorizado (Oxymax
Apparatus, Columbus Instruments, USA). O teste foi iniciado somente quando o
VO, se estabilizou por pelo menos 10 a 20 min em valores de repouso (10-20
mLOz.kg'l.min'l). O consumo maximo de oxigénio (VOzmax) NO momento da

fadiga foi utilizado como indice de capacidade aerdbica.

ISOLAMENTO DOS CARDIOMIOCITOS

Entre dois e quatro dias apos o terceiro teste de desempenho 0s ratos
foram retirados do biotério, pesados e sacrificados por meio de guilhotina. Apés
o sacrificio, os coragfes foram rapidamente removidos e os cardiomiécitos dos
ratos DP e AD isolados por meio de dissociagdo enzimatica (55). Para a
remocgdo cirdrgica do coracdo as cartilagens costocondrais foram abertas em
ambos os lados e o esterno rebatido para cima. Apds a exposi¢do da cavidade
toracica, a veia cava inferior e superior, as artérias aorta e pulmonar, a
traquéia, o esdfago e parte dos pulmdes foram seccionados sucessivamente
até a remocao em bloco do coragdo. Apds a remogdo, o coragdo foi colocado
em um béquer resfriado contendo uma solugdo nutridora livre de Ca?* (em
mM): 130 NacCl, 5,4 KCI, 0,5 MgCl,, 0,33 NaH2PO., 1 lactato, 3 piruvato, 22

glicose e 25 HEPES (pH 7,4). Depois de transferido para uma placa de Petri, 0
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restante dos tecidos pulmonar, vascular, da traquéia e do esodfago foi removido.

Em seguida, a aorta ascendente foi seccionada com uma tesoura de

microcirurgia na altura de sua segunda ramificagdo (tronco braquicefélico) e

fixada com um fio de sutura em uma agulha de aco inoxidavel modificada

(canula),

acoplada a uma seringa de 1 mL contendo a mesma solugéo

nutridora (59).

Apos a canulacdo os coragdes foram submetidos & seguinte sequéncia

de eventos até a obteng&o dos cardiomidcitos isolados:

1)

2)

3)

4)

5)

Preparacdo em um sistema de Langendorff caseiro (37 °C), com
controle manual da perfus&o por meio de uma torneira,;

Perfuséo da solugado nutridora durante aproximadamente 5 min.
Perfuséo da solucdo nutridora (25 mL) acrescida de 1 mg/mL de
colagenase do tipo Il (Worthington, USA), 0,17 mg/mL de protease do
tipo IX (Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO, USA) e 0,05 mM de
CaCl, durante aproximadamente 15-20 min.

O coragdo inteiro foi retirado da canula e pesado em uma balancga de
precisdo. Apoés, os ventriculos foram separados, pesados e cortados
em pequenos pedacos.

Adicéo do tecido em um tubo contendo solug&o nutridora (6,25 mL)
acrescida de 1 mg/mL de colagenase do tipo Il (Worthington, USA),
10 mg/mL de albumina e 0,1 mM de CaCl,. Durante
aproximadamente 3 a 5 min o tecido foi agitado levemente para
facilitar o processo de dispersédo mecénica. Logo apds, o tecido foi

centrifugado e o sobrenadante removido.
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6) Ao conjunto de células remanescentes no fundo do tubo foi
adicionada mais solu¢éo nutridora (6,25 mL) acrescida de 10 mg/mL
de albumina e 0,252 mM de CaCl,. Novamente, durante 3 a 5 min a
solucéo foi agitada levemente para facilitar o processo de disperséo
mecanica. O tubo foi novamente centrifugado e o sobrenadante
removido.

7) O evento anterior (item 6) foi repetido até a centrifugacéo. Para isso
foi utilizada solugéo nutridora (6,25 mL) acrescida de 10 mg/mL de
albumina e 0,5 mM de CaCl..

8) Na Ultima etapa do processo de dispersdo o sobrenadante foi
removido e o conjunto de células remanescentes dispersas e
acondicionadas em 25 mL de meio DMEM modificado (Dulbecco's
modified Eagle's médium, Sigma Chemicals Co. St Louis, MO, SA),

suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab, Brasil).

Durante os experimentos de microscopia confocal e contratilidade
somente as células tolerantes ao Ca’*, quiescentes e apresentando formato e
estrias transversais bem definidas foram utilizadas. Os registros foram sempre
feitos entre uma e seis horas apds o isolamento e na temperatura ambiente (~
25 °C). E importante ressaltar que nestes experimentos os animais foram
sempre sacrificados entre dois e quatro dias apo6s o Ultimo teste de

desempenho até a fadiga.

MEDIDAS DE Ca?*
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Os cardiomidcitos isolados dos grupos DP e AD foram incubados com o
indicador fluorescente de Ca®', permeavel a membrana plasméatica, Fluo-4
acetoximetil-ester (Fluo-4 AM, Molecular Probes, Eugene, OR, USA). O Fluo-4
AM (5 pM) foi preparado em uma solugdo de estoque a base de dimetil-
sulféxido (DMSO). As células foram incubadas durante 20 min & temperatura
ambiente, lavadas e suspendidas em DMEM (1,8 mM Ca*") para remover o
excesso da sonda fluorescente (48). Quando esta sonda esta ligada ao Ca” e
€ excitada com o comprimento de onda de 488 nm, emite um sinal de
fluorescéncia medido a 510 nm, que se relaciona as variacdes de Ca?'
sarcoplasmatica. Tais variagdes foram expressas em relagdo a razdo: F/F,.
Nas medidas das sparks de Ca®*, Fo representa a fluorescéncia basal de Ca*
nos cardiomiécitos sem estimulo prévio. J4 nas medidas dos transientes de
ca*, Fo representa a média da fluorescéncia minima medida entre as
contragdes celulares, na fase diastdlica do transiente.

As imagens de microscopia confocal para as sparks de Ca®* e o
transiente de Ca®* foram feitas usando um microscépio confocal Zeiss LSM 510
Meta (Zeiss GmbH, Jena, Alemanha). Para a aquisicdo das imagens foi
utilizada uma lente objetiva de imers&o a 6leo (63x). Os sinais de fluorescéncia
foram obtidos por meio de varredura em linha (Line Scan Mode). A linha de
varredura (512 pixels) foi posicionada aleatoriamente no eixo longitudinal da
célula, com o cuidado de ndo cruzar regides de nacleos. A varredura foi feita
por meio de um laser de argbnio (488 nm). As varreduras foram repetidas a
cada 1,54 ms, sendo utilizadas para a criacdo de imagens bidimensionais

(tempo no eixo x e fluorescéncia no eixo ).
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As sparks espontaneas de Ca®* foram medidas nas células em
condicdes quiescentes. As imagens bidimensionais adquiridas foram
analisadas utilizando-se a interface grafica SparkMaster, um programa para
andlise de Sparks que é inserido no software livre ImageJ (60). O SparkMaster
€ um programa automatizado que foi desenvolvido e adaptado a partir de
algoritmos especificos para andlises das sparks medidas por microscopia
confocal (21). Neste tipo de analise, considerando-se as sparks como eventos
discretos, o algoritmo identifica os sinais de fluorescéncia baseado nos seus
desvios a partir do ruido de fundo da imagem original (background noise).
Assim, a imagem original é filtrada, normalizada e a média e o desvio-padréo
do plano de fundo séo calculados. As regides da imagem excedendo 1,5 x
desvio-padréo a partir do plano de fundo séo utilizadas para a construcéo de
uma linha de base para a normaliza¢do da imagem total. Esta Ultima imagem,
normalizada, é utilizada para a deteccdo e andlise das sparks de Ca®, de
forma que os eventos com areas (em pixel) excedendo um limiar de detecgéo
pré-estabelecido (2,0 x desvio-padrdo acima da meédia) sdo considerados
possiveis sparks. Novamente, a média e o desvio-padrdo s&o calculados
subtraindo-se as sparks em potencial. Ap0s estes processos, as possiveis
sparks sdo consideradas para andlise se as areas contendo valores acima do
limiar de deteccé@o pré-estabelecido contém valores de pixel que excedem o
seguinte critério: desvio-padrdo x fator de limiar + média do background. O
fator de limiar é escolhido pelo usuério, sendo que, baseado em resultados
anteriores (60), o fator adotado no presente trabalho foi 3,8. A velocidade de
varredura (scanning speed) e o tamanho do pixel (pixel size) foram 800 Ips e

0,14 pm, respectivamente. As variaveis analisadas a partir do SparkMaster
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foram: amplitude da spark (AF/Fp); largura total da spark na metade da
amplitude maxima (FWHM em pm); duragédo total da spark na metade da
amplitude méxima (FDHM em ms); largura total da spark (um); duracéo total da
spark (ms); tempo até o pico da spark (ms); inclinagdo méaxima da fase
ascendente da spark (Imax €m (AF/Fo)/s); constante de tempo de decaimento da
spark (r em ms); frequéncia das sparks (sparks x 100 pm™ x s™). As siglas das
variaveis estudadas, relativas as sparks, foram mantidas de acordo com a
nomenclatura original do SparkMaster (60). Apos a obtencdo dos dados,
histogramas de frequéncia foram construidos e os dados das distribuicdes das
sparks comparados entre os grupos DP e AD.

Os transientes de Ca?* foram evocados por meio de estimulacdo de
campo. Os cardiomidcitos foram estimulados por um par de eletrodos de
platina, com um pulso supra-limiar de 0,2 ms e 20 V (Voltage square pulse). As
células foram estimuladas na frequéncia de 1 Hz para produzir condigbes
estacionarias. As imagens obtidas foram processadas usando o software IDL
5.2 (Research Systems, Inc., Boulder, CO, EUA). Os niveis de Ca*" foram
expressos como F/Fo, onde Fo é a fluorescéncia basal de ca® (28, 59). As
variaveis analisadas e geradas pelo IDL sdo: amplitude do transiente (F/Fo);
tempo até o pico do transiente (ms); constante de tempo para o decaimento do

transiente (ms).

MEDIDA DA CONTRACAO CELULAR

A contracao celular foi avaliada por meio de um sistema de deteccéo de

bordas (Contractility system, lonoptix, EUA), baseado na medida de alteragdes
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no comprimento dos cardiomidcitos, acoplado a um microscopio invertido
(Nikon Eclipse — TS100, Japao). Os midcitos, mantidos no meio de cultura
DMEM (1,8 mM Ca?), foram acomodados em uma camara experimental
giratéria com a base de vidro e visualizados em um monitor com um aumento
de 400x através de uma camera (Myocam, lonoptix, EUA). Este sistema estava
acoplado a um microscépio invertido com uma lente de imersdo em o6leo (S
Fluor, 40x, Nikon, Japao). As células foram visualizadas utilizando-se um
programa de deteccdo de imagens (lonwizard, lonoptix, EUA) com uma
frequéncia de aquisicdo de 240 Hz. As bordas transversais (direita e esquerda)
das células foram identificadas e marcadas com duas linhas virtuais geradas
pelo programa de detecgdo de imagens. A definicdo das bordas foi ajustada
através do contraste (preto e branco) gerado pela qualidade da imagem
projetada das células.

O comprimento (um) e a largura (um) das células foram medidos a partir
da imagem do cardiomidcito, com calibragdo para pym, usando-se uma régua. A
partir destes valores o volume celular (pL) foi calculado de acordo com a

seguinte equagao (63):

Volume (pL) = (comprimento) x (largura) x (7,59 x 107%) (2)

Onde o comprimento e a largura sdo dados em um. O valor constante de
7,59 x 10°° é um fator de calibragéo dado em pL/ pm?.

Apos, as células foram estimuladas externamente (1 Hz, 20 V, 5 ms) por
meio de um par de eletrodos acoplados nos dois lados internos da camara,

utilizando-se um estimulador elétrico (Myopacer, Field Stimulator, lonoptix,
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EUA). Os movimentos das bordas dos midcitos foram capturados pelo sistema
de detecgdo e armazenados para analise posterior.

Os resultados gerados foram analisados por meio de um programa
caseiro desenvolvido na plataforma MatLab®, como previamente descrito (62).
As variaveis analisadas e geradas pelo programa sdo: amplitude de contragdo
(variagdo percentual do comprimento celular em relacdo ao repouso, %
encurtamento); tempo até o pico de contracdo (ms); velocidade maxima de
contracdo (um/s); tempo total de relaxamento (ms); tempo até 50% do

relaxamento (ms); velocidade maxima de relaxamento (um/s).

MEDIDA DA EXPRESSAO PROTEICA

A medida da expressdo da SERCA2a, do RyR2, da PLB e do NCX foi
feita por meio de Western Blot (18, 24). Os cardiomidcitos ventriculares foram
homogeneizados, com o auxilio de um homogeneizador de tecidos (Marconi®,
Brasil), a 4 °C em um tampao de lise (NaCl 150mM; Tris 50mM; EDTA.2Na
5mM; MgCl, 1mM) acrescido de 0,1% de nonidet P40, 0,3% de Triton X-100,
0,5% de SDS e de um coquetel de inibidores de proteases (SigmaFast®,
Sigma). Foram utilizados inibidores de fosfatases (NaF 20mM; NazVO,4 0,1mM)
para a determinacdo das proteinas fosforiladas. Para cada experimento foram
utilizadas células de uma preparacdo de cardiomiocitos de rato do grupo
experimental avaliado, e estas células foram homogeneizadas em 500 uL de
tampdo de lise enriquecido. Apdés o processamento, as amostras foram

centrifugadas a 8.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi aliquotado e
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armazenado a -70 °C para posterior utilizacdo. A quantidade de proteinas das
amostras foi mensurada de acordo com o método descrito por Lowry (51).

As amostras foram diluidas em tampao da amostra (4X tris HCI/SDS
pH=6.8, 3% glicerol, 1% SDS, 0.6% p-mercaptoetanol, azul de bromofenol).
Para separacéo, foram aplicados 60 pug de proteina em gel de SDS-PAGE.
Para o gel de separagéao foi utilizado acrilamida-bisacrilamida na concentragéo
de 7,5% e 4% no gel de concentracdo. ApOs serem separadas em gel, as
proteinas foram transferidas para uma membrana de PVDF (Millipore®, USA)
com poros de 0,45um. A qualidade da transferéncia foi monitorada através da
coloracdo da membrana com solugdo de Ponceau 0,3%. AplOs este
procedimento, a membrana foi lavada em agua destilada e colocada por 1 hora
em solucdo de bloqueio (TBS-Tween 0,1% acrescido de 4% de leite em po
desnatado). Apds o bloqueio, a membrana foi incubada por uma noite em uma
camara fria (6-8°C) com o anticorpo primario especifico. Os seguintes
anticorpos (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) foram utilizados:
anticorpo policlonal para a SERCA2a (1:2000), anticorpo monoclonal Ab para a
PLB (1:5000), anticorpo monoclonal para o NCX (1:2000), anticorpo policlonal
para o0 RyR2 (1:5000) e anticorpo policlonal para o GAPDH (1:2000). Em
seguida, a membrana foi lavada com TBS contendo 0.3% de Tween 20 (TBS-
T) por 5 minutos (por trés vezes) e incubada por duas horas com o anticorpo
secundario conjugado a peroxidase (HRP) (1:5000, anti-cabra IgG-HRP e anti-
coelho IgG-HRP, ambos da Sigma, St.Louis, MO). Ap6s o periodo de
incubagdo a membrana foi novamente lavada em TBS-T (5 minutos por trés
vezes). As bandas protéicas foram detectadas por uma reacdo de

quimioluminescéncia (kit ECL plus — Amersham Biosciences do Brasil Ltda) e a
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intensidade das mesmas, avaliadas por analise densitométrica através do
software ImageJ. Foram utilizados o sistema Mini Protean llI-Tetracell e Mini
Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (BIORAD®, CA, USA). A express&o das
proteinas estudadas foi normalizada pela expressdo de GAPDH da mesma

amostra.

ANALISE ESTATISTICA

Para a escolha dos testes estatisticos foi feita previamente uma analise
da normalidade de cada varidvel medida. As diferencas entre os grupos DP e
AD em relagédo ao peso corporal, ao peso do coracdo, a razdo entre o peso do
coracao e peso corporal, ao VOzmax,a0 TTF, a densidade de proteinas, a razéo
PLB/SERCA2a e a constante de tempo foram analisadas por meio de teste t
ndo pareado. As diferencas entre os parametros de contragdo celular, o
transiente de Ca?* e as sparks de Ca*" foram medidas por meio do teste de
Mann-Whitney. A relacdo entre o transiente de Ca** e o TTF foi verificada por
meio de regressdo linear. Os resultados sdo apresentados como média * erro-
padrdo da média, exceto os parametros de distribuicdo das sparks de Ca®,
que sdo apresentados como mediana. O nivel de significancia adotado foi de

até 5 %.
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RESULTADOS
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ESTRATEGIA DE SELECAO DE ANIMAIS COM ALTO DESEMPENHO

Na primeira série de experimentos 180 ratos foram submetidos ao teste
de exercicio progressivo até fadiga para a medida da capacidade aerébica
intrinseca (Fig. 1). Na populacédo estudada, a média do TTF foi 31,6 + 0,02 min,
0 que correspondeu a velocidade de 20 m/min na esteira (11° estagio do teste
progressivo). O desvio-padréo para estes valores foi de 14,97 min.

Baseado no critério metodoldgico adotado, o grupo DP foi constituido
pelos animais com o TTF entre 16,63 e 46,57 min. Isto correspondeu a 66,6%
da populagdo medida (n = 120 de um total de 180 ratos). Por outro lado, os
animais que correram mais de 46,57 min antes de atingirem a fadiga foram
incluidos no grupo AD. Este grupo agregou 20 % da populacéo estudada (n =
36 de um total de 180 ratos). Como n&o foram objetivo do nosso estudo, os
animais que obtiveram TTF menor que 16,63 min foram excluidos da amostra
(13,4 %, n = 24 de um total de 180 ratos). E Importante ressaltar que esses
critérios foram baseados nos resultados anteriores do grupo de Koch e Britton

utilizando ratos LCR e HCR (44, 73).

CARACTERISTICAS GERAIS DOS GRUPOS DP E AD

A tabela 1 apresenta as caracteristicas gerais dos animais dos grupos
DP e AD.

As meédias do TTF sdo apresentadas para cada um dos grupos dentro
de suas faixas de variacdo no histograma de desempenho (Fig. 1). Como

demonstrado, os animais AD apresentaram maior TTF.
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Figura 1 — Histograma da frequéncia de distribuicdo dos resultados
dos testes progressivos de exercicio até a fadiga. A frequéncia é
mostrada em funcéo do tempo total de exercicio até a fadiga (TTF).
N = 180 ratos. DP = Desempenho padréo (n= 120; 66,6%). AD =
Alto desempenho (n= 36; 20,0%). A seta indica a média de TTF da
populacéo (n = 180; 31,6 £ 0,02 min).
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Tabela 1 — Caracteristicas gerais dos animais dos grupos DP e AD.

Variavel DP AP
TTF (min) 29,50 + 0,00 54,58 + 0,06*
VOomax (ML.Kg™t.min™) 40,01 + 0,42 56,72 + 0,54*
Peso corporal (9) 324,7+0,3 326,7+ 0,6
Peso do coracéo (mgQ) 1.304,3 £ 0,6 1.367,4+1,3
Pcoracao:Pcorporal (MY/g) 40+0,0 42+0,1

DP = Desempenho padrdo. AD = Alto desempenho. TTF = Tempo total de
exercicio até a fadiga (n = 120 e 36 ratos para os grupos DP e AD,
respectivamente). VOzmax = Consumo maximo de oxigénio (n = 6 e 6 ratos para
0s grupos DP e AD, respectivamente). Pcoraczo:Pcorpora = Raz80 entre o peso do
coracao e o peso corporal. Os dados para 0 peso corporal, peso do coragao e
0 Pcoragao:Pcorporal foram coletados do total de ratos utilizados nos experimentos
de VOomay € transiente de [Ca2+]i (n =11 e 10 ratos para os grupos DP e AD,
respectivamente). O asterisco (*) indica diferengca (P < 0,05) em relagcéo ao
grupo DP. Os valores sdo mostrados como média + erro-padrdo da média.

Para confirmar se os animais selecionados como AD no teste proposto
realmente apresentavam maior capacidade aerdbica que os denominados DP,
em uma série especifica de experimentos a medida direta do VOonax foOi
realizada. Como mostrado na tabela 1, os animais AD apresentaram maior
capacidade aerdbica (VO2max) N0 momento da fadiga. E importante ressaltar
que os animais ndo foram submetidos a nenhum tipo de treinamento prévio,
sendo retirados diretamente de suas caixas no biotério e submetidos ao
protocolo de selecéo.

Em relacdo ao peso corporal, ao peso do coragao e a razao entre o peso
do coragdo e o peso corporal ndo foram observadas diferencas entre os

grupos.
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MEDIDAS DA FLUORESCENCIA DE Ca**

ApoOs a padronizacdo e selecdo dos dois grupos experimentais, uma
série de experimentos com microscopia confocal foi realizada nos
cardiomidcitos ventriculares isolados dos animais DP (n = 5 ratos e 83 células)
e AD (n =5 ratos e 71 células).

Para se estudar os eventos elementares associados a liberacdo de Ca**
através dos RyR2, as sparks espontaneas de Ca*" foram medidas em células
quiescentes. A figura 2 apresenta duas sparks de Ca®" tipicas para o grupo DP
(Fig. 2A) e para o grupo AD (Fig. 2B). A frequéncia das sparks de Ca?* foi
menor no grupo AD em relag&o ao DP (6,07 vs. 8,42 sparks x 100 ym™* x s™; P
< 0,05). Por outro lado, a constante de tempo de decaimento das sparks foi
maior nos animais AD em relacdo aos DP (36,0 vs. 16,4 ms; P < 0,05). A tabela
2 e a figura 3 apresentam um resumo das caracteristicas das sparks de Ca**

(Fig. 3) para os parametros estudados.
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Figura 2 — Figuras representativas de sparks espontaneas de Ca®* em
cardiomidcitos de ratos de desempenho padrao (DP) e alto desempenho (AD).
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Figura 3 — Histogramas das caracteristicas das sparks de Ca?" em cardiomiécitos de ratos de
desempenho padréo (DP) e alto desempenho (AD). Amplitude = amplitude méxima da spark
(AF/Fo); FWHM = largura total da spark na metade da amplitude maxima (um); FDHM =
duracéo total da spark na metade da amplitude méxima (ms); Largura total = largura total da
spark (um); Duragéo total = duracgédo total da spark (ms); Tpico = tempo até o pico da spark
(ms); Imax = inclinagdo maxima da fase ascendente da spark ((AF/Fo)/s).

Ap6s as medidas das sparks de Ca®', os transientes de Ca®" foram
medidos nos cardiomiécitos dos animais DP (Fig. 4Aa) e AD (Fig. 4Ab). Como
observado (Fig. 4B), a amplitude do transiente de [Ca®']; foi 20 % maior nos
cardiomidcitos dos animais AD em relacéo aos DP (5,54 + 0,31 vs. 4,18 + 0,12;
p < 0,05). N&o foram observadas diferengcas no tempo até o pico do transiente

de Ca®" entre os grupos (HP, 32,9 + 1,7 ms vs. SP, 30,9 + 2,5 ms) (Fig. 4C).
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Tabela 2 — Caracteristicas das sparks esponténeas de
Ca*" em cardiomiécitos ventriculares de ratos DP e AP.

Variavel DP AD
Amplitude (AF/Fo) 0,691 0,435*
FWHM (um) 1,54 2,1*
FDHM (ms) 15,0 27,0*
Largura total (um) 2,66 4,34*
Duracdo total (ms) 30,0 60,0*
Tpico (MS) 7,5 10,0*
Imax((AF/Fo)/s) 140,8 68,34*
T (ms) 16,4 36,0*

DP = desempenho padrédo. AD = alto desempenho.
Amplitude = amplitude da spark; FWHM = largura total
da spark na metade da amplitude maxima; FDHM =
duracéo total da spark na metade da amplitude méxima;
Largura total = largura total da spark; Duragéo total =
duracdo total da spark; Tpco = tempo até o pico da
spark; Imax = inclinagdo maxima da fase ascendente da
spark; T = constante de tempo de decaimento da spark.
O asterisco (*) indica diferenca (P < 0,05) em relagédo ao
grupo DP. Os valores sdo mostrados como mediana.

Para se estudar a cinética de recuperagéo do transiente de Ca?* entre os
grupos DP e AD, a fase de decaimento do transiente foi ajustada para uma

fungc&o mono exponencial com a seguinte forma (59):

f(t)=ActA*exp [_t] (2)

T

Onde A, € o componente independente de tempo, A é o componente de
amplitude do decaimento, t € o tempo (em ms) e t (tau) representa a constante
de tempo para o decaimento do transiente (em ms). A (Fig. 4D) apresenta

andlises exponenciais para o decaimento do transiente em uma célula
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representativa do grupo DP (4Da; r* = 0.9982) e outra do grupo AD (4Db; r? =
0.9957). Quando analisados os resultados para a constante de tempo de
decaimento do transiente, ndo houve diferengas entre os grupos DP (378.60 *
0.04 ms) e AD (373.30 £ 0.05) (Fig. 4E).

O préximo passo na anélise do transiente de Ca®* foi verificar se houve
correlagdo entre o transiente de Ca** e o TTF no teste de exercicio progressivo
até a fadiga. Com esse proposito, a média da amplitude maxima do transiente
de Ca*" foi comparada com o TTF para cada rato (Fig. 5). Como observado,
houve correlagéo positiva entre o pico do transiente de Ca®* e a capacidade

aerobica intrinseca (r = 0,81).
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Figura 4 — A) Tragados representativos das imagens de fluorescéncia para o transiente
de Ca®* em cardiomiécitos de ratos de desempenho padrédo (DP; Aa) e alto desempenho
(AD; Ab). O sinal é mostrado como taxa de intensidade de fluorescéncia (F/Fp). A
fluorescéncia (F) foi normalizada em fungdo da fluorescéncia minima (Fo) entre as
contracdes estimuladas a 1 Hz. B) Amplitude méaxima do transiente de Ca®" nos ratos
DP (4,18 + 0,12) e AD (5,54 + 0,31). C) Tempo até o pico do transiente de Ca®" nos
ratos DP (30,89 £ 2,50 ms) e AD (32,89 £ 1,71 ms). D) Curvas representativas da
analise exponencial para o decaimento do transiente de Ca** nos ratos DP (a) e AD (b).
As linhas sobrepostas representam o ajuste dos dados determinados por uma funcéo
monoexponencial: f(t)=Ao+A*exp(-t/7). E) Constante de tempo para o decaimento do
transiente nos ratos DP (378,60 + 0,04 ms) e AD (373,30 = 0,05). O asterisco (*) indica
diferenca (P < 0,05) em relagdo ao grupo DP. DP = 5 ratos e 83 células. AD = 5 ratos e
71 células. Os dados sao mostrados como média + erro-padréo da média.
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Figura 5 — Correlacdo entre o tempo total de exercicio até a fadiga
(TTF em min) e a amplitude méxima do transiente de Ca?* (F/Fo). DP =
Desempenho padréo (n = 5 ratos e 83 células). AD = Alto desempenho
(n = 5 ratos e 71 células). Os triangulos abertos (A) e fechados (A)
representam as médias + erros-padrdes das médias para os grupos DP
e AD, respectivamente. Os circulos abertos (o) e fechados (e)
representam as médias das amplitudes das células para cada rato dos
grupos DP e AD, respectivamente.
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MEDIDA DA CONTRACAO CELULAR

Uma vez que foi observada uma maior amplitude para o transiente de
Ca?" nos cardiomidcitos dos animais AD, uma nova série de experimentos foi
realizada para verificar se este aumento inerente estava associado a alteragdes
na capacidade contrtil destas células.

A figura 6 apresenta dois tragados tipicos de contragBes para uma célula
do grupo DP e outra do grupo AD. Quando comparado ao grupo DP (n = 4
ratos e 96 células), a amplitude de contragdo foi 12% maior nas células dos
animais AD (n = 4 ratos e 108 células). Em relacdo a funcéo sistdlica, além da
amplitude de contrac@o, também foi observada maior velocidade méxima de
contracdo (29%) nas células do grupo AD. Em relagdo a funcdo diastolica, foi
observado um menor tempo até 50% de relaxamento (-9%) e uma maior
velocidade maxima de relaxamento (33%) nos cardiomiécitos do grupo AD.
Cabe ressaltar que foi encontrado um valor de p = 0,059 para o tempo total de
relaxamente entre os grupos. Os resultados dos parametros de contragéo séo

apresentados na tabela 3.
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Figura 6 - Registros representativos da contracdo celular em
cardiomidcitos ventriculares de ratos DP (desempenho padréo) e AD (alto
desempenho). % c.c.r. = Amplitude de contracdo expressa como

percentual do comprimento celular de repouso.
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Tabela 3 — Contracao celular em cardiomiécitos ventriculares de ratos DP e AP.

Variavel DP AD
Variaveis celulares
Comprimento (um) 1579+ 2,0 160,4+1,9
Largura (um) 21,6+0,4 21,1+0,4
Volume (pL) 259+0,6 255+£0,5
Funcéo sistélica
Amplitude (% c.c.r.) 6,0+0,3 6,7 £0,2*
Tpico (MS) 155,0 + 4,0 149,0 + 2,0
VCmax (UM/s) 87,045 111,8 £5,3*
Funcéo diastolica
Trelax (MS) 259,0 + 10,0 236,0+ 7,0
Tso0% (MS) 90,0+ 4,0 78,0 £ 2,0*
VRmax (MM/S) 69,8+ 4,7 92,6 £ 5,8*

DP = Desempenho padréo (n = 96 células e 4 ratos). AD = Alto desempenho (n
= 108 células e 4 ratos). Amplitude (% c.c.r.) = Amplitude de contragdo
expressa como percentual do comprimento celular de repouso; Tyico = TEmpo
até o pico de contracao; Treax = Tempo do pico de contracdo até o relaxamento
total; Tsoy, = Tempo do pico de contracdo até 50% do relaxamento total; VCpax
= Velocidade maxima de contracdo; VRmax = Velocidade maxima de
relaxamento; Comprimento = Comprimento celular em repouso; Largura =
largura celular em repouso; Volume = volume celular em repouso. O asterisco
(*) indica diferenga (P < 0,05) em relagdo ao grupo DP. Os valores séo
mostrados como média + erro-padrdo da media.

MEDIDA DA EXPRESSAO PROTEICA

No intuito de verificar se as caracteristicas intrinsecas dos animais DP e
AD estavam associadas as proteinas que regulam a atividade do Ca®* nos
cardiomidcitos, uma série de experimentos de expresséo protéica foi realizada.

Como demonstrado na figura 7, os animais do grupo AD apresentaram
maior expressdo de SERCA2a e RyR2. Nao foram observadas diferengas nas
expressdes do NCX e da PLB. Uma vez que houve aumento da SERCA2a sem
modificacdes da PLB total, a razdo entre as duas proteinas foi menor no grupo

AD em relagéo ao DP (0,31 £ 0,03 vs. 0,39 £ 0,02; p < 0,05).
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Figura 7- Imagens representativas de Western
Blot para proteinas regulatérias de Ca?.
SERCA2a = Ca*-ATPase do reticulo
sarcoplasmatico;, RyR2 = Receptores de
rianodina do tipo 2 ; NCX = Trocador de sédio-
calcio; PLB = Fosfolamban. O asterisco (*) indica
diferenca (P < 0,05) em relagédo ao grupo DP. DP
= Desempenho padréo. AD = Alto desempenho.
Os dados sdo mostrados como meédia * erro-
padrdo da média.
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DP=1.30%0.07 (n=4)
AD=17420.18*(n=4)

DP=0.72%0.08 (n=5)
AD=0.74%0.15(n=4)

DP=0.55+0.04 (n=5)
AD=0.54%0.11 (n=4)

DP=1.86+0.13 (n= 6)
AD=3.57+0.12* (n=6)
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DISCUSSAO
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O presente estudo teve como objetivo testar a hipotese de que, pelo
menos em parte, o maior desempenho fisico observado em ratos com alta
capacidade aerdbica intrinseca esta associado a funcdo de cardiomiécitos
ventriculares. Foi estabelecida uma estratégia de selecdo que resultou na
diviséo de dois grupos experimentais: desempenho padréo e alto desempenho.
Foi demonstrado que a estratégia de selecdo estabelecida relacionou-se com a
funcdo de cardiomiécitos ventriculares isolados. Especificamente, o0s
cardiomidcitos ventriculares isolados dos ratos com alta capacidade aerdbica
intrinseca (alto desempenho) apresentaram ineréncias no controle do Ca*
intracelular, como uma maior amplitude do transiente de Ca?" e uma maior
amplitude de contracdo. Foram observadas também ineréncias nas sparks
espontaneas de Ca*", como uma menor amplitude das sparks no grupo de alto
desempenho. Foi observada uma correlacéo positiva entre o transiente de Ca?*
e a capacidade aerdbica intrinseca dos animais. A maior capacidade aerdbica
intrinseca foi associada a maiores niveis de expresséo protéica da SERCA2a e
do RYR2. Em conjunto, esses resultados ajudam a explicar parte das
divergéncias observadas em relacdo ao desempenho fisico em ratos com alta
capacidade aerobica intrinseca.

A primeira série de experimentos realizada no presente estudo teve
como finalidade estabelecer uma estratégia de selecdo adequada para
selecionar ratos com alta capacidade aerobica intrinseca e associada a fungéo
de cardiomidcitos ventriculares.

As principais modificagdes na estratégia de selecéo original (44) foram:
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1. A utilizacdo de ratos com desempenho padrdo, ao invés de ratos com
baixo desempenho;

2. O presente estudo ndo utilizou nenhum tipo de cruzamento
direcionado para selecionar os animais;

3. A utilizagdo de uma linhagem de ratos que ndo € um modelo de
doenga,;

4. A da utilizagdo de intervalos de 3 min, ao invés de intervalos de 2

min, entre os estagios do teste de exercicio progressivo.

Como mostrado no histograma da populacdo estudada, a frequéncia de
ratos AD correspondeu a 20% da populagéo. Os animais foram selecionados
de acordo com o TTF e entdo comparados com 0s ratos que apresentaram
desempenho padrdo. Estudos anteriores com os fendtipos LCR e HCR
mostraram que na décima primeira geragdo as duas linhagens divergiram em
347% na distancia percorrida até a fadiga, o que correspondeu a um TTF de
14,3 e 41,6 min, respectivamente (44, 73). Quando comparados a estes
resultados, o valor do TTF de 46,57 min (> 31,6 + 14,97 min), proposto como
critério atual para selecdo dos animais AD, se aproxima destes prévios.

Corroborando com tais resultados, podemos observar também que, em
relacdo ao desempenho superior, 0 VOzmax medido no momento da fadiga foi
de 56,72 + 0,54 mL.kg'.min* e apresentou semelhancas com os estudos
anteriores de selecdo artificial que mediram apds sete e quinze geragfes
valores de 64,40 + 0,40 e 69,20 + 2,10 mL.kg™.min*, respectivamente (31, 34,
73). Estes valores sdo comumente encontrados em estados de treinamento

caracterizados pela alta capacidade aerdbica (11, 50). No entanto, é importante
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enfatizar que o presente trabalho estudou somente os animais AD em relac&o
aos DP, sendo excluidos os animais de baixo desempenho.

Os resultados dessa primeira série experimental nos proporcionaram a
determinagdo da distribuicdo de animais DP e AD na populagdo estudada.
Além disso, e comprovado pela medida direta do VO,max, 0S resultados
mostraram que o0s animais selecionados por meio do protocolo proposto
apresentaram alta capacidade aerdbica intrinseca.

Apos a padronizagdo do método de selegdo dos ratos AD, uma segunda
série de experimentos foi realizada para se estudar a participacdo do Ca?'
intracelular na fungdo dos cardiomidcitos ventriculares isolados dos ratos AD
em comparacdo aos dos DP. Sera que ha ineréncias nesta fungdo quando a
capacidade aerdbica € levada em consideracdo? Sera que h& ineréncias na
sinalizacdo de Ca®" que podem explicar parte das divergéncias observadas na
capacidade aerdbica intrinseca?

Nossos resultados mostraram que os cardiomiécitos isolados dos ratos
AD apresentaram um maior transiente de Ca®* quando comparados aos dos
DP. Contrério a isso, a amplitude das sparks espontaneas de Ca?* foi menor
nos animais AD. Ainda em relacdo as sparks, os animais AD apresentaram
diferencgas significativas em todos os pardmetros analisados. Além disso, e em
concordancia com resultados anteriores (39), foi observada também uma
correlagdo positiva entre a capacidade aerdbica intrinseca e o transiente de
Ca*. Complementar a este quadro de divergéncias nos ratos AD, 0s
cardiomidcitos destes animais apresentaram maior capacidade contrétil
intrinseca, com ganhos nas fungdes sistélica e diastdlica. Por fim, foram

observadas maiores expressoes da SERCA2a e do RyR2 no grupo AD.



44

Quando analisados em conjunto, estes resultados evidenciam que dentro do
espectro biolégico da capacidade aerdbica para o exercicio fisico, a fungdo dos
cardiomidcitos é importante e pode, pelo menos em parte, ser relacionada a um
componente intrinseco associado a sinalizagdo de Ca®" (39).

A liberagdo de Ca®* para o citosol, através dos RyR2, é a principal fonte
responsavel pela geragéo do transiente de Ca®* em cardiomidcitos (25, 57). Os
resultados do presente estudo estdo de acordo com resultados anteriores,
utilizando a linhagem HCR, que mostraram que os cardiomiécitos ventriculares
destes animais tém uma maior amplitude do transiente de Ca®** quando
comparados aos da linhagem LCR (34). No entanto, no presente trabalho n&o
foram observadas diferencas na cinética de liberagéo e recaptagdo de Ca?'
estimadas por meio do tempo gasto até o pico e da constante de tempo para o
decaimento do transiente. Isso contrasta com o0s resultados anteriores que
mostraram que o maior transiente de Ca** nos cardiomiécitos dos ratos HCR
estava estd associado as diferengas no tempo gasto até o pico e no tempo
gasto até 50% de decaimento do transiente (34). A razdo para estas
diferengas ndo pode ser diretamente respondida neste momento, mas devido a
estratégia de selecéo ser diferente entre os dois modelos, pode ser que isso
tenha se refletido nestes parametros. O modelo de selegdo original (44)
provavelmente apresenta, devido as vérias geragfes de cruzamento e selecéo,
uma poténcia e sensibilidade maiores do que o atual.

Outros trabalhos também mediram o transiente de Ca* em
cardiomidcitos isolados, no entanto, baseando-se em ganhos na capacidade
aerobica por meio de treinamento fisico, ou seja, associando-o a parte do

7

componente aerdbico que ndo € inerente. Entre eles ndo houve consenso
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quanto a resposta do transiente de Ca?" ao treinamento fisico. H& trabalhos
que ndo encontraram diferengas entre animais treinados e sedentarios (67),
outros que encontraram aumento (37, 47), bem como diminuigéo do transiente
de Ca? (72).

Apos a confirmagdo de que os animais AD apresentam maior amplitude
do transiente de Ca®* uma pergunta se fez necesséria: ha ineréncias nos RyR2
gue podem explicar essa maior amplitude? Para tal, foram medidas as sparks
de Ca®* e a expressdo dos RyR2 em ambos 0s grupos experimentais.
Independente de varios trabalhos anteriores, envolvendo modelo de
treinamento fisico e capacidade aerébica intrinseca, terem estudado o
transiente de Ca?", pouco ainda se sabe sobre 0s mecanismos inerentes aos
RyR2 que podem explicar o maior transiente de Ca?" nos cardiomiécitos
ventriculares de ratos alta capacidade aerébica intrinseca.

Os resultados do presente trabalho mostraram que os cardiomiécitos
ventriculares dos animais AD apresentam maior expressdo dos RyR2. Além
disso, ineréncias importantes também foram observadas na morfologia das
Sparks espontaneas de Ca?".

Provavelmente, a maior expressdo dos RyR2 encontrada no grupo AD
no presente estudo explica, em parte, o maior transiente de Ca®" nos
cardiomidcitos destes animais. Até onde vai nosso conhecimento, este € o
primeiro trabalho a investigar diretamente o papel dos RyR2 neste tipo de
modelo experimental. Outro ponto importante € que no presente trabalho foi
medida a expressao total dos RyR2 e, portanto, se a taxa de fosforilagdo dos
RyR2 estad modificada, principalmente no nivel da Ser®®® permanece a ser

respondido. Este sitio especifico € um alvo de ativagcdo destes receptores e
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quando fosforilado aumenta a liberacdo fracional de Ca® num sistema de
sinalizacdo que envolve principalmente as vias de PKA e CaMKII (9). Trabalhos
anteriores também mostram que a sensibilidade dos RyR2 ao Ca?*, juntamente
com a dos miofilamentos contrateis, pode ser aumentada pelo treinamento
fisico em ratos (72). Contrario a isso, resultados anteriores mostraram que o
exercicio cronico ndo afeta os principais sistemas regulatérios do Ca** no
coragao, incluindo os RyR2 (23).

Juntamente com a maior expressdo protéica, a medida das sparks
espontaneas de Ca®" também mostrou ineréncias na atividade dos RyR2 no
grupo AD em relagdo ao DP. Novamente, é importante ressaltar que nenhum
trabalho anterior mediu diretamente esta variavel em animais selecionados por
meio da capacidade aerdbica intrinseca.

Contrario ao resultado do transiente de Ca®', a amplitude das sparks
espontaneas de Ca?* foi menor nos animais AD. Também foi observada uma
menor freqiéncia das sparks neste grupo. Esta resposta oposta da amplitude,
além da menor frequéncia das sparks, foi observada anteriormente em um
modelo de super expressdo da proteina de ligagdo FK506 (FKBP12.6) (29). A
FKBP12.6 estd ancorada aos RyR2, formando um complexo estrutural
macromolecular de regulacéo da atividade destes receptores. Outras proteinas
associadas que podem se ligar a este complexo séo a PKA, as fosfatases 1
(PP1) e 2A (PP2A) e a proteina cinase A de ancoragem (mAKAP) (9).
Resultados anteriores com RyR2 incorporados em bicamada lipidica
mostraram que a FK506 alterou a probabilidade de abertura destes canais na
presenca de cis[Ca®"] variando entre 107 e 10° M (2). Outros dados também

mostraram que o acoplamento adequado entre os RyR2 é regulado pela
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FKBP12.6, sendo fundamental para manter a atividade simultanea e
coordenada de liberagéo de Ca?" durante a sistole e a diastole, formando um
grupo de canais que abrem e fecham simultaneamente (53).
Complementarmente a esses dados, resultados anteriores também mostraram
que, além de aumentar a probabilidade de abertura, a FKBP12.6 promove um
maior tempo de abertura dos RyR2 em estados de subcondutancia (74). Isso
pode ter relagdo com as ineréncias observadas nas caracteristicas cinéticas e
morfolégicas das sparks de Ca?*, como as maiores duracéo e largura total nas
células dos animais do grupo AD. Se a FKBP12.6 estd modificada nos
cardiomidcitos dos ratos AD, permanece a ser respondido. Contudo, devido a
maior expressédo de RyR2 observada nestes animais, a possibilidade de haver
modificacdes nesta proteina regulatéria emerge como um candidato potencial
para explicar os mecanismos intrinsecos referentes a tais divergéncias.

Em relacdo ao treinamento fisico, foi mostrado em experimentos
envolvendo ligacéo especifica (*H-ryanodine binding) que o exercicio cronico
ndo modificava o nimero de RyR2 ativados na presenca de Ca®" (23).
Recentemente, foi demonstrado que o exercicio crébnico ndo altera as
caracteristicas das sparks espontaneas de Ca*", embora possa reverter alguns
dos efeitos deletérios causados pela diabetes sobre os RyR2 em
cardiomidcitos isolados (65). Neste estudo, os resultados mostrando que o
exercicio crénico ndo modifica a capacidade de ligacdo especifica dos RyR2
(23), foram confirmados (65).

Juntamente com as ineréncias observadas na liberacdo de ca?, os
resultados do presente estudo também mostraram que h& ineréncias na

recaptacdo de Ca?*. Foi observado aumento na expressdo protéica da
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SERCAZ2a nos cardiomiocitos do grupo AD. As alteracdes da SERCA2a néo
foram acompanhadas por modificacdes na PLB e no NCX. N&o foram
observadas diferencas na cinética de recaptacdo de Ca”" entre os grupos,
como mostrado pela constante de tempo de decaimento do transiente.

A remocéo do Ca?* citosélico para o RS, em cardiomidcitos ventriculares
de ratos, é mediada principalmente pela SERCA2a (9), que pode responder por
até aproximadamente 92% da recaptagdo total (5). Resultados anteriores
utilizando os animais LCR e HCR demonstraram que a recaptacdo de Ca**
mediada pela SERCA2a em cardiomidcitos ventriculares nédo foi diferente entre
as duas linhagens (34). O presente trabalho vai de encontro aos resultados
prévios, mostrando que a SERCA2a é um alvo de adaptacdes. Isto pode
ocorrer quando ocorrerem ganhos na capacidade aerdbica, provocados por
meio de treinamento aerdbico intervalado, tal como observado em
camundongos (37) e em ratos (65, 72). Em adicdo & SERCAZ2a, foi
demonstrado também que o treinamento aerobico intervalado aumentou as
expressdes do NCX, da ,PLB™? e da ,CaMKII™?*, mas n&o modificou a PLB
total ou a pPLBSer16 (37). Em relagdo aos nossos resultados, ndo foram
observadas ineréncias nem na PLB, nem no NCX.

A alteragdo intrinseca de aumento da SERCA2a sem que houvesse
alteragcGes na PLB total, tal como foi encontrada no presente estudo, ja havia
sido observada em animais treinados (37, 72). A PLB é o principal regulador da
atividade da ATPase sarcoendoplasmética e do transporte de Ca?*, ambos
realizados pela SERCA2a, atuando como um inibidor endégeno da SERCA2a
(9). A menor taxa PLB/SERCA2a observada no grupo AD pode ter aumentado

a sensitividade ao Ca*" e a atividade enzimatica (Vma) da SERCA2a (37).
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Embora ndo tenham sido observadas diferengas na constante de decaimento
do transiente de Ca?', foram observados ganhos significativos na funcéo
diastolica nos cardiomiécitos dos ratos AD. Em conjunto, estes resultados
indicam que, pelo menos em parte, as divergéncias entre os grupos AD e DP
observadas na recaptagdo de Ca?* podem ser atribuidas & SERCA2a. Se a
atividade da SERCAZ2a, se os niveis de fosforilacdo da PLB estdo modificados
ou se apresentam ineréncias nesse estado de divergéncia da capacidade
aerdbica, isto permanece a ser respondido.

No nivel contratil, foi observado que associado as ineréncias,
principalmente & maior amplitude do transiente de Ca?*, os cardiomiécitos
ventriculares dos animais AD apresentaram divergéncias significativas tanto na
funcdo sistdlica, quanto na diastolica.

As maiores amplitude de contracdo e de velocidade méxima de
contracdao, observadas nas células dos animais AD, mostraram que as
ineréncias existentes na cinética do Ca®* podem estar associadas a uma maior
atividade contratil dos cardiomiocitos isolados. Além disso, divergéncias
importantes foram observadas nas variaveis associadas ao relaxamento dos
cardiomidcitos.

Estes resultados estdo de acordo com trabalhos anteriores
demonstrando que os animais HCR apresentam ganhos significativos na
capacidade contratii dos cardiomiécitos ventriculares (17, 34, 73). Estes
resultados também estdo de acordo com os estudos que utilizaram animais
submetidos ao treinamento fisico (37-39, 71, 72).

Quando se analisa o coragdo como um todo, a principal adaptacdo do

miocérdio para um maior débito cardiaco que se observa, tanto nos ratos com
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alta capacidade aerobica intrinseca (36), quanto nos treinados (11), é o
aumento do volume de ejecdo (27). Desta forma, € provavel que juntamente
com as ineréncias na sinalizacdo de Ca**, os ganhos na funcdo contratil
encontrados neste trabalho com relagdo aos animais AD, venham a contribuir
para tal resposta. Por fim, é importante ressaltar que resultados anteriores
mostraram, por meio de treinamento fisico, que a fung@o dos cardiomidcitos se
correlaciona mais com a capacidade aerobica do que o tamanho celular (39).
Isso pode explicar as similaridades observadas na morfologia celular no
presente estudo. Tais resultados estdo de acordo com o0s encontrados nos
ratos HCR, quando comparados aos LCR. Foi observado que a maior
capacidade aerdbica intrinseca ndo estava associada a diferengas no

comprimento e na maior largura dos cardiomiocitos destes animais (73).
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CONCLUSOES
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o A estratégia de selecao adotada neste estudo apresentou relagdo com a

funcdo de cardiomidcitos ventriculares.

o Os cardiomidcitos ventriculares dos animais AD apresentaram um maior

transiente de Ca®* em relac&o aos dos animais DP.

° Os cardiomidcitos ventriculares dos animais AD, em relagcdo aos dos
animais DP, apresentaram diminuicbes na amplitude, na Imax € na frequéncia
das sparks de Ca?. Inversamente, houve aumentos na FWHM, na FDHM, na

largura total, na duragéo total, na constante de tempo e no Tpico.

o Os cardiomidcitos ventriculares dos animais AD apresentaram ganhos

na funcao contratil, sistélica e diastolica, em relagdo aos dos animais DP.

o Os cardiomiécitos ventriculares dos animais AD apresentaram maior

expressdo protéica da SERCA2a em relacdo aos dos animais DP.

o Os cardiomiécitos ventriculares dos animais AD apresentaram maior

expressdo protéica do RyR2 em relagdo aos dos animais DP.

o Os cardiomidcitos ventriculares dos animais AD ndo apresentaram

diferencgas na expressao protéica da PLB em relacdo aos dos animais DP.
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o Os cardiomidcitos ventriculares dos animais AD ndo apresentaram

diferengas na expresséo protéica do NCX em relagéo aos dos animais DP.
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Primola-Gomes TN, Campos LA, Lauton-Santos S, Balthazar
CH, Guatimosim S, Capettini LS, Lemos VS, Coimbra CC, Soares
DD, Carneiro-Jinior MA, Quintio-Junior JF, Souza MO, Cruz
JS, Natali AJ. Exercise capacity is related to calcium transients in
ventricular cardiomyocytes. J Appl Physiol 107: 593-598, 2009. First
published June 4, 2009; doi:10.1152/japplphysiol.91218.2008.—The
aim of the present study was to evaluate the Ca?" handling and
contractility properties of cardiomyocytes isolated from rats with high
intrinsic aerobic exercise capacity. Standard-performance (SP) and
high-performance (HP) rats were categorized with a treadmill pro-
gressive exercise test according to the exercise time to fatigue (TTF).
The SP group included rats with TTF between 16.63 and 46.57 min,
and the HP group included rats with TTF >46.57 min. Isolated
ventricular cardiomyocytes were dissociated from the hearts of SP and
HP rats, and intracellular global Ca?" ([Ca®>"];) transients were
measured. The [Ca®"]; transient peak was increased in the HP group
relative to the SP group (5.54 = 0.31 vs. 4.18 = 0.12 F/Fy; P = 0.05)
and was positively correlated with the TTF attained during the
progressive test (r = 0.81). We also performed contractility measure-
ments in isolated cardiomyocytes and found higher amplitude of
contraction in the HP group compared with the SP group (6.7 = 0.2
vs. 6.0 £ 0.3% resting cell length; P = 0.05). To reinforce the
intrinsic differences between SP and HP rats, we performed West-
ern blot experiments and observed increased expression of sarco-
(endo)plasmic reticulum Ca?*-ATPase type 2a (1.30 = 0.07 vs.
1.74 = 0.18 arbitrary units; P = 0.05) and ryanodine receptor type
2 (1.86 £ 0.13 vs. 3.57 £ 0.12 arbitrary units; P = 0.05) in HP
rats. In summary, our data showed important intrinsic differences
in cardiomyocyte properties that could explain some of the diver-
gence observed in rats with high intrinsic aerobic exercise capac-
ity.

intrinsic exercise aerobic capacity; confocal microscopy

AEROBIC EXERCISE CAPACITY is a complex trait that encompasses
multiple physiological systems under the influence of genetic
and environmental factors (9). Related to genetic influence,
previous results have shown that more than 70% of aerobic
exercise capacity is intrinsically determined (14). One impor-
tant part of this heritability relies on the cardiac muscle activity
(11). Despite the well-established benefits associated with
improvements in aerobic exercise capacity in both healthy (25)
and cardiovascular disease conditions (24), the intrinsic cardiac

Address for reprint requests and other correspondence: A. J. Natali, Av.
Peter Henry Rolfs, Vigosa, Minas Gerais, 36570000, Brazil (e-mail: anatali
@ufv.br).

http://www.jap.org

cellular mechanisms related to these benefits are not com-
pletely understood.

Adequate cardiomyocyte contractile activity is directly cor-
related to Ca®™ cycling (2). Previous reports in cardiomyocytes
isolated from bred low-capacity runner (LCR) and high-capac-
ity runner (HCR) rats showed that the amplitudes of intracel-
lular global Ca®* ([Ca®™];) transients are increased in the HCR
rats (26). Differences were also observed in the relative time to
peak and in the time to 50% decay of [Ca®"]; transients. In
contrast, sarcoplasmic reticulum Ca?>*-ATPase (SERCA2a)-
mediated Ca®" reuptake was not different between the two
strains (10). The changes in [Ca?™"]; transients were accompa-
nied by increases in the amplitude of cell contraction and the
time to 50% of relengthening in the HCR cardiomyocytes (26).
Nevertheless, no differences between strains were observed for
ventricular cell length and width (26). These previous results
point to intrinsic differences in Ca*>* control in cardiomyocytes
of rats that diverge in aerobic exercise capacity. Whether such
inherent traits emerge in rats selected by aerobic exercise
capacity but not breeding remains to be elucidated.

The present study tested the hypothesis that intrinsic aerobic
exercise capacity is related to inherent properties of Ca**
handling and contractility in cardiomyocytes isolated from the
hearts of rats with high performance. The high-performance
rats were selected by a graded exercise test until fatigue and
compared with those with standard performance.

METHODS

Animals. Male Wistar rats weighing 250 = 3 g at the onset of the
experimental period were housed five per cage under 14:10-h light-
dark cycles and had free access to water and rat chow. All experiments
were carried out according to the Ethical Committee for the Care and
Use of Laboratory Animals at the Federal University of Minas Gerais
(protocol no. 015/08).

Exercise test protocol. A protocol originally proposed by Koch and
Britton (15) was adapted to measure exercise time to fatigue (17).
Briefly, 1 wk before the exercise tests until fatigue, the rats were
familiarized on a motor-driven treadmill (Letica Scientific Instru-
ments, Barcelona, Spain) by running 5 min for five consecutive days
(5° slope) at incremental speeds (10, 10, 11, 13, 15 m/min). The
treadmill electrical stimulus was set at 0.28 mA. The exercise inten-
sity and duration were below the levels required to evoke training
adaptation (1). Animals that were unable to adapt to the treadmill were
excluded from the study (fewer than 10%). During the second week,
every rat was evaluated every other day for running capacity until
fatigue. All test trials were performed at a constant slope of 5° with a
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starting speed of 10 m/min. Treadmill speed was increased by 1
m/min every 3 min and stopped when the rat attained fatigue. Fatigue
was defined and the test was stopped when the rat could no longer
keep pace with the treadmill speed (22).

Animal selection. The strategy of selection used in the present study
was based on the exercise time to fatigue (TTF) for each rat. Accord-
ing to the best day in terms of exercise performance (4), a frequency
histogram was constructed (Fig. 1) and two experimental groups were
assigned: standard performance (SP) and high performance (HP). To
be included in the SP group, an animal had to have a TTF that fell
within one standard deviation of the population average. To be
included in the HP group, the animal needed to have a TTF that was
more than one standard deviation above the average. In contrast,
animals with a TTF of more than one standard deviation below the
average were excluded. These grouping parameters were based on the
results of Koch and Britton’s group with the LCR and HCR lines
(15, 26).

Oxygen consumption measurements. Oxygen consumption at the
point of fatigue was used as an index of aerobic capacity (VOzmax) and
was measured by an open-flow indirect calorimeter (Columbus Instru-
ments, Columbus, OH) calibrated before each use with a certified mixture
of gases (20.5% O, and 0.5% CO,). Vo, (ml Oy-kg™'*min~"') was
continuously recorded online every minute at rest and during exercise
until fatigue by a computerized system (Oxymax Apparatus Columbus
Instruments).

Cardiomyocyte isolation. Two days after the exercise test, the rats
were weighed and killed by decapitation under resting conditions, and
their hearts were quickly removed. Ventricular cardiomyocytes from
the hearts of SP and HP rats were enzymatically isolated as previously
described (21). Briefly, the hearts were mounted on a Langendorff
system and perfused for ~5 min with Ca?*-free solution containing
(in mM) 130 NaCl, 5.4 KCl, 0.5 MgCl, 0.33 NaH2POy., 1 lactate, 3
pyruvate, 22 glucose, and 25 HEPES (pH set at 7.4). Afterward, the
hearts were perfused for 10-15 min with a solution containing 1
mg/ml collagenase type II (Worthington) and 0.17 mg/ml protease
type IX (Sigma Chemicals, St. Louis, MO). The digested heart was
then removed from the cannula and weighed, and the ventricles were
cut into small pieces. Single cells were isolated by mechanical
titration and stored in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Sigma
Chemicals) supplemented with 10% fetal bovine serum (Cultilab,
Campinas, Brazil). Only calcium-tolerant, quiescent, rod-shaped myo-
cytes showing clear cross striations were studied. The isolated cardiac
myocytes were used within 2-3 h after isolation. It is important to note
that during cardiomyocyte maintenance in the presence of fetal bovine
serum, we did not observe any signs of dedifferentiation. This is a
condition characterized by a loss of rod shape and cross striations,
causing the myocytes to spread out and become polygonal.

Intracellular Ca?* measurements. Freshly isolated myocytes ob-
tained from resting SP and HP hearts were loaded with 5 uM fluo-4
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Fig. 1. Histogram of frequency distribution (number of tests) of rats submitted
to a progressive exercise test until fatigue (TTF). The frequency is shown as
total exercise time until fatigue (TTF, min). SP, standard-performance rats
(n = 120; 66.6%); HP, high-performance rats (n = 36; 20%). Arrow indicates
the bin of the population average (31.6 = 0.02 min).

AM (Molecular Probes, Eugene, OR; stock solution prepared in
DMSO) for 20 min at room temperature and then washed with an
extracellular solution that contained 1.8 mM Ca®* to remove excess
dye (18). [Ca®>"]; transients were elicited by field stimulating myo-
cytes through a pair of platinum electrodes with a 0.2-ms suprath-
reshold voltage square pulse. Cells were stimulated at 1 Hz to produce
steady-state conditions. A Meta LSM 510 scanning system (Zeiss,
Jena, Germany) with a X63 oil-immersion objective was used for
confocal fluorescence imaging. Fluo-4 was excited at 488 nm (argon
laser), and emission intensity was measured at 510 nm. For recording
Ca®" transients, myocytes were scanned with a 512-pixel line
positioned randomly along the longitudinal axis of the cell, al-
though care was taken to avoid crossing the nuclei. Cells were
scanned every 1.54 ms, and sequential scans were stacked to create
two-dimensional images with time on the x-axis. Digital image
processing was performed using routines custom written in the IDL
programming language (Research Systems, Boulder, CO). Ca?"
levels are reported as F/F,, where Fy is the minimal fluorescence
intensity average measured between 1-Hz contractions at the dia-
stolic phase of [Ca*]; transients.

Measurements of cell contractility. Cell contractility was evaluated
as previously described (19). Briefly, isolated cells were placed in a
chamber with a glass coverslip base mounted on the stage of an
inverted microscope (Nikon Eclipse TS100). The chamber was per-
fused with Tyrode solution at room temperature (23). Steady-state
1-Hz contractions were elicited via platinum bath electrodes
(MyoPacer field stimulator; lonOptix, Milton, MA) with 5-ms-dura-
tion voltage pulses and an intensity of 20 V. Cells were visualized on
a personal computer monitor with a NTSC camera (MyoCam; Ion-
Optix) in partial scanning mode. This image was used to measure cell
shortening (our index of contractility) in response to electrical stim-
ulation using a video motion edge detector (IonWizard; lonOptix).
The cell image was sampled at 240 Hz. Cell shortening was calculated
from the output of the edge detector using an IonWizard analog-to-
digital converter (IonOptix). Cell shortening contraction from stimu-
lation (expressed as a percentage of resting cell length), maximal
velocity of contraction and relaxation, time to peak of the contraction,
and time to half-contraction and -relaxation were calculated as previ-
ously described (23).

Western blot procedure. Western blotting was performed as previ-
ously described (5, 6) with some modifications. Briefly, ventricular
cardiomyocytes were lysed at 4°C with lysis buffer [150 mM NacCl, 50
mM Tris-HCl, 5 mM EDTA-2Na, and 1 mM MgCl; plus 1% Triton
X-100, 0.5% SDS, and protease inhibitor cocktail SigmaFAST
(Sigma)], the lysate was centrifuged, and the protein concentration of
the supernatant was determined spectrophotometrically. Equal
amounts of protein (30 pg) were separated in a denaturing SDS
polyacrylamide gel (7.5 or 15%). Proteins were transferred onto a
polyvinylidene difluoride membrane (PVDEF; Millipore). Blots were
blocked at room temperature with 5% nonfat dry milk in PBS plus
0.1% Tween 20 (PBS-T). The following antibodies (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) were used: a polyclonal antibody for
SERCA2a (1:2,000), a phospholamban (PLB) monoclonal antibody
(1:5,000), a monoclonal anti-sarcolemmal Na*/Ca?* exchange
(NCX) antibody (1:2,000), a polyclonal ryanodine receptor type 2
(RyR2) antibody (1:5,000), and a polyclonal anti-GAPDH antibody
(1:2,000). Immunocomplexes were detected by chemiluminescent
reaction (ECL kit; Amersham, Les Ulis, France) followed by densi-
tometric analyses with the software package ImageQuant.

Statistical analysis. Differences between groups for body weight,
heart weight, heart weight-to-body weight ratio, VO2max, TTF, protein
density, and time constant were assessed using unpaired 7-tests.
Differences in cell contractility parameters, [Ca>"]; transient ampli-
tudes, time to peak, and times to 50, 75, and 90% declines in [Ca®*];
transients were assessed using Mann-Whitney tests. The relationship
between [Ca>™"]; transients and TTF was assessed by linear regression.
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Table 1. Body weight, heart weight, body weight-to-heart
weight ratio, TTF, and Voz,qx of SP and HP rats

Variable SP HP
TTF, min 29.50%+0.00 54.58+0.06*
VO2max, ml-kg ™' ~min~! 40.01£0.42 56.72+0.54*
Body weight, g 324.7+0.3 326.7+0.6
Heart weight, mg 1,304.3£0.6 1,367.4+1.3
HW/BW, mg/g 4.0£0.0 4.2*0.1

Values are means * SE in standard-performance (SP) and high-performance
(HP) rats. TTF, total exercise time until fatigue (» = 120 SP and 36 HP rats);
VO0smax, maximal Oz consumption (n = 6 SP and 6 HP rats); HW/BW, heart
weight-to-body weight ratio. Data for body weight, heart weight, and HW/BW
are from rats used in VOamax and intracellular global Ca®>* ([Ca?" ;) transient
experiments (n = 11 SP and 10 HP rats). *P =< 0.05 vs. SP.

Results are means = SE. A statistical significance level of 5% was
adopted.

RESULTS

HP rats. In the first series of experiments, 180 animals
performed the progressive test until fatigue (Fig. 1). The
population average TTF was 31.6 = 0.02 min, corresponding
to a treadmill speed of 20 m/min (11° test stage) with a
standard deviation of 14.97 min. Thus, based on the adopted
criterion, the SP group included animals with TTF values between

A B

16.63 and 46.57 min (SP = 66.6%; n = 120/180 animals). In
contrast, animals that ran more than 46.57 min until fatigue were
included in the HP group (HP = 20%, n = 36/180 animals).
Animals that failed to run longer than 16.63 min were excluded
from the study (13.4%; n = 24/180 animals).

Characteristics. Table 1 summarizes the characteristics of
the SP and HP groups. Both TTF and V0o, Were greater in
the HP group compared with the SP group. No differences
were observed in body weight, heart weight, or the heart
weight-to-body weight ratio.

[Ca®™"]; transients. After the two groups were established,
confocal measurements of [Ca’®"]; transients were made in
isolated ventricular cardiomyocytes from resting SP (n = 5 rats
and 83 cells) and HP groups (n = 5 rats and 71 cells). Figure 2A
shows typical line-scan images recorded from field-stimulated
SP (a) and HP (b) rat cardiomyocytes loaded with the Ca®*
indicator fluo-4 AM. As shown in Fig. 2B, HP-isolated cardio-
myocytes exhibited [Ca®"]; transients (5.54 = 0.31) that were
20% and significantly higher compared with SP (4.18 = 0.12;
P = 0.05). No significant differences were found in the time to
the peak of Ca?* release (HP, 32.9 = 1.71 ms vs. SP, 30.9 =
2.50 ms) (Fig. 2C). It is important to note that no differences
were observed in diastolic Ca®>™ fluorescence. The values of Fy
found were 39.58 = 2.47 and 34.82 = 2.70 for the SP and HP
groups, respectively.
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Fig. 2. A: representative line-scan images recorded from field-stimulated SP () and HP (b) cardiomyocytes loaded with the Ca>* indicator fluo-4 AM (5 uM).
Ca?" signal is shown as fluorescence ratio (F/Fo), with the fluorescence intensity (F) normalized to the minimal intensity measured between 1-Hz contractions
at diastolic phase (Fo). B: peak of [Ca?*]; transients in SP (4.18 *+ 0.12) and HP rats (5.54 =+ 0.31). C: time to peak of Ca’>" release in SP (30.89 = 2.50 ms)
and HP rats (32.89 * 1.71 ms). D: representative transient decay analyses curves of SP (a) and HP rats (b). Smooth lines represent best-fit curves to the data
determined by monoexponential functions: f(f) = Ao + A-exp (—t/7). E: transient decay time constant (1) of SP (378.60 = 0.04 ms) and HP rats (373.30 =
0.05). Values are means = SE for SP (n = 5 rats and 83 cells) and HP groups (n = 5 rats and 71 cells). *P = 0.05 vs. SP.
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Fig. 3. Correlation between maximal treadmill speed (m/min) and global Ca?*
transient peak (F/Fo) of SP (n = 5 rats and 83 cells) and HP groups (n = 5 rats
and 71 cells). o and a represent means * SE of SP and HP groups,
respectively; O and @ represent the average of each rat Ca>* transient peak for
SP and HP groups, respectively.

To perform a more precise analysis of the [Ca®*]; transient
recovery kinetics, we fitted the time-dependent transient decay
to monoexponential functions with the following form:

fi) = Ag+ A - exp[_t] (1)
T

where Ay is the time-independent component, A is the decay
amplitude component, ¢ is time (in ms), and T represents the
transient decay time constant (in ms). Figure 2D shows the
typical exponential analysis for SP (a; * = 0.9982) and HP
cells (b; » = 0.9957). As shown in Fig. 2F, the decay time
constant was not different between SP (378.60 = 0.04 ms) and
HP cells (373.30 £ 0.05). In addition, no differences were
observed in the decay times at 50, 75, and 90% [Ca®*];
transient relaxation (data not shown).

The next step was to establish the relationship between the
[Ca®*]; transients peaks and the TTF attained during the
progressive test. To this end, we plotted the peak of the [Ca®";
transient for each rat against the treadmill speed at the indi-
vidual point of fatigue (Fig. 3). Open and filled triangles
represent the means = SE of SP and HP groups, respectively.
As shown in Fig. 3, the TTF was positively correlated with the
[Ca®™); transients (r = 0.81).

1.00 = -“;T
0.98 =
Fig. 4. Representative records of cardiac cellular contrac-  _
tility profiles in SP and HP rats. Dashed line shows the peak & (.96 =
amplitude for each record series. Values are percentages of ~ *~
resting cell length (%r.c.1.). B -
0.94
0.92 =
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Cell contractility. The amplitude of contraction was greater
in cells of the HP group (n = 4 rats and 108 cells) compared
with cells of the SP group (n = 4 rats and 96 cells) (Fig. 4).
Differences between groups were also observed in the maximal
velocities of contraction and relaxation. The contractility re-
sults are summarized in Table 2.

Protein expression. No differences between groups were
observed in PLB and NCX expression levels. However,
SERCAZ2a and RyR2 expression levels were higher in the HP

group (Fig. 5).
DISCUSSION

The main goal of the present study was to examine intrinsic
properties in ventricular cardiomyocytes of HP rats. Confirm-
ing our hypothesis, these rats exhibit intrinsic differences in
Ca®" handling (e.g., higher [Ca?*]; transients) and in contrac-
tility (e.g., higher amplitude of contraction). These differences
were strongly reinforced by the positive relationship between
[Ca?™]; transients and exercise capacity and by the increases
observed in the expression levels of SERCA2a and RyR2.
Together, these results explain some of the divergences ob-
served in aerobic exercise capacity in HP vs. SP rats.

The first series of experiments in the present study showed
that the frequency of HP animals corresponds to ~20% of the
studied rat population. These rats were selected according to
the TTF and compared with those that had standard perfor-
mance. In the eleventh generation of the LCR/HCR lines, the
two phenotypes diverged from up to 347% in distance running
to fatigue, which corresponds to exercise times of 14.3 and
41.6 min for LCRs and HCRs, respectively (15, 26). The
criterion adopted in the present study of one standard devia-
tion, which corresponds to a TTF average of 46.57 min
(>31.6 + 14.97 min), is in good agreement with those used by
Koch and Britton’s group. However, it is important to empha-
size that we only studied the SP and HP groups, not animals
with low performance in the progressive test as described by
Koch and Britton (15, 26).

Our results showed that cardiomyocytes isolated from the
ventricles of HP rats present higher [Ca®"]; transients com-
pared with those measured in SP rats. Moreover, we found a
direct and positive relationship between exercise capacity and
[Ca?"]; transients (13). Such intrinsic differences were accom-
panied by improvements in contractility, mainly in systolic cell
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function. Complementary to this framework, we have shown
that SERCA2a and RyR2 expression levels were greater in the
HP group. These results provide strong evidence that within
the biological spectrum of aerobic exercise capacity, cardio-
myocyte function is relevant (13).

Release from the sarcoplasmic reticulum through RyR2 is
the major source of Ca®>* responsible for the [Ca®™]; transient
in cardiomyocytes (7, 20). The present results agree with
previous data showing that HCR rats had greater ventricular
myocyte [Ca®*]; transients than those from LCR (10). The
increase in RyR2 expression demonstrated in the present study
likely explains the greater amplitude of the [Ca®™]; transients
in HP rats. Our data also show that the amplitude and maximal
velocity of contraction associated with high [Ca®"]; transients
were greater in myocytes from HP rats. Whether the rate of
RyR2 phosphorylation is increased remains to be answered.

In rat ventricular cells, Ca?" reuptake is mediated mainly by
SERCA2a (92%) (2). Although previous reports have shown
that SERCA2a-mediated Ca>™ reuptake was not different be-
tween LCR and HCR rats (10), the present study demonstrates
that myocytes from HP rats exhibit higher levels of SERCA2a
expression. This agrees with previous studies showing that
SERCAZ2a is a target of adaptations when gains in aerobic
exercise capacity are provoked by means of exercise training
(25). In addition to SERCA2a, NCX and ,PLB™"7 also have
been shown to be affected by exercise training (12). In the
present study, we did not find intrinsic differences in PLB and
NCX expression levels between SP and HP rats. The major
regulator of SERCA?2a activity is PLB, which either inhibits it
at the unphosphorylated state or increases it by removing such
inhibition when phosphorylation occurs (2). The increased
SERCAZ2a expression without changes in PLB observed in the
present study, thereby reducing the PLB/SERCAZ2a ratio, has
been shown elsewhere (12). Despite the absence of differences
in the time constants of [Ca®*]; transient relaxation between

Table 2. Morphological and contractile profiles measured in
cardiomyocytes from SP and HP rats

Variable SP HP

Cell variables

Cell length, pwm 157.9+2.0 160.4+1.9

Cell width, wm 21.6+0.4 21.1+04

Cell volume, pl 25.9+0.6 25.5+0.5
Systolic cell function

Shortening, % r.c.l. 6.0£0.3 6.7£0.2%

T peak contraction, ms 155+4 149+2

Vmax contraction, pm/s 87.0+4.5 111.8%£5.3*
Diastolic cell function

T relaxation, ms 259+10 236*+7

Tso relaxation, ms 90+4 78*2

Vmax relaxation, pm/s 69.8+4.7 92.6+5.8%

Values are means = SE of SP (n = 96 cells from 4 rats) and HP groups
(n = 108 cells from 4 rats). Cell length, cell length at rest; cell width, cell width
at rest; cell volume, cell volume at rest; shortening (% r.c.l.), amplitude of
shortening expressed as a percentage of resting cell length; T peak contraction,
time from stimulation to peak shortening; T relaxation, time from peak
shortening to relaxation; Tso relaxation, time from peak shortening to half
relaxation; Vimax contraction, maximal velocity of contraction; Vimax relaxation,
maximal velocity of relaxation. *P = 0.05 vs. SP.

SP HP
SP=1.3020.07(n=4)
SERCA2a — “ HP=1.7420.18"(n=4)
SP=0.7220.08 (n=5)
NCX | w— S | oo 074:0.15(n-4)

SP=0.552+0.04 (n=5)
pPLB -— HP = 0.54 £ 0.11 (n = 4)

SP=1.860.13 (n=6)
RyR2 — HP = 3.57 + 0.12* (n = 6)

GAPDH | S -

Fig. 5. Representative Western blot images of selected proteins under inves-
tigation. SERCAZ2a, sarco(endo)plasmic reticulum Ca®*-ATPase; RyR2,
ryanodine receptor type 2; NCX, sarcolemmal Na*/Ca>* exchange; PLB,
phospholamban. Values are means * SE; n indicates the number of animals
used. *P = 0.05 vs. SP.

the HP and SP groups, the maximal velocities of relaxation
were higher in myocytes from HP rats.

At the whole heart level, the major mechanistic adaptation of
the myocardium that contributes to higher cardiac output in
exercise-trained rats (3) and in rats that intrinsically develop
high levels of aerobic exercise capacity (11) is increased stroke
volume (8). It is likely that the increased cardiomyocyte Ca**
handling and contractility in HP rats observed in the present
study and elsewhere (16) contribute to this. However, because
we did not properly calibrate the fluorescence measurements
and performed the experiments at room temperature and 1-Hz
frequency (a possible limitation of our study), caution should
be exercised when transposing the results to real physiological
conditions. Finally, it is important to note that cardiomyocyte
function is more highly correlated with aerobic capacity than
size itself (13). This explains the similarities in cell morphol-
ogy found in SP and HP rats.

In conclusion, we have shown that the superior performance
in healthy rats is related to an intrinsic component of aerobic
exercise capacity. Also, our selection strategy was able to
detect differences in cardiomyocyte function between SP and
HP rats. We also found important intrinsic differences in Ca>™*
handling and contractility in cardiomyocytes from HP rats.
These findings are potentially important in the study of the
biological determinants of aerobic capacity, which is an im-
portant trait for health and in disease conditions (24, 25).
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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