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RESUMO

Alguns estudos recentes tém mostrado que o exercicio fisico (inclusive a natacdo) pode levar
a chamada bradicardia de repouso por aumentar a atividade colinérgico-muscarinica. Por
outro lado, outros estudos recentes mostram que o aumento (ou diminui¢cdo) da atividade
colinérgico-muscarinica facilita (ou dificulta) a inducdo de arritmias atriais. Desta forma,
neste trabalho, propusemos testar a hipdtese de que o exercicio fisico poderia levar a uma
facilitacdo na inducdo de arritmias atriais. Para testar esta hipOtese duas abordagens
experimentais foram adotadas: 1- analise in vivo, do efeito de um programa de exercicio fisico
de natacdo (10 semanas) sobre a freqliéncia cardiaca de repouso em ratos, considerando-se 0
papel da modulacdo autondmica no coracgdo e; 2- analise, in vitro, das alteracdes morfoldgicas
dos coracdes destes ratos (hipertrofia de cémaras cardiacas, aumento de colageno e
vascularizagdo) e, analise da inducibilidade de arritmias de seus &trios isolados. Estas analises
(in vivo e in vitro) foram feitas em grupos de animais controle (GC; sem natacdo), grupo
estresse (GS; natacdo sem condicionamento fisico) e grupo treinado (GT; programa completo
de natacdo). Os resultados mostram que, para o GT, em relagdo aos outros grupos: (1) o
programa de natacdo levou a uma diminuicdo significativa (p<0,05) da frequéncia cardiaca de
repouso; (2) a bradicardia de repouso, sobretudo nas 62, 8% 92 e 10® semanas de treinamento,
estd diretamente associada a maior atividade colinérgica-muscarinica; (3) as alteracOes
morfologicas no tecido cardiaco ocorrem, sobretudo no ventriculo esquerdo e; (4) a indugéo
de arritmia esta facilitada. Concluimos que, em ratos: 1- um programa de 10 semanas de
treinamento fisico de natacdo leva a bradicardia de repouso. 2- esta bradicardia de repouso
ndo estd principalmente associada as alteracbes da modulacdo cardiaca simpatica ou do
nodulo sinusal, mas sim ao aumento do ténus nervoso vagal do coracgéo; 3- o treinamento de
natacdo altera a modulacdo cardiaca pelo sistema autondmico e leva ao remodelamento
morfologico do coracdo e, finalmente, 4- a inducdo de arritmias atriais € facilitada pela
alteracdo da modulacdo colinérgica-muscarinica de coracfes de ratos treinados. Em suma,
nossos achados confirmam a hipotese levantada.

Palavras-chave: inducdo de arritmias; atrio isolado de rato; modulagdo autondmica,
remodelamento cardiaco; exercicio fisico de natacao.



ABSTRACT

Some recent studies have shown that physical exercises (including swimming) can provoke
rest bradicardia due to enhancement on cholinergic-muscarine activity. On the other hand,
other recent studies have shown that enhancement (or attenuation) on cholinergic-muscarine
activity facilitates (or blocks) atrial arrhythmia induction. Therefore, in this work we tested
the hypothesis that physical exercises could lead to facilitation of atrial arrhythmia induction.
Two experimental approaches were adopted in order to verify that hypothesis: 1- In Vivo
evaluation of a 10 week-swimming exercise program on rest cardiac rhythm of rats, taking
into account the role of the cardiac autonomic modulation and; 2- In Vitro evaluation of
cardiac morphological alterations (hypertrophy and collagen and vascular enhancements) of
those rats and, evaluation of arrhythmia inducibility on their right isolated atria. Those In Vivo
and In Vitro evaluations were performed in Control Animal Group (CG; no swimming),
Stressed Group (SG; swimming without physical conditioning) and Trained Group (TG;
complete swimming program). The results show that: 1- as for the TG in relation to the other
groups: 1- the swimming program leaded to a significant (p < 0.05) decrease in the rest
cardiac rhythm; 2- the rest bradicardia, mainly in the 6™, 8" 9™ and 10" week of training, is
directly associated to a higher cholinergic-murcarine activity; 3- cardiac morphological
changes occurred mainly in the left ventricle and; 4- atrial arrhythmia induction is facilitated.
We concluded that, in rats: 1- a 10 week-swimming exercise program leads to rest
bradicardia; 2- the rest bradicardia is associated to enhancement on vagal tonus rather to
alterations of sympathetic modulation and/or of the sinus node; 3- swimming exercise induces
modifications on cardiac autonomic modulation and remodels the cardiac morphology and,
finally; 4- atrial arrhythmia induction is facilitated by alterations on cardiac cholinergic
modulation of trained rats. Therefore, as a whole, our results confirmed the hypothesis.

Keywords: arrhythmia induction; rat isolated atrium; autonomic modulation; cardiac
remodeling; swimming exercise program.
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1  INTRODUCAO

Hé& longa data o exercicio fisico vem sendo empregado como meio de preven¢édo e/ou
tratamento de inUmeras patologias, tais como as doencas auto-imunes (NIERMAN,
PEDERSEN, 1999), doencas metabdlicas (CDC, 2000), doencas relacionadas ao
envelhecimento (YAFFE et al, 2001; FLORIDO et al, 2002), arritmias cardiacas (CORRADO
et al, 2000; ANTZELEVITCH et al, 2005; CORRADO et al, 2005.) entre outras. Contudo,
em virtude do aumento na incidéncia dos casos de doengas que envolvem o sistema
cardiovascular, muitas séo as pesquisas realizadas na tentativa de propor novos conceitos para
tais enfermidades (STHEPHENSON, et al, 2000; LEON et al, 2005; ADAMS et al, 2006).

Estudos tém demonstrado que o exercicio fisico quando praticado de forma cronica,
isto é, regular (FORJAZ et al, 1998; SELIG, et al, 2004 LIMA et al., 2008; HIYANE et al.,
2008), contribui de maneira significativa na reducdo dos valores de freqliéncia cardiaca,
pressdo arterial, liberacdo de hormdnios, plasticidade neuronal e para as patologias que levam
ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares, como, por exemplo, o Diabetes Mellitus
(CHENG et al 2003; COLE et al, 2003). Para esses individuos, o exercicio fisico crénico
promove beneficios a satde de maneira global.

O exercicio fisico realizado cronicamente promove importantes alteracdes nas funcdes
autondmicas cardiacas. Dentre os parametros cardiacos que sofrem modulacdo autonémica,
destaca-se a freqiiéncia cardiaca por sofrer importantes modificacGes decorrentes do exercicio
fisico. Essas alteragdes sdo moduladas pelo Sistema Nervoso Autbnomo, via acdo de seus
ramos simpaticos e parassimpaticos sobre o nddulo sinusal (KUKIELKA, SEALS,
BILLMAN, 2005; FREEMAN et al, 2006; BILLMAN, KUKIELKA, 2006).

Tais modificacdes no balanco simpato-vagal sdo documentados em modelos
experimentais (FRIEDMAN et al, 1993), em individuos saudaveis (MACIEL et al, 1985;
PUIG et al, 1993 WOOD, WELSCH, 2003) e em individuos com doencas cardiacas (ZIPES
et al, 2006). As modificacbes simpato-vagal na freqiéncia cardiaca estdo relacionadas a
variabilidade da freqiiéncia cardiaca, que FREEMAN et al. (2006) explicam ser variacdes
batimento-a-batimento no intervalo R-R do eletrocardiograma. Alteracfes na freqiéncia
cardiaca em repouso em razdo da alteracdo do ténus vagal cardiaco determinam o grau de
preservacdo ou comprometimento do sistema nervoso autbnomo cardiaco, tendo importante
associagdo com o risco de mortalidade (LA ROVERE et al., 2002; BRAITH, EDWARDS,
2003).
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Vérios sdo os estudos disponiveis na literatura que relacionam as modificaces
autondmicas decorrentes do efeito fisiologico do exercicio fisico, como demonstrado pelo
estudo in vitro de Evangelista Krieger e Brun (2003), que documentaram reducdo da
freqiiéncia cardiaca de repouso de camundongos submetidos a treinamento fisico de natacéo.
Resultados semelhantes foram encontrados por Medeiros et al (2004) que observaram
aumento da atividade vagal e bradicardia de repouso de ratos apds seis de oito semanas de
treinamento fisico aerébio de natacéo.

Paralelo a estes resultados, o Laboratério de Eletrofisiologia Cardiaca (LEC) do
Nucleo de Pesquisas Tecnoldgicas (NPT) da Universidade de Mogi das Cruzes (UMC), sob a
responsabilidade do Prof. Dr. Carlos Marcelo Gurjdo de Godoy e colaboragdo do Prof. Dr.
Afonso Caricati Neto, vem investigando o papel do Sistema Nervoso Autondmico na
fisiologia cardiaca, sobretudo na influéncia deste sistema sobre a inducdo e/ou bloqueio de
arritmias atriais.

Dentre os resultados encontrados neste laboratorio, Godoy et al (1999) documentaram
que a arritmia atrial induzida eletricamente é facilitada via mecanismos muscarinico-
colinérgico. Neste estudo, foram utilizadas duas intensidades diferentes para inducdo de
arritmia e, verificou-se que, ao perfundir acetilcolina sobre tecido atrial foi possivel induzir
arritmia nas duas intensidades, 0 que ndo aconteceu no grupo controle (sem acéo de drogas) e
no grupo acetilcolina mais atropina. Assim concluiu-se a facilitagdo colinérgica na arritmia
atrial induzida eletricamente (figura 1).

Ja Faria e colaboradores (2008) também documentaram a participagdo do mecanismo
colinérgico na inducibilidade de arritmias atriais. Nesta pesquisa foi determinado o nimero de
trens de estimulos necessarios para induzir a arritmia por estimulo elétrico (parametro
indicador de inducibilidade de arritmia) considerando a acdo do agonista colinérgico
muscarinico Carbacol, e do antagonista Atropina, sobre este parametro, em ratos de diferentes
idades. Os autores verificaram que o pré-tratamento do tecido por 30 min com Carbacol
diminui significativamente o nimero de trens de estimulos necessarios para induzir arritmia,
enquanto que o contrario (bloqueio) foi observado ao realizar o pré-tratamento com Atropina,
no qual houve o blogueio da arritmia em todas as idades. Em suma, esta pesquisa sugere que a
atividade colinérgica facilita a inducdo de arritmias induzidas eletricamente em atrio direito
isolado de ratos tanto jovens como adultos (figura 2).

Sendo assim, tendo em vista que: 1°) resultados documentados por Medeiros (2000;
2004) e demais dados encontrados na literatura (CDC, 2000; Evangelista Krieger e Brun,

2003) indicam a importancia do exercicio fisico no sistema cardiovascular, sobretudo em
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relacdo a modulacdo colinérgica e 2°) que o mecanismo colinérgico é considerado um
facilitador na inducibilidade de arritmias atriais em atrio direito isolados de ratos, o presente
estudo se propde a investigar se as modificagcdes autondmicas decorrentes da realizagdo de um
programa de exercicio fisico aerdbio de natacdo em ratos podem alterar a inducibilidade de
arritmias.

CONTROLE

250 pulsos 30 pulsos
(66,7 Hz) (50 Hz)
_P J_ _: W k J;
Eﬂﬁ-‘#ﬁﬁf 200ms .‘._.._4' I}_,...,.,
* Anitmia |

ACh

Arritmia Arrifinia

ACh + Atropina

Mwi}.q»—h o] [Pt

Figura 1: Figura ilustrando os protocolos experimentais para inducdo de arritmias em atrio direito isolado de
rato. Observam-se dois protocolos de estimulagdo com duas intensidades diferentes (250 pulsos — 66,7 Hz e 30
pulsos — 50 Hz) e a acdo dos farmacos acetilcolina e atropina. Em A, o protocolo com maior intensidade induziu
arritmia atrial; em B, ambos os protocolos induziram arritmia o que evidencia a acdo da ACh na facilitacdo da
inducdo de arritmia atrial; em C ilustra a agdo do farmaco Atropina no bloqueio da arritmia atrial.
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Figura 2: Gréfico ilustrando a amplitude do estimulo minimo utilizado para as tentativas de inducdo de
taquiarritmia em atrios direito isolados de rato em diferentes idades. Trés condicOes experimentais sdo mostradas
em cada faixa etaria: auséncia (controle) ou presenca de carbacol ou atropina (1 uM) na perfusdo banho. Ndo ha
dispersdo dos dados. O sinal “+” indica que ndo foi possivel induzir a taquiarritmia. Adaptado de Faria et al,
(2008).
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2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia do exercicio fisico de natacdo sobre a inducibilidade de arritmia
atrial.

2.1.1 Objetivos Especificos

1- Analisar in vivo a influéncia de um programa de exercicio fisico de natacdo sobre a

modulagéo autonémica e a frequéncia cardiaca de repouso.

2- Analisar as alteracbes morfoldgicas cardiacas decorrentes do treinamento por
natacao.

3- Analisar in vitro a influéncia do programa de exercicio fisico sobre a inducibilidade

de arritmias atriais.
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3  ASPECTOS TEORICOS

3.1 ANATOMIA DO SISTEMA CIRCULATORIO

O coracdo € o 6rgdo central que compde o sistema circulatorio, sendo considerado o
elo principal no sistema de integracdo do organismo de mamiferos. Anatomicamente,
encontra-se localizado no centro do torax, sendo que seu apice € acentuadamente deslocado
para a esquerda (TORTORA, GRABAWSKI, 2002).

O coracdo de mamiferos, incluindo o humano, é formado por duas partes, 0 coracao
direito e esquerdo, e por trés tipos principais de musculos cardiacos, sendo estes o musculo
atrial, o0 masculo ventricular e as fibras musculares especializadas excitatorias e condutoras
(Figura 3). Cada uma dessas partes é formada por um atrio e um ventriculo. Os ventriculos
S80 responsaveis por ejetar o sangue para 0s pulmdes para que ocorra a hematose e também
para nutrir o corpo, denominando assim circulagdes pulmonar e sistémica, respectivamente.
Os atrios, por sua vez, funcionam como uma fraca bomba de escorva para os ventriculos (para
maior aprofundamento recomenda-se a leitura de BERNE, LEVY, 2000 e GUYTON, HALL,
2002).

Tendo como referéncia a sistole cardiaca e a funcdo de nutricdo que contempla o
sistema circulatorio, iniciamos a descricdo pela circulacdo sistémica, também chamada de
grande circulacdo. Com a contracdo do ventriculo esquerdo, inicia-se esta circulagdo com o
sangue carregando Oz, sendo bombeado para os 6rgdos atraves da artéria aorta. A partir da
aorta as artérias se ramificam até formar uma extensa rede de vasos capilares nos quais
ocorrem as trocas gasosas entre 0 sangue e os tecidos. Apds as trocas gasosas, 0O sangue
desoxigenado (carregando COz) retorna ao coracdo através das veias cava superior e inferior
que desembocam no atrio direito, fechando assim esta circulacdo. Concomitante a esse
processo, também tendo inicio com a sistole cardiaca, inicia a circulacdo pulmonar
denominada pequena circulacdo. Com a contracao do ventriculo direito, o sangue é conduzido
aos pulmdes pelas artérias pulmonares direita e esquerda. Apos sofrer a hematose o sangue
oxigenado retorna ao atrio esquerdo pelas veias pulmonares, que direciona 0 sangue para 0

interior do atrio esquerdo, fechando assim a pequena circulag&o.
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Figura 3 — Estrutura do coragdo e curso do fluxo sangliineo nas cdmaras cardiacas. Observamos a localizago

das veias cavas (superior e inferior), artéria aorta, atrios direito e esquerdo, ventriculos direito e esquerdo, veias e

artérias pulmonares (Modificado de Moore & Persaud, 2000).
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O masculo cardiaco é dotado de um sistema especializado em gerar impulsos elétricos
ritmicos capazes de promover a contragdo ritmada deste 6rgdo e conduzir-se rapidamente para
todo o coragdo. Desta forma, por meio da ativacdo elétrica dos midcitos cardiacos é que o
coracdo exerce sua fungdo mecanica de bombear o sangue para todo o organismo.

A ativacdo elétrica origina-se espontaneamente e ritmicamente no N6dulo Sino Atrial
(NSA) e, a partir desta estrutura propaga-se pelo miocardio atrial atingindo o Nodulo
Atrioventricular (NAV). A partir do NAV, a ativacdo elétrica atinge o tecido especializado
condutor dos ventriculos, representado pelo feixe de His, seus ramos e sub-ramos direito e
esquerdo, terminando no sistema de Purkinje, e ativando sequencialmente toda a musculatura
ventricular do apice para a base do coragéo.

Nos ventriculos, a ativacdo elétrica inicia-se pelo ramo direito do feixe de His, na
regidao medial direita do septo interventricular, onde atinge as regides medial e apical do
ventriculo direito. Com pequeno retardo, o impulso elétrico conduzido pelo ramo esquerdo do
feixe de His, ativa a regido esquerda do septo interventricular e, a partir dai, as regiées médio-
apical do ventriculo esquerdo. Finalmente, ativam-se as regides basais ventriculares, pelo
impulso conduzido pelos sub-ramos antero-superiores direito e esquerdo.

Este processo de disparo da atividade mecanica de bombeamento de sangue através da
atividade elétrica gerada e conduzida no préprio coracdo guarda uma rigorosa organizacao
espaco-temporal, de modo a prover a adequada funcionalidade do coracgdo. Fora de situacdes
patologicas, os atrios contraem-se cerca de 170 ms antes dos ventriculos. Esse tempo
maximiza o enchimento adicional dos ventriculos ajudando a troca gasosa pelos pulmdes e a
nutricdo adequada ao sistema. Outra caracteristica deste sistema é fazer com que ambos 0s
ventriculos se contraiam de modo quase simultaneo, o que é essencial para a geracdo efetiva
de pressdo nas camaras ventriculares.

Por essa razdo, o desempenho da funcéo de oferta e manutencdo de um adequado fluxo
sanglineo tecidual pela bomba cardiaca estd principalmente na dependéncia de quatro
propriedades elementares, sendo trés eletrofisiolégicas e uma mecanica. As propriedades
eletrofisioldgicas sdo especialmente proprias do tecido excitocondutor do coracdo e incluem o
autorritmicidade, a condutibilidade e a excitabilidade, enquanto que a propriedade mecéanica
é a contractilidade.

A Autorritmicidade é a propriedade de uma fibra gerar um impulso elétrico
espontaneamente, sem a necessidade de uma estimulagdo prévia. Ou ainda, é a propriedade

que tem o coragdo de gerar espontaneamente e ritmicamente sua propria ativacédo elétrica.
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As fibras pertencentes ao sistema condutor do coracéo sdo passiveis de auto-excitacao,
contudo, a autorritmicidade ndo é igual em todas as fibras do sistema, obedecendo assim a
uma hierarquia no automatismo cardiaco.

A Condutividade é a propriedade que o coragdo tem em conduzir a ativacao elétrica
gerada pelo proprio tecido cardiaco ou por eletro-estimulagéo.

A Excitabilidade é a propriedade que o coracdo tem em responder a estimulos
elétricos naturais ou artificiais, promovendo a ativacao elétrica do tecido.

A Contratilidade por sua vez é a propriedade que o tecido cardiaco e suas células tém
em se contrairem em resposta a ativacao elétrica ou quimica.

Para que o coragdo possa manter as atividades acima descritas, sobretudo sua atividade
mecanica, o Sistema Nervoso Autonémico (SNA) age diretamente sobre as células cardiacas
afetando suas propriedades eletrofisioldgicas e mecanicas de modo a manter a homeostasia
interna tanto no repouso quanto no exercicio e pés-exercicio. Sendo assim, no capitulo
seguinte serdo descritos o Sistema Nervoso Autondmico, sua divisdo e agdo no sistema

cardiovascular.
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3.2 SISTEMA NERVOSO AUTONOMO.

3.2.1 Aspectos Anatdémicos Associados ao Coracao.

O Sistema Nervoso Autbnomo (SNA), uma subdivisdo do Sistema Nervoso Central
(SNC), é responsavel pelo controle dos 6rgédos periféricos, que via comandos gerados por
centros na medula espinal, tronco cerebral e hipotadlamo, atua para manter um fino ajuste da
homeostasia das fungdes do organismo. Porcbes do cortex cerebral, especialmente do cdrtex
limbico, podem transmitir impulsos elétricos para os centros inferiores e, assim, influenciar o
controle autonémico.

Conforme estabelecido por Kukanova e Mravec (2006), o SNA constitui-se de duas
subdivisdes, sendo o Sistema Nervoso Simpatico (SNS) e o Sistema Nervoso Parassimpatico
(SNP). Estas subdivisdes séo distintas pela diferen¢a anatémica e funcional, como ilustra a
figura 4. No coracdo, estes sistemas inervam e modulam diretamente suas funcgdes, contudo
suas acOes sdo antagonicas, porem coordenadas. Entre os ajustes realizados por esses sistemas
inclui o controle da freqliéncia cardiaca e da forca de contracdo da musculatura cardiaca.

Nos nervos simpaticos, os corpos celulares das fibras pré-ganglionares estdo dispostos
nos cornos intermédiolaterais do segmento espinal T1 a L2, as quais integram a saida
toracolombar das cadeias simpaticas. As fibras nervosas pds-ganglionares estdo posteriores
aos ganglios deste sistema e sua terminagdo interage com o 6rgao executor (MOORE e
DALLEY, 2001; SMELTZER e BARE, 2002; FREEMAN et al, 2006). Quanto a localizacao,
distribui-se por todo o coragdo, com maior expressdo no musculo ventricular (BOYETT et al,
2000).

Ja 0s nervos parassimpaticos inervam o0 coracdo, as demais visceras toracicas e
abdominais através dos nervos Vagos (ou nervo craniano X). Entretanto, exceto no caso de
alguns nervos parassimpaticos cranianos, as fibras pré-ganglionares passam, sem interrupcao,
por todo o trajeto, até o 6rgdo a ser controlado, estando na parede deste érgao o neurénio pos-
ganglionar (FREEMAN et al. 2006).

No coracdo, 0s nervos cardiacos superiores e inferior estdo dispostos principalmente
no NSA e NAV e em menor quantidade para os musculos dos dois atrios e no musculo
ventricular. Carrié (2001) completa que a inervagdo parassimpatica do coragéo é escassa se

comparada com a simpatica. Porém, apresenta uma densidade de fibras mais elevada na
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regido dos atrios, e menos elevada na dos ventriculos, com grande significancia em ambos

locais.
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Figura 4: llustracdo da inervacdo cardiaca pelo sistema nervoso autonémico. Observamos o trajeto das

ramificacBes simpética, parassimpatica e do nervo glossofaringeo responsavel pelas respostas reflexas cardiacas

A- llustra-se a inervacgao colinérgica pelo ramos do nervo I1X e X (Nervo Vago) responsavel pelos efeitos

cronotrépicos, inotrépicos e dromotrdpicos negativos; B- elucida a inervacdo colinérgica pelo ramos do nervo 1X

e X (Nervo Vago) responsavel pelos efeitos cronotropicos, inotropicos e dromotropicos positivos. (Modificado

de Neuroscience, 2001).
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De acordo com Carrid (2001), o Sistema Nervoso Simpéatico é um sistema vasoativo
neurohormonal, tendo como seu principal neurotransmissor a Noradrenalina (NA) (figura 5).
A sintese da NA, se d& a partir do aminoécido tirosina, que convertido para diidroxi-
fenilalanina, resulta na formacao da dopamina, precursora da noradrenalina na via sintética de
catecolamina. Finalmente, por transporte ativo, a dopamina é transportada nas vesiculas de
armazenamento e transformada em noradrenalina pela enzima B-hidroxilase.

A NA interage com o coracdo por meio de receptores de membrana o ¢ B adrenérgicos.
Sua acdo nestes receptores é influenciada pela sua afinidade (seletividade). Desta forma
temos, em ordem decrescente de afinidade, o receptor B;. adrenérgico, seguido do .-
adrenérgico e do oz-adrenérgico (BRAUNWALD, ZIPES e LIBBY, 2003).

Corroborando com o que foi dito anteriormente, Braunwald et al (2003), relatam que
sd0 varios 0s subtipos de receptores [P-adrenergicos. Porem os receptores [-adrenérgicos
cardiacos de mamiferos sdo, na maioria, os dos subtipos B1. Aproximadamente 20% do total
da populacdo de B-receptores estdo no ventriculo esquerdo, sendo que desses, num ventriculo
normal, apenas cerca de 20% dos receptores sdo do subtipo [2.

Ainda quanto a localizacdo, Boyett et al. (2000) completam que os a-adrenoceptores
estdo presentes nos vasos coronarianos, nos miocitos atriais e ventriculares, enquanto que 0s
B-adrenoceptores estdo presentes, e em maior numero que os a-adrenoceptores, nas
membranas plasmaticas das células do nddulo sinusal e do nddulo atrioventricular, nos
midcitos atriais e nos ventriculares.

Nos atrios, hd uma quantidade aproximadamente duas vezes maior dos f-
adrenoceptores em relacdo a quantidade de a-adrenoceptores.

Apos liberados na fenda sinaptica, a acdo da NA é limitada principalmente por
reabsorcGes nas terminacGes dos nervos pré-sinapticos. Porém a NA livre no citosol é
degradada rapidamente em diidroxifenilglicol pela monoamina oxidase e passa da membrana
das células pré-sindpticas para o espaco extracelular por difusdo passiva.

Pokrovskkii (2006) relata que a ativacdo simpatica pelo SNA e/ou a elevacdo no nivel
de catecolaminas na fenda sinaptica resulta na estimulacdo adrenérgica cardiaca e em
mudancas subseqiientes na poténcia contréatil e eletrofisioldégica do coracdo. Isto leva ao

aumento da forca e frequéncia cardiaca. Ja Schrier e Abraham (1999) completam que a
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Figura 5: A figura ilustra a Noradrenalina em: A- Estrutura molecular da Noradrenalina. Na ilustracéo observa-
se as estruturas que geram a nomenclatura de acordo com Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC) 4-[(1R)-2-amino-1-hydroxyethyl]benzene-1,2-diol. Nomenclatura IUPAC é um sistema de nomeacao
de compostos quimicos e de se descrever a ciéncia quimica em geral; B- Fomula quimica da noradrenalina.


http://pt.wikipedia.org/wiki/IUPAC
http://pt.wikipedia.org/wiki/Composto_qu%C3%ADmico
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30

concentracdo de NA no sangue arterial fornece um indice da atividade desse sistema, que é
critico para a regulacdo normal do desempenho cardiaco.

Com fungdo antagdnica ao do sistema nervoso simpatico, a inervacdo parassimpatica
resulta em inibicdo da freqliéncia e da forca de contracéo cardiaca. Estes efeitos sdo acionados
pelo principal neurotransmissor produzido nas fibras nervosas parassimpaéticas, a acetilcolina
(ACh) elucidada na figura 6A. A ACh é sintetizada a partir da reacdo da colina e da acetil-
coenzima A na presenca da enzima colina acetiltransferase no citosol das terminacGes
nervosas. A ACh é armazenada em vesiculas e liberada na fenda sinaptica durante a
transmissdo nervosa, tendo alta afinidade pelos receptores colinoceptores muscarinicos do
tecido cardiaco (LOFFELHOLZ & PAPPANO, 1985) (Figura 6A).

Quanto a subclasse, os colinoceptores tém sido farmacologicamente subdivididos pela
acdo dos alcaloides muscarina e nicotina, definindo assim, respectivamente, o Receptor
Muscarinico (mMAChR) e o Receptor Nicotinico (nAChR). Estes dois tipos de receptores sao
distintos em suas estruturas e fungoes.

O nAChR (figura 6B) é formado por uma estrutura protéica pentamérica (designadas
2a, B, v, 6) que possui em sua estrutura os sitios para 0 agonista. As estruturas protéicas se
arrujam formando um canal para a passagem de ions. JA 0 mMAChR é formado por uma unica
proteina com o mesma estrutura global comum das proteinas Gi (i para classe de proteinas
inibitorias) acopladas a receptores (FELDER, 1995).

Os receptores muscarinicos desempenham um papel fundamental na funcéo cardiaca
pela acdo vagal mediada pela regulacdo do SNA. Estudos recentes tém documentado a
existéncia de cinco subtipos de mMAChR, sendo designados M1, Mz, Ms, Ma, Ms. Quatro desses
subtipos (M1, M2, Ms, Ma), foram caracterizados farmacologicamente e funcionalmente
(WANG, SHI e WANG, 2004). Quanto a expressdo desses subtipos, o coracdo humano
expressa predominantemente o receptor muscarinico do subtipo M2 (CAUFIELD, 1993;
BRODDE e MICHEL, 1999; DHEIN et al. 2001).
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Figura 6: Figura ilustrando a modulagdo muscarinica colinérgica. A- ilustracdo da acdo da ACh desde a sua
producdo no citoplasma do nervo pré-sindptico (a partir da fusdo ente o Acetil-CoA e Colina pela a¢do da Colina
Acetiltransferase) até sua degradacdo na fenda sindptica pela Acetilcolinesterase. B- Receptor Nicotinico,
elucidando o sitio para o neurotransmissor e estrutura protéica pentamérica. (Modificado de Neuroscience,
2001).
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3.2.1.1 Controle da Freqiiéncia Cardiaca pelo Sistema Nervoso Simpatico.

No coragdo, maior atividade simpética resulta em aumento da freqiiéncia cardiaca, no
aumento da contratilidade cardiaca e ainda realca a conducgdo atrioventricular. Desta forma
pode-se dizer que, no coracdo, a estimulacdo simpaética leva a efeitos cronotropico, inotropico
e dromotrdpico positivos. Freeman et al. (2006) relatam que o resultado desta estimulacao
quimica nos receptores adrenérgicos estd associado ao chamado modelo “Luta - Fuga” no
comportamento animal. Neste modelo ocorrem respostas como aumentos da fregiiéncia
cardiaca, do débito cardiaco e da pressao arterial. Braunwald et al. (2003) completam que a
forma mais potente de aumentar a contratilidade do coracdo humano € via receptor p-
adrenérgico, que operam por um mecanismo que regula a contratilidade e a freqiiéncia
cardiaca batimento-a-batimento.

Jouven et al. (2005) citam que alteracbes no controle neural da funcdo cardiaca
simpatica contribuem para o risco de morte subita, e que entre as pessoas aparentemente
saudaveis, a morte subita € mais provavel de ocorrer na presenca de ritmo cardiaco anormal.

Nas fibras pré-ganglionares, o impulso elétrico oriundo do SNC, provoca a liberacéo
da ACh da terminacdo nervosa destes nervos. Assim as fibras pré-ganglionares deste sistema,
denominadas colinérgicas, estimulam os receptores colinérgicos-muscarinicos e/ou nicotinicos
das fibras pds ganglionares. Esta estimulacdo resulta na liberacdo de NA da terminagéo
nervosa destas fibras.

A maior atividade simpatica que resulta em aumento da freqiiéncia cardiaca, no
aumento da contratilidade cardiaca e ainda realca a conducdo atrioventricular ou efeitos
cronotropico, inotropico e dromotropico positivos, se da pela sinalizacdo entre o agonista NA
e receptor adrenérgico. Essa interacdo agonista-receptor ativa a proteina G promovendo uma
série de alteracGes no citosol (BRODDE e MICHEL, 1999). O efeito da ativacdo da proteina
G e as reacdes que afetam a FC via excitacdo da proteina G sdo explicados abaixo.

A proteina G é um heterotrimero composto de Ga, Gp € Gy. O acoplamento
receptor/agonista estimula a proteina Gs (s para denominar excitatoria) deslizando a
subunidade o (G excitatoria), dissociando esta subunidade das demais. Esta subunidade
combina-se ao GTP facilitando a troca para difosfato de guanina (GDP), realcando a atividade
da Adenilato Ciclase (FLEMING et al. 1992; NEUBIG, 1994). A adenilato ciclase, estimulada
pela Gs, produz um segundo mensageiro, 0 AMPc, o qual age por intermédio de uma série de

novos sinais intracelulares e especificamente, do terceiro mensageiro, a proteina cinase A
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(PKA), para aumentar o calcio (Ca™) citolésico transitorio, via canais de Ca™ tipo-L e
Fosfolambam. A estimulagdo ocorre pela fosforilacdo (doagdo de um grupo fosfato para a
enzima envolvida), dos canais Ca™" tipo-L, (KAUMANN e MOLENAAR, 1997), ocorrendo 0
influxo Ca"™" e assim aumentando a contragio do musculo cardiaco, em aumento da freqiiéncia
cardiaca, o aumento da contratilidade cardiaca e ainda realca a conducdo atrioventricular,
como ja mencionado anteriormente efeitos cronotrépico, inotrépico e dromotropico positivos.

Desta forma evidencia-se o controle da FC pela interacdo agonista-receptor.
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3.2.1.2 Controle da Frequiéncia Cardiaca pelo Sistema Nervoso Parassimpatico.

O componente parassimpatico do sistema nervoso autonémico tem sua acdo dominante
na regulacéo fisiolégica da funcéo cardiaca, interpretando importante papel na propagacdo do
impulso elétrico, capaz de regular a freqiiéncia cardiaca, a contratilidade cardiaca e, ainda,
atenuar a conducdo atrioventricular. Os estimulos parassimpaticos levam a efeitos
cronotropico, inotropico e dromotropico negativos. (LOFFELHOLZ e PAPPANO, 1985).

No Sistema Nervoso Parassimpatico, a estimulacdo também ocorre por transmissao
colinérgica muscarinica. Assim como no SNS, a acdo da ACh do neurdnio pré-ganglionar,
estimula receptores especificos do neurbnio pés-ganglionar. Esta estimulacdo ocasiona a
liberacdo do neurotransmissor ACh na fenda sinaptica o qual age diretamente nos receptores
do oOrgdo alvo. Este processo ocorre em todos, ou em quase todos, 0S nervos parassimpaticos,
denominados nervos colinérgicos (MOORE e DALLEY, 2001; FREEMAN et al, 2006).

No coracdo, a ACh quando ligada aos receptores muscarinico Mz, promove a ativagdo
da proteina Gi (i para inibitoria ) que inibe a ativacdo da adenilato ciclase. Durante esse sinal
colinérgico, o receptor é estimulado e 0 GTP se liga a subunidade a-inibidora (oi) (NEER et
al, 2002), desgarrando das demais subunidades, como na proteina Gs. Porém, neste processo, a
acdo ocorre pela subunidade B e y. Pela estimulacdo da enzima GTPase, elas quebram as
subunidades a ativas (as-GTP), de modo que a ativacdo da adenilato ciclase, em resposta a
uma estimulacdo o se torna menor (COLEMAN, BERGHUIS e LEE, 1994), diminuindo os
niveis de AMPc no citoplasma. Esta diminuicdo leva a reducdo da fosforilacdo dos canais de
Ca”" tipo-L, diminuindo o influxo de calcio por estes canais e, conseqiientemente, reduzindo a
forca de contracdo. (ISHIKAWA e HOMCY, 1997).

Por outro lado, as subunidades [ ¢ y ativam o canal de potéssio colinérgico dependente
(Kach) (LOGOTHETIS, 1987), que pela ativacdo vagal, no nédulo sinusal, leva a diminuicao
na taxa de despolarizacio diastdlica lenta. Isto ocorre da seguinte forma: 1) a corrente de K,
aumentada devido a ativacdo dos Kacn, promove alteracdo no potencial de membrana de modo
a opor-se a despolarizacdo. Isto, por sua vez, leva a uma diminuicdo da frequéncia sinusal.
Essa mesma ativacdo promove uma diminuic&o da corrente de Ca®* em receptores do tipo L e,
portanto, uma diminuicdo no platé do potencial de acdo e do periodo refratario (AIRES,
1999). Estes processos associados a acdo da ACh estdo relacionadas aos efeitos cronotropico,
inotrépico e dromotrépico negativos, ou seja, a diminuicdo da frequéncia, forca e

condutibilidade cardiaca.
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A diminuicdo da FC ou bradicardia € uma resposta da hiperestilmulacdo vagal
cardiaca, presente tanto em animais quanto em humanos. Fisher e cols. (2004), em
experimento em camundongos nocaute de receptores do subtipo M2, mostraram “in vivo”,
que a resposta bradicardica induzida por mecanismo vagais foram totalmente abolidas,
sugerindo o papel exclusivo deste subtipo na regulacdo da FC.

Em vista da importancia da influencia do exercicio fisico na modula¢do autonémica,
que por sua vez afeta a freqiiéncia cardiaca (FORJAZ et al., 1998; CHENG et al. 2003;
COLE et al., 2003; SELIG, et al., 2004; KUKIELKA, SEALS e BILLMAN, 2005;
FREEMAN et al. 2006; BILLMAN e KUKIELKA, 2006), fazemos a seguir uma abordagem

desses assuntos.
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3.3 INFLUENCIA DO EXERCICIO FiSICO E DO CONTROLE
AUTONOMICO SOBRE A FREQUENCIA CARDIACA.

Sdo inumeros os trabalhos que ressaltam as modificagdes no Sistema Nervoso
Autdnomo frente a pratica de exercicio fisico (FORJAZ et al. 1998; CHENG et al. 2003;
COLE et al. 2003; SELIG, et al. 2004). O Exercicio Fisico tem atuacéo significativa no
controle das funcbes autondmica cardiacas tanto simpaticas quanto colinérgicas muscarinicas
(TSUJI et al. 1994; COLE et al. 2000).

Dentre os parametros avaliados, a Freqiiéncia Cardiaca (FC) sofre importantes
modificagOes decorrentes ao exercicio fisico. Essas modificagcdes sdo controladas mediante a
atuacdo do Sistema Nervoso Autdnomo, executadas estas pelos ramos simpaticos e
parassimpaticos sobre a auto-ritmicidade do nodulo sinotrial (KUKIELKA, SEALS e
BILLMAN, 2005; FREEMAN et al. 2006; BILLMAN e KUKIELKA, 2006).

A FC de repouso de um adulto jovem saudavel é¢ de aproximadamente 72 batimentos
por minuto (bpm), podendo ser considerado como normal a faixa de FC entre 50 a 90 bpm.
Valores de FC de repouso abaixo de 50 bpm denominam-se Bradicardia enquanto valores
acima de 90 bpm denominam-se Taquicardia.

Em se tratando da FC de repouso, estudos tém verificado que esta esta em constante
oscilagdo (COLE et al. 2000; BILLMAM e KUKIELKA, 2005, BILLMAN e KUKIELKA,
2006). Estas oscilacGes ou variacdes podem ser tanto de carater temporario como aquelas
advindas do restabelecimento da homeostasia do sistema, ou ainda, da constante alternancia
da FC em decorréncia da estimulacdo adrenérgica e colinérgica (COLE et al. 2000;
BILLMAM e KUKIELKA, 2005).

Sendo assim, a oscilacdo temporal entre consecutivas contracbes do miocardio da-se o
nome de Variabilidade da Freqiiéncia Cardiaca, ou ainda, de acordo com FREEMAN et al.
(2006), variacGes batimento-a-batimento no intervalo R-R do eletrocardiograma é
denominado Variabilidade da Frequéncia Cardiaca. Esta variabilidade deve-se ao balanco
autondmico simpatico e parassimpatico. Este fendmeno foi inicialmente estudado por Hon e
Lee (1965), e vem sendo cada vez mais explorado (MEDEIROS et al. 2000;
EVANGELISTA, BRUM e KRIEGER, 2003; MEDEIROS et al. 2004).

A variabilidade da FC é mais evidente no repouso do que no exercicio, admitindo

assim que a variabilidade da FC seja um marcador da atividade autondmica colinérgica, ou
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seja, quanto maior a oscilacdo da FC em repouso, maior a participagdo vagal (ALMEIDA e
ARAUJO, 2003).

Atualmente a Variabilidade da FC tem sido associada a seguranca do sistema
cardiovascular. Modificacfes na FC em repouso pela alteracdo do ténus vagal cardiaco e,
consequentemente, na variabilidade da FC, determinam a preservagdo ou comprometimento
do sistema nervoso autbnomo cardiaco, tendo importante associagdo com o risco de
mortalidade (LA ROVERE et al. 2002; BRAITH e EDWARDS, 2003).

Nolan et al. (1998) e Bilchick et al. (2002), relatam que aumento da FC pela reducao
da atividade vagal cardiaca esta paralelamente relacionado a disfuncdo autondmica, o que
representa importante indicador do estado de saude. J& Smith et al. (1989), citam que a
reducdo na atividade cardiaca parassimpatica estd associada ao aumento no risco de morte
subita.

Para La Rovere et al. (1998), a diminuicdo isolada da variabilidade da FC expressa um
aumento de trés a cinco vezes do risco de mortalidade (LA ROVERE et al.1998).

A prética regular de exercicio aerébio desloca o equilibrio autdbnomo cardiaco em
direcdo a dominancia vagal (MEDEIROS et al. 2000; EVANGELISTA, BRUM e KRIEGER,
2003; MEDEIROS et al, 2004, HAUTALA et al. 2006). Lee et al (2003) verificaram que em
individuos saudaveis que realizaram duas semanas de treinamento em ciclo ergdmetro, sendo
oito sessdes neste intervalo determinado 4 vezes por semana por 40 minutos a uma
intensidade de 80-85% da FC de reserva, apresentavam a atividade vagal cardiaca
significativamente aumentada apds o periodo de treinamento.

Contudo, tanto animais experimentais (MEDEIROS et al. 2000; EVANGELISTA,
BRUM e KRIEGER, 2003; MEDEIROS et al. 2004), como individuos bem treinados ou com
bom condicionamento aerdbio (COLE et al. 2000), possuem menor FC em repouso, tendo
como consequiéncia a bradicardia de repouso. Esse evento €, em parte, explicado pela maior
atividade vagal. Freeman e colaboradores (2006) completam que o ténus vagal € de suma
importancia para a manutencdo adequada da FC de repouso.

Outra caracteristica da atividade vagal, e também outro marcador da Variabilidade da
FC, é a recuperacao da FC ap0s o exercicio fisico. O atraso na recuperacdo da FC tem sido
mostrado com uma importante referéncia da mortalidade, tanto em sujeitos saudaveis como
em diferentes populagdes, estando bem estabelecida que o retorno lento da FC ao estado
basal, apds o exercicio, esté diretamente ligado a atenuacéo da atividade colinérgica (COLE et
al. 2000). Corroborando com esta afirmagdo, tem-se verificado que este balango vagal

aumentado pode ser observado também em populagdes ndo saudaveis.
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Em estudo feito em populacdo com alteracfes cardiovascular demonstrou-se que a
recuperacdo da FC pds-exercicio a valores proximo aos basais melhora apds treinamento de
“endurance”, como o apresentado por Hao et al. (2002). Giallauria et al. (2006) investigando
a reabilitacdo de 268 pacientes idosos pos Infarto Agudo do Miocérdio (IAM) engajado num
programa de reabilitacdo cardiaca com duracdo de trés meses, constataram que o programa de
exercicio aerdbio resultou em melhora da recuperacdo da FC. Ambos os estudos associaram
essa melhora a um aumento da atividade vagal colinérgica, estando correlacionados a
Variabilidade da FC.

Ainda em pacientes pés IAM, Kleiger et al. (1987) constataram que 0s pacientes que
exibiam a menor variabilidade na FC durante a recuperacdo tinham maior risco de morte
subita. O risco relativo de mortalidade foi 5,3 vezes maior em pacientes com 50 ms, no
intervalo R-R do ECG, em comparagdo com doentes com variabilidade de 100 ms.

Tsuji et al. (1999) demonstraram a relacéo entre a variabilidade da FC em repouso e a
prevencdo de arritmias fatais e outras causas de Obito cardiaco. Os autores ressaltam a
importancia e o grande interesse em estudar a variabilidade da FC e a mortalidade por
doencas do coracdo. Nesta mesma linha de raciocinio, Billman e Hoskins, (1989) e Collins e
Billman, (1989) demonstraram, em cées, que a variabilidade da FC foi muito mais baixa nos
animais suscetiveis a fibrilagcdo ventricular, em comparacdo aos animais resistentes a estas
arritmias malignas. Em resumo, cdes suscetiveis exibiram uma maior reducdo da atividade
vagal em razdo aos exercicios submaximos, quando comparados aos animais resistentes.

Em vista do exposto, depreende-se que o exercicio fisico tem fundamental
participacdo na minimizacdo do risco de morte associado a modulacdo autonémica,
principalmente a colinérgica a qual parece ter relacdo estreita com alteracdes na freqiiéncia e
com a génese de arritmias. Assim, a seguir abordaremos a influencia do Sistema Nervoso

Autonémico sobre a génese de arritmias.
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3.4 GENESE DAS ARRITMIAS

3.4.1 Influéncia do Sistema Autdonomo sobre as arritmias atriais.

Denomina-se arritmia cardiaca a perturbacdo da seqiiéncia normal de propagacéo e/ou
iniciacdo da ativacdo elétrica do coracdo.

A anormalidade na iniciacdo do impulso elétrico pode resultar em freqliéncias
cardiacas baixas, denominadas bradiarritmias, ou ritmos cardiacos anormalmente rapidos,
denominados de taquiarritmias. Ambos sdo problemas clinicos comuns, que podem ser
tratados com farmacos antiarritmicos.

As arritmias atriais, incluindo a fibrilacao atrial (FA) e a taquiarritmia atrial (TA), séo
as mais freqlentemente encontradas na pratica clinica. Elas afetam aproximadamente 2,3
milhdes de pessoas s6 nos Estados Unidos. Devido ao fato de a incidéncia das arritmias atriais
aumentarem com a idade, estima-se que em 2030, mais de 4 milhdes de pessoas estejam
afetadas por esta doenca (GO et al. 2001).

Quanto a incidéncia, ainda nao é clara a prevaléncia da FA em relacdo ao género, mas
sabe-se que esta enfermidade pode estar associada a outros distdrbios cardiacos, estes sim
tendo maior significancia em cada um dos géneros (CARROLL e MAJEED, 2001; GO et al.
2001; DENUS et al. 2005).

Varios pesquisadores tém relacionado a participacdo da modulacdo autonémica na
inducdo de arritmias. Quanto as arritmias induzidas pelas alteragdes simpato-vagal, sabe-se
que tais alteracbes podem influenciar o desenvolvimento de arritmias, ocasionando
instabilidade elétrica através de uma variedade de mecanismos eletrofisiologicos. Um
exemplo deste fato ocorre no infarto do miocardio, que pode interromper as transmissoes
neurais aferentes e eferentes e criar areas de hipersensibilidade simpética que, por sua vez,
podem levar ao desenvolvimento de arritmias (ZIPES et al. 2006).

Em se tratando do exclusivamente do Sistema Nervoso Periférico, sabe-se que a
estimulacdo do nervo vago, ou a perfusdo de acetilcolina, podem resultar em mudancas
significativas no periodo refratario atrial, na conducéo atrioventricular e inducéo de fibrilacdo
atrial, ou seja, na eletrofisiologia cardiaca normal. (SPEAR e MOORE, 1973;
GOLDBERGER e PAVELEC, 1986; ZIPES et al. 2006).

Dados obtidos por Godoy et al. (1999) em modelo animal corroboram a informagéo

acima. Seus resultados elucidam que a inducibilidade de arritmias em atrio direito isolado de
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rato € abolida quando este é perfundido em 1uM de atropina (bloqueador colinérgico
muscarinico). Corroborando estes resultados, Faria et al. (2008) relatam a participagdo do
mecanismo colinérgico na facilidade de inducdo elétrica de arritmias atriais. Neste trabalho
observou-se que o pré-tratamento do tecido atrial por 30 minutos com Carbacol (mimetizador
da acdo acetilcolina, mas que ndo sofre acdo da colinesterase) levou a uma diminuicdo
significativa no namero de trens de pulsos elétricos necessarios para induzir arritmia. Por
outro lado, foi observado bloqueio da arritmia em animais recém nascidos, jovens, adultos e
velhos ao realizar o pré-tratamento com blogueio colinérgico muscarinico (Atropina),
evidenciando a participagdo colinérgica no processo de inducédo das arritmias atriais.

Estes resultados podem estar indicando ser o aumento colinérgico um dos possiveis
mecanismos que justificam o aumento na incidéncia de arritmias em atletas quando
comparados aos ndo atletas. O racional para esta consideracdo baseia-se no trabalho de
Zehender e colaboradores (1999) no qual se relata que, em seres humanos, tem sido
documentada maior incidéncia de fibrilacdo atrial em atletas de alto nivel, bem como no
trabalho de Negréo e Barreto (2005) que explicam que a maior incidéncia de fibrilacdo atrial
em atletas esta associada a alteracdo do sistema nervoso autbnomo, mais especificamente do
tonus vagal. Em monitoracdes mais prolongadas do ECG, a incidéncia de FA em atletas fica
em torno de 0,0063%, que é consideravelmente maior (aproximadamente 60%) que a
incidéncia de 0,004% encontrada em pessoas sedentarias na mesma faixa etaria.

Assim como na eletrofisiologia normal, mecanismos de transportes i6nicos
intracelulares estdo envolvidos na FA e na TA. Especificamente no que se refere ao jon Ca™"
estudos tém indicado que alteragbes na homeostase de Ca'™ intracelular, com conseqiiente
aumento na atividade da membrana, poderiam ser fatores desencadeantes de arritmias atriais.
Por exemplo, o aumento na concentracdo intracelular deste cation produz um efeito de “feed-
back ”’ negativo sobre a atividade dos canais de Ca™ do tipo L (LEE, MARBAN e TSIEN,
1985). Este mecanismo celular esta presente em cardiomidcitos de individuos que apresentam
maior atividade vagal, como € o caso de atletas treinados para “endurance” (ZEHENDER et
al. 1999; CAO, CHEN e KENKNIGHT, 2000; NEGRAO e BARRETO, 2005).

Dois mecanismos fundamentais para a génese de arritmias, denominados de
Reentrancia e “Triggered Activity”, sdo mediados de maneira importante pela sobrecarga de
Ca™" intracelular, e afetados significativamente pela modulacdo colinérgica. Assim, a seguir

descrevemos mais profundamente estes mecanismos arritmogénicos.
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3.5 MECANISMO DE REENTRADA E “TRIGGERED ACTIVITY”.

A atividade elétrica durante cada ciclo cardiaco normal tem inicio no nédulo sinusal e
propaga-se pelo coracdo até que a totalidade das fibras cardiacas tenha sido ativada. Essa
ativacdo elétrica se da célula-a-célula, sendo que esta se extingue quando todas as fibras
tiverem sido ativadas eletricamente e estiverem refratarias para responder a uma nova
ativacdo elétrica. Durante esse periodo refratario, a ativacdo elétrica “nio tem para onde ir” e,
deste modo, extingue-se. Apds um determinado periodo, o tecido cardiaco sai do periodo
refratario, e a ativacdo elétrica pode entdo ser reiniciada no nddulo sinusal.

Entretanto, algumas alteracdes na conducdo da atividade elétrica podem leva-la a
atingir uma parte do tecido cardiaco que deveria estar refrataria nagquele momento do ciclo
cardiaco, dando subsidio ao que chamamos de reentrancia (figura 7) (BRAUNWALD, ZIPES
e LIBBY, 2003; Veenhuyzen et al, 2004). A reentrancia (figura 7B) se estabelece quando a
ativacdo elétrica atinge um ponto de ramificacdo de duas vias de conducdo distintas, propaga-
se apenas por uma delas (blogueio unidirecional da outra via) e retorna pela outra via re-
excitando novamente o ponto de ramificacdo que deveria estar refratario. Desta forma, para
que a reentrancia ocorra, o ponto de ramificacdo deve exibir bloqueio unidirecional em uma
das vias, e 0 ponto de ramificacdo deve estar fora de seu periodo refratario. Portanto,
alteracdes na condutibilidade e na excitabilidade cardiaca sdo subsidios importantes para a
formacdo de circuitos reentrantes. Este mecanismo € responsavel pela génese de

taquiarritmias clinicamente importantes, tais como taquiarritmias e fibrilacao.
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A Conducido Mormal

via de condugio
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Figura 7 - llustracdo de um modelo de circuitos ou correntes reentrantes no tecido cardiaco. A- Via de condugéo
normal. A atividade elétrica percorre normalmente a via de conducdo. B- Via de condugdo anormal. Este circuito
de conducdo anormal se estabelece quando a atividade elétrica atinge um ponto de ramificacdo de duas vias de
conducdo distintas, propagando-se apenas por uma delas e retornando pela outra via re-excitando novamente o
ponto de ramificacdo. Para que isto ocorra, a via de conducdo que re-excita o ponto de ramificagdo deve exibir
bloqueio unidirecional e o ponto de ramificacdo deve estar fora de seu periodo refratario. A freqiiéncia da
atividade reentrante é superior & normalmente mantida pelo nddulo sinusal, gerando arritmia cardiaca.
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Desta forma, segundo a Diretriz de Fibrilagdo Atrial de 2003, na fibrilacdo atrial, s&o
originados diversos circuitos de reentrada, e para que esta arritmia seja sustentada, €
indispensavel uma area minima de tecido atrial envolvida, chamada de massa critica. Isto
explica, em parte, a maior ocorréncia de fibrilacdo atrial em doencas que provocam distenséo
ou hipertrofia de tecido atrial.

Entretanto, outras alteracfes na eletrofisiol6gia podem resultar em arritmias cardiacas.
Valentin et al. (2004) relatam que o prolongamento do intervalo QT do ECG, tem sido usado
como um marcador para uma rara, mas potencialmente fatal arritmia ventricular conhecida
como “Torsades de Pointes”. Os mesmos autores citam que, essa modificagdo no intervalo
QT pode ser desencadeada por drogas farmacoldgicas, diminuicdo na corrente de magnésio e
potassio, alteracdes na corrente de célcio e também pela bradicardia, resultando em eventos
denominados “Triggered Activity”, que originam as “Torsades de Pointes”.

As “Triggered Activities” consistem essencialmente de disparos espurios da ativacao
elétrica cardiaca em decorréncia da recuperacdo extemporanea da excitabilidade do coragéo
no final do ciclo cardiaco. Descobertas recentes tém sugerido que alteragcdes no aumento do
da Duragéo do Potencial de A¢do (DPA) ventricular, entre as fases 2 e 3, estdo associados e
estes eventos arritmicos. O aumento na DPA pode ser explicado por duas razbes: (1)
aumentando o tempo da abertura da janela para corrente de Ca®** pode ocasionar em
despolarizacdo extra facilitada (DEF) logo ap6s iniciada a repolarizacdo; (2) aumentando o
tempo da abertura da janela para corrente de Na* pode similarmente ocasionar DEF durante a
recuperacdo do potencial de acdo (HONDENGHEM e HOFFMANN, 2003). De qualquer
forma, todos estes processos resultam em uma lentificagdo na repolarizacdo ventricular que,
por sua vez, viabiliza que canais de Na* e Ca** saiam da inativacdo e gerem ativacdo a elétrica
extemporanea que denominamos “triggered activity” (figura 8).

Deste modo, verifica-se que 0s mecanismos eletrofisioldgicos das arritmias séo
complexos e influenciados por diversos fatores, podendo ser tanto por reentrada quanto por

“triggered activity”.
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Figura 8 — Possiveis mecanismos envolvidos na génese de Torsades de Pointes. A- O diagrama ilustra a possivel
relacdo entre mudancas na duragdo do potencial de acdo (DPA) e intervalo QT do eletrocardiograma com o
desenvolvimento de Torsades de Pointes. B- Representagdo esquematica do potencial de acdo cardiaco
elucidando a janela para extra pulsos entre 0 DPAg, — DPAg,, (Adaptado de Valentim e col. 2004).



45

4 MATERIAIS E METODOS

41 ABORDAGEM GERAL.

Nesta pesquisa buscamos avaliar a influéncia do treinamento fisico de natacdo sobre a
modulacdo autondmica colinérgica muscarinica, a freqliiéncia cardiaca in vivo, a
suscetibilidade a arritmias atriais e as alteracdes morfolégicas no tecido cardiaco in vitro.

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Eletrofisiologia Cardiaca (LEC)
do Nucleo de Pesquisas Tecnoldgicas (NPT) da Universidade de Mogi das Cruzes (UMC).
Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Manipulagio e
Experimentacdo Animal (CEMEA/UMC), A seguir apresenta-se uma descricdo detalhada
destas abordagens, divididas em duas sessdes (parte experimental in vivo e parte experimental

in vitro) de acordo com o desenvolvimento da pesquisa e dos experimentos.

4.2 PARTE EXPERIMENTAL In Vivo

4.2.1 Animais.

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados ratos Wistar (machos, adultos - 60
dias, N= 18), provenientes do Biotério Central da Universidade de Mogi das Cruzes (UMC).

Os animais foram mantidos em uma sala do Biotério Central sob condi¢bes ambientais
estaveis (ventilacdo local diluidora, temperatura ambiental entre 22 + 2° C, umidade relativa
entre 45% e 75% e duracdo do fotoperiodo no regime 12 horas escuro por 12 horas claro).

Para manter as condicGes de estabilidade necessarias para a espécie, 0s animais foram
alojados em gaiolas de poliéster padronizado e cama de maravalha esterilizada, com ndo mais
gue quatro animais por gaiolas. A limpeza das gaiolas era realizada em dias alternados (3
vezes na semana). A agua acidificada com HCI 1IN (pH entre 2-3) e racdo comercial
peletizada foram fornecidas aos animais em regime ad libitum. Os animais utilizados, em
todos os experimentos, foram pesados semanalmente em uma balanga comercial (Ramuza,

Ind. Com. Balancas Ltda).
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Estes animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos sendo eles: Grupo
Controle (GC), Grupo Estresse (GS) e Grupo Treinado (GT).

4.2.2 Protocolo de Treinamento.

Para que os animais do GT pudessem cumprir o Protocolo de Treinamento,
inicialmente estes passaram por um processo de adaptacdo no qual a duracdo do exercicio (em
minutos) e a intensidade (sobrecarga adicional ao peso corporal) foram aumentadas
gradativamente, até que conseguissem realizar o treinamento como descrito a seguir. O

treinamento fisico teve inicio quando os animais alcangcaram 60 dias de vida.

Tabela 1- Programa de treinamento de natacao aplicado aos animais do GT.

Dom Seg Ter Qua Qui Sex Sab

Adap. 1 Omin 10min 20min Omin 30min 30min 40min

Adap. 2 Omin 30min 30min Omin 40min 50min 50min

2% 3% 3% 3% 4%

Semana 1 Omin 60min 60min Omin 60min 60min 60min
5% 5% 5% 5% 5%

Semana 10  Omin 60min 60min Omin 60min 60min 60min
5% 5% 5% 5% 5%

Programa de treinamento de natacéo realizado pelo GT, onde se indica os tempos treinamento ao longo das
semanas. Observa-se as fases de adaptacdo 1 e 2, e de maneira resumida o programa de treinamento que
compreendeu 10 semanas. Observa-se também que, na adaptacdo 1 e 2, os animais do GT foram sendo
adaptados ao volume de exercicio de maneira progressiva e que apenas na adaptacdo 2 foi utilizado o peso
adicional ao peso corporal. Essa evolugdo ocorre até que os animais atingissem o volume de 60 minutos de
exercicio continuo com intensidade de 5% de carga adicional ao peso corporal.
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Apo6s os animais serem adaptados ao meio liquido, & sobrecarga adicional e ao tempo
de exercicio, iniciou-se o protocolo de treinamento propriamente dito. O treinamento do GT
consistia na realizacdo de cinco sessdes de natagdo por semana, com duragdo de 60 min cada,
tendo o quarto e o primeiro dia da semana destinados ao descanso. A sobrecarga adicional
(peso), importante para que o animal nadasse durante os 60 minutos, foi corrigida
semanalmente e correspondeu a 5% do peso corporal. Para tal, este peso foi amarrado a cauda
do animal, sem, contudo, oferecer risco de estrangulamento da mesma. O treinamento fisico
ocorreu sempre no foto periodo escuro dos ratos, totalizando 10 semanas. A escolha pelo
modelo de natacdo foi devido praticidade para montagem do tanque de natacdo, maior
praticidade na realizacdo do treinamento, pois até nove animais eram treinados por hora e pela
comprovagdo cientifica na resposta do treinamento a bradicardia de repouso. Em adicdo, este
protocolo de treinamento tem sido caracterizado como sendo de leve para moderada
intensidade, e de longa duragéo, o0 que promove aumento na capacidade muscular oxidativa e
também por ser classificado como o método de exercicio que melhor de verifica a bradicardia
de repouso (LANCHA Jr, 1999; MEDEIROS et al. 2000).

Com o objetivo de verificar se o estresse causado pelo modelo de exercicio escolhido
acarretava em alteraces que pudessem comprometer os resultados, o GS realizou, durante
todo o periodo de experimento do GT, apenas 2 sessfes semanais, com duracdo de 15
minutos, e sem nenhum tipo de sobrecarga adicional. Esse modelo foi utilizado a fim de
verificar a ocorréncia de adaptacdes fisiologicas como as geradas pelo exercicio fisico.

Para minimizar as variacdes de ambiente, o aparato para treinamento dos animais foi
mantido numa sala do biotério. Durante o periodo de treinamento as luzes eram mantidas
apagadas, tendo assim as condi¢Ges mais proximas da sala onde os animais eram confinados.

No GC ndo houve nenhum tipo de treinamento ou modelo de estresse, apenas a

mensuracdo da Frequéncia Cardiaca (ver item 3.2.4) e controle do peso dos animais.

4.2.3 Tanque para o treinamento de natacao.

Para a realizacdo do programa de treinamento, foi adaptado um tanque (caixa d’agua
de amianto) com dimensdes de 1m x 1,20m x 0,8 m (altura x largura x profundidade). Neste
tanque foram instaladas divisérias de vidro temperado com dimensdes de 24 cm x 70 cm e

espessura de 4 mm, formando um modelo em colméia, permitindo a realizacdo simultanea do
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treinamento de 9 animais (figura 9). Para que o0s animais tivessem maior adaptacdo ao meio
liquido e também para minimizar o estresse, a &gua foi aquecida a uma temperatura de 31°C +
2°C por meio de resisténcias elétricas. A quantidade de agua no interior da caixa, mantida
constante, ndo permitia que os animais encostassem a ponta da cauda no fundo do tanque e

nem que pudessem agarrar na parte superior da armacéo de vidros.

Figura 9. Foto da parte interna do tanque para treinamento de natagéo utilizado durante o periodo o programa de

exercicio com os animais do GT e o estimulo estresse com o GS. llustra-se a divisdo dos animais no modelo em

colméia.
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4.2.4 Método para coleta e determinacéo da Frequéncia Cardiaca.

Para registrar a freqiiéncia cardiaca (FC) dos ratos, utilizou-se de uma montagem
validada por COLUGNATI (2005), que monitora a atividade elétrica cardiaca do animal
(figura 10). Com essa metodologia, que nédo utiliza eletrodos fixados ao corpo do animal,
minimizou-se o estresse, reduzindo-se as possiveis alteracbes que poderiam ocorrer na FC.
Esta montagem é composta basicamente por uma caixa de gesso revestido com vinil,
plataformas de ago inoxidavel, uma caixa comutadora de eletrodos, um amplificador de
biopotenciais e um osciloscopio.

A caixa tem 150 mm de largura por 180 mm de profundidade por 240 mm de altura e
possui 4 fendas laterais por onde os eletrodos de ago inox séo introduzidos. Estes sdo pecas
cortadas de uma folha de 1mm de espessura, com 60 mm de largura e 170 mm de
comprimento, dobradas de forma a se sustentarem na caixa com o peso do animal. Ligado a
cada eletrodo temos um fio cuja terminacdo € conectada a um dos conectores da caixa de
comutacdo. Esta caixa tem como funcdo possibilitar que as entradas do amplificador sejam
trocadas manualmente, de acordo com a posicao do animal dentro da caixa. A situacdo ideal
(melhor visualizacdo da atividade elétrica do coracdo no osciloscopio) € aquela nas quais as
duas patas dianteiras do animal estdo ligadas as duas entradas do amplificador diferencial e
uma das patas traseiras esta ligada a referéncia do amplificador.

Para a coleta da FC, o animal foi colocado dentro da caixa previamente limpa com
solucdo de 1mM de acido acetico. A higienizacdo da caixa com &cido, seguida de secagem
com papel toalha, teve como objetivo eliminar odores provenientes do animal anteriormente
presente na caixa.

Depois de higienizada a caixa, foi realizada a adaptacdo dos animais com o
procedimento. Cada rato permaneceu dentro da caixa por 10 minutos em um periodo de 10
dias. Nos primeiros minutos, ainda no processo de adaptacdo ao novo ambiente, o rato
apresentou-se agitado, movimentando-se pela caixa e farejando o ambiente. Apo6s o periodo

de adaptacdo o rato deixou de se movimentar excessivamente.
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Figura 10. Esquema da montagem utilizada para monitorar a atividade elétrica cardiaca do animal. llustram-se a
Caixa de Contencdo com as plataformas de aco inoxidavel (eletrodos — para captacdo doECG), a caixa
comutadora dos eletrodos, 0 amplificador de biopotenciais e o osciloscopio.
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No periodo de coleta da FC, que fora realizado semanalmente e sempre 24 horas apés
a sessdo de exercicio, cada rato permaneceu por 15 minutos no interior da caixa, tempo este
estipulado para habituacdo a caixa. Em seguida teve inicio a comutacao dos “plugs” dos cabos
do amplificador na caixa de comutacdo, buscando-se obter um sinal que possibilitasse
facilmente o reconhecimento dos picos do complexo QRS (despolarizacdo ventricular) do
Eletrocardiograma (ECG) do animal. Este procedimento foi simples, realizado em até 2
minutos. A FC instanténea, em Hz, foi calculada como sendo o inverso do intervalo RR (em
segundos) do ECG.

4.2.5 Método para verificacdo da Modulagdo Autonémica.

Com o objetivo de analisar o efeito do treinamento de natagdo sobre o Sistema
Nervoso Autonémico foi realizado, no final do periodo de treinamento fisico, o bloqueio
farmacoldgico dos Sistemas Nervoso Simpatico e Parassimpatico por meio dos farmacos
Propranolol e Metilatropina (Sigma, St. Louis, MO, USA). Estes farmacos agem,
respectivamente, fazendo os bloqueios simpéatico e colinérgico. Esse procedimento foi
realizado 24 horas apds o termino da Gltima sessdo de exercicio.

Para obter com exatiddo o pico de acdo, e também o tempo de duracdo do efeito dos
farmacos, foi realizado um protocolo experimental em cinco “ratos teste”, animais estes que
ndo faziam parte dos animais dos grupos descritos anteriormente. Essa estratégia possibilitou
verificar que o Metilatropina apresenta um pico de acdo entre 10 a 15 minutos e que, 30
minutos apos a aplicacdo comeca a ter diminuicdo gradativa do bloqueio.

O mesmo procedimento foi realizado para o Propranolol, porém o pico de acédo
ocorreu proximo aos 15 minutos. A partir destes resultados foi estipulado o tempo de
aproximadamente 15 minutos para os farmacos referidos. Esses resultados estdo em
consonancia com os encontrados por Medeiros e cols. (2004).

No primeiro dia de teste, antes de iniciar o bloqueio com os farmacos nos animais
deste experimento, foi mensurada a FC de repouso, denominada FC controle, pelo mesmo
processo descrito anteriormente para determinacao da FC. O valor obtido foi estipulado como
0 basal para este dia de experimento.

Depois de obter a FC controle, os farmacos foram injetados, via intraperiténio, nas

concentragdes de 0,3 mg/kg de Metilatropina e 0,4 mg/Kg de Propranolol
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Primeiramente, foi injetada a concentracdo de Metilatropina em relacdo ao peso
corporal desse animal. Prontamente ao obter o valor da FC, foi injetada neste mesmo animal a
concentra¢do de Propranolol adequada a dose ao peso e, a FC foi novamente aferida. Esse
processo totalizou 30 min aproximadamente.

O bloqueio colinérgico com Metilatropina e adrenérgico com Propranolol foi feito
para determinar a frequiéncia cardiaca intrinseca (sem modulacdo do SNA). No segundo dia,
inverteu-se a ordem dos farmacos, obtendo a seqliéncia inversa dos bloqueios adrenérgico e
colinérgico.

O efeito vagal foi determinado como sendo a diferenca do maior valor da FC apos a
infusdo de Metilatropina e a FC controle. O efeito simpatico foi determinado como sendo a
diferenca da FC controle e o menor valor da FC apds a infusdo do Propranolol. A
terminologia “efeito vagal” e “efeito simpatico” foram previamente empregados para
expressar a contribuicdo simpatica e vagal na homeostasia da FC (MEDEIROS et al. 2004).
As formulas abaixo expressam como foi calculado o efeito vagal (EV) e o efeito simpatico
(ES) sobre a FC.

EV = FC (metilatropina) — FC controle

ES = FC controle — FC (propranolol)

Apos a realizagdo de todos os procedimentos descritos neste capitulo, os animais
foram sacrificados e, tanto seus corac@es como partes deles foram estudados. Assim, a parte

experimental in vitro é detalhada a seguir.
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4.3 PARTE EXPERIMENTAL In Vitro.

4.3.1 Preparacdo bioldgica para inducdo de arritmia.

Apos a finalizacdo da parte experimental in vivo, os atrios dos coragdes dos animais
dos grupos GC, GS e GT foram isolados para dar sequiéncia aos experimentos in vitro. Assim,
para que fosse possivel determinar in vitro a vulnerabilidade a taquiarritmias, foi utilizada a
preparacdo do tecido atrial direito isolado de rato.

Os animais foram eutanasiados por concuss@o cerebral seguida de decapitagédo. Este
método esta de acordo com o Canadian Council on Animal Care Rules (1993). Apos a
decapitacdo, foi realizada massagem torécica para promover a saida de sangue das camaras
cardiacas. Posteriormente, a caixa toracica do animal foi rebatida, seu coracdo removido e
submerso em um béquer contendo solucdo Krebs-Henseleit (KH) a 36,5° C (ver item 4.3.2)
para promover a saida de sangue de suas camaras e vasos. Em seguida, o coracédo foi fixado
em uma placa de Petri com solucdo de KH carbogenada. O atrio direito foi isolado e
transferido para o centro da cuba de perfusdo (figura 11). O restante do tecido cardiaco foi
fixado em solucdo formolina tamponada a 10% para posterior analise do tecido cardiaco (ver
item 4.3.5)

A cuba de perfusdo consiste de um cilindro de acrilico com base de vidro, no qual o
atrio é perfundido em solucdo de KH. A cuba foi mantida em temperatura estavel devido ao
sistema de circulacdo e aquecimento de agua controlavel (Gaymar Industries, Inc; TP-500).
Esse sistema consiste em uma bomba circulatoria contendo tubos e conexdes que permitem a
circulacdo de agua destilada aquecida pelo interior da cuba de perfusdo e seu retorno para a
bomba. A solucdo em que o atrio é perfundido é proveniente de um equipo bureta graduado.
O excedente da solucdo é removido através de um sistema de succ¢do a vacuo para que ocorra
a troca da solucdo. O pH de 7,4 da solucdo € mantido através da infusdo de carbogénio direto
da solucdo contida na cuba de perfusdo. A temperatura da preparacdo foi mantida constante a
36,5° C. O peso dos atrios utilizados nos experimentos foi obtido utilizando balanca analitica

(Ohaus Corporation, Explorer, EUA).
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estimulagio Eletrodos de
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Agua aquecida

Figura 11- Representacdo esquematica, em perspectiva, da cuba experimental acrilica com sistema de
circulagdo interno de &gua. Estdo representados também os eletrodos de captacéo, de estimulagdo e a solucdo
fisioldgica (Krebs-Henseleit) em que estava submerso o atrio. Reproduzido com autorizacdo de Duarte, 2007.
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4.3.2 Solucdo Fisiologica.

Durante o experimento o atrio foi perfundido com uma solucéo fisioldgica de Krebs-
Henseleit, com a seguinte composi¢do (em mM): NaCl 126,4; KCI 4,6; KH,PO 1,2; MgSO,
1,2; NaHCOj3 13,6; CaCl; 1,5; GLICOSE 11,11, sendo a solugdo saturada por meio do
borbulhamento permanente de carbogénio (95% O, + 5% CO,) e mantida a 36,5 °C.

O pH da solugéo de KH foi mantido a 7,4 e aferido no medidor de pH (Q.400A, Quimis
Com. Ind. Ltda, Sdo Paulo, SP - Brasil) toda vez que a mesma era preparada, e seu valor foi
ajustado com a adicdo de NaHCO3. Portanto, a concentracdo de NaHCO3 citada refere-se a
um valor médio. A condutividade da solugdo de KH foi mensurada no condutivimetro (Meter-
650, Analyser Com. Ind. Ltda, Sdo Paulo, SP — Brasil); o valor médio da condutividade de

KH a 36,5 °C em todos os experimentos foi 14 mS.

4.3.3 Montagem Experimental para atrio isolado.

A montagem experimental, previamente desenvolvida e testada no Laboratorio de
Eletrofisiologia Cardiaca (LEC), departamento do Nucleo de Pesquisas Tecnologias (NPT) da
Universidade de Mogi das Cruzes esta ilustrada na figura 12. Para a estimulacdo do tecido
atrial dois eletrodos de platina sdo posicionados proximos ao atrio para aplicacdo de um
campo elétrico externo. Os eletrodos ficam dispostos diametralmente na cuba de perfuséo e
conectados com uma unidade de estimulacdo isolada (Grass, SIU5 — Stimulus Isolation Unit;
Grass Inst. Div; astro-Med Inc; W. Warwick, RI, USA) do estimulador elétrico de tensdo
(Grass S48 — Stimulator; Grass Inst. Div; Astro-Med Inc; W. Warwick, RI, USA). Para a
captacdo da atividade elétrica atrial, utilizaram-se trés eletrodos de prata cloretada, sendo um
deles o de referéncia, localizado na borda da cuba de perfusdo. Os eletrodos de captacao
foram posicionados na direcdo ortogonal ao eixo dos eletrodos de estimulacdo para
minimizar artefatos de estimulo nos registros do eletrograma atrial. Os eletrodos sdo
conectados a um amplificador diferencial (Word Precision Instruments, Inc; 1so-DAMS). O
eletrograma atrial foi monitorado em um osciloscopio digital (Tektronics, modelo TDS-210).
Este osciloscépio permite que o sinal apresentado em sua tela seja impresso em papel por
meio de uma interface RS232 acoplada a uma impressora. O eletrograma atrial também foi
monitorado, registrado e processado utilizando um microcomputador (LG® Processador Intel,
Pentium Core Dual, 1.6 GHz e 100 GB RAM — com sistema operacional Windows XP®)
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Figura 12- A) Foto ilustrando a montagem experimental utilizada para atrio isolado. Ao centro da foto observa-
se & camara de perfusdo (1) o sistema digital de aquisi¢do de dados (2), o sistema de captacdo da atividade
elétrica atrial — osciloscopio (3) e amplificador (4), o sistema de estimulacdo elétrica artificial: estimulador
elétrico (5), sincronizador de estimulos (6) e a unidade de estimulagdo isolada (7). B) “Zoom” da camara de
perfusdo ilustrando os eletrodos de captacdo (8) e estimulacéo (9). Bomba de succéo (10), bomba de circulagdo e
aquecimento (11) e termbmetro (12). (Adaptado de Duarte, 2007)
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acoplado via adaptador de rede Ethernet a um sistema de aquisicdo de sinais (conversor
analdgico/digital — placa A/ID — Lynx AC 1160) O sinal captado foi acondicionado via
programa de aquisicdo (AgqDados® 7.02) sendo os registros analisados no software
AgDanalysis® (Lynx Tecn. Electr. Ltda., S3o Paulo, SP, Brasil).

4.3.4 Avaliagédo da Frequéncia Atrial.

A frequéncia dos éatrios (FA) foi expressa como numero de batimentos por minuto
(bpm) e calculada pela expressao:

FA=_1 x 60 (bpm)
T

Onde, T é o intervalo em segundos (s) entre picos registrados no tracado do
eletrograma (figura 13) do atrio isolado de rato, visualizado no osciloscopio e registrado no
sistema de aquisicéo de dados.

Para testar a inducdo de arritmias atriais por estimulacéo elétrica transmural (EET)
adotado nesta pesquisa, os atrios foram submetidos ao protocolo experimental (ver em 4.3.5),
descrito por Godoy et al. (1996; 1999), Duarte (2005) e Faria et al. (2009).

4.3.5 Protocolo Experimental para Inducéo de Arritmia.

O procedimento de inducdo de arritmias atriais por estimulacdo elétrica transmural
(EET) adotado nesta pesquisa foi baseado no protocolo descrito por Godoy et al. (1996;
1999), Duarte (2005) e Faria et al. (2009), na qual se buscou reproduzir a metodologia para a
inducdo da arritmia em atrio direito isolado de ratos adultos (de aproximadamente 120 dias).

Assim realizaram-se 0s seguintes procedimentos:

1. Determinagdo da melhor configuracdo espacial dos eletrodos de captacéo.
Para tal os eletrodos foram posicionados de modo que o angulo entre o

plano vertical formado pelos eletrodos de captacgéo (fios de prata cloretada,
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Figura 13. Eletrograma atrial de rato submetido ao protocolo de inducdo de arritmias. A- Observa-se o ritmo da
freqliéncia atrial normal - T(s) - em 162 bpm; B- o artefato de estimulo com 250 pulsos bifasicos de tensdo,

intervalo de 15 ms entre eles e duragcdo 5ms de pulso; C- Taquiarritmia induzida por campo elétrico com

freqliéncia atrial - T (sy) - de 900 bpm.
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retilineos e paralelos) e o plano vertical formado pelos eletrodos de
estimulagdo (fios de platina retilineos e paralelos) ficassem em torno de 90°.
Nesta posicédo, a influéncia dos artefatos de estimulo no eletrograma atrial é
minimizada (Galvéo, 2003).

Estabilizacdo da preparacdo por um periodo de 40 minutos foi aguardada
antes do inicio dos experimentos para minimizar a influéncia do processo de
isolamento e retirada de tecido ndo atrial. Na estabilizacdo os atrios

contraiam-se espontaneamente.

Determinacgéo do intervalo espontéaneo atrial (IE) foi mensurado através da
medicdo do tempo entre picos espontaneos do eletrograma atrial exibido no

osciloscopio.

Determinagdo do Limiar de Estimulacdo Atrial (LA) utilizando-se trem de
pulsos com intervalo entre pulsos pouco menor que o IE atrial, isto €, com
aproximadamente 80% do IE e amplitude superior ao limiar atrial
(aproximadamente 40V). Neste procedimento diminuimos lentamente a
amplitude do estimulo e monitoramos no osciloscopio o eletrograma atrial
até observarmos atividade elétrica atrial espontanea entre os artefatos de
estimulos. Foi considerado como sendo o LA a amplitude do estimulo que
levou a aparecer a primeira atividade espontanea entre os artefatos de

estimulos.

Segundo Faria et al. (2008) e Jorddo (2009), na auséncia de farmaco na
solucdo de perfusdo ndo foi possivel induzir arritmias com trens de pulsos
com amplitude igual a 1x o LA, mesmo aplicando mais de 6 trens de pulsos.
Aumentando-se seqlencialmente a amplitude para 2x, 3x, 4x, 5x e 6x 0 LA
a cada conjunto de 6 trens de pulsos, induziu-se arritmias, respectivamente
com 0s seguintes nameros de trens: 3-4; 2-3; 1-2; 1 e 1 (vide figura 14).
Este resultado foi reproduzivel no minimo trés vezes para cada uma das
amplitudes de estimulos testadas. Desta forma a aplicacéo de trens de pulsos

com amplitude igual a 6x LA, implica em inducdo de arritmia com um
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Unico trem (inducibilidade méxima do protocolo de inducdo), enquanto a
aplicagéo de trens de pulsos com amplitude igual a 1x LA, implica em ndo

inducdo de arritmia (inducibilidade nula do protocolo de indugéo).

Uma vez obtido o LA para duracdo de pulso de 5 ms, deu-se inicio as
tentativas de inducdo de arritmia via protocolo, baseado em Godoy et al.
(1996; 1999) Duarte (2005) e Faria et al. (2009), que consiste da aplicacédo
de um conjunto de até 6 trens de pulsos, constituidos das seguintes
caracteristicas: 250 pulsos bifasicos de tensdo com intervalo de 15 ms entre
eles e duragdo 5ms de pulso. O intervalo entre picos do eletrograma atrial
durante a arritmia foi mensurado diretamente no osciloscopio. Este intervalo
foi utilizado para o célculo da frequéncia da arritmia. A duracgéo da arritmia

foi mensurada por meio de cronémetro (Timex® EX).

Caso a taquiarritmia ndo fosse induzida apos a aplicacdo do 6° trem de pulso
a amplitude do estimulo era aumentada 1 unidade (x LA), até atingir o valor

maximo de 6x LA.

O procedimento do item 7 foi repetido sucessivamente, aumentando-se a
amplitude de estimulo até que se observasse a inducdo de taquiarritmia.
Caso ndo fosse possivel induzir taquiarritmia mesmo aplicando-se estimulo
de 6x LA, o procedimento era interrompido, pois esta era a maior amplitude

disponivel pelo estimulador.
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Figura 14. Grafico ilustrando o nimero de trens (250 pulsos, duragdo de 5ms, intervalo entre pulsos de 15ms)
minimos e méaximos necesséarios para a inducdo de arritmias em funcdo da amplitude de estimulo do trem
(expresso com mudltiplos do limiar atrial — x LA). Para amplitude igual a 1x LA, néo foi possivel induzir arritmia
(inducibilidade nula do trem de pulso). Para amplitudes de pulso iguais a 5x e/ou 6x LA, foram induzidas logo no

primeiro trem (inducibilidade maxima do trem de pulso). Adaptado de Jordao, (2009).
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4.3.6 Anéalise do Remodelamento Cardiaco.

As andlises descritas abaixo foram realizadas em colaboracdo com a Ms. Elice
Carneiro Batista (aluna de doutorado UNIFESP, orientanda do Prof. Dr. Jodo Bosco Pesquero
e Co-orientada pelo Prof. Dr. Ronaldo de Carvalho Araujo). Para proceder as analises foram
utilizados os tecidos cardiacos dos animais dos grupos GC, GS e GT deste experimento que
estavam fixados em solugéo formalina tamponada a 10%.

Estes tecidos cardiacos tiveram suas camaras separadas da seguinte forma: atrio direito
e esquerdo separados, ventriculo direito e esquerdo separados. Primeiramente foi calculada a
razdo peso do coracdo e das camaras em relacdo a massa corporal para estimar a hipertrofia
cardiaca relacionada ao treinamento fisico. Novamente os tecidos foram conservados em
formaldeido a 10% para analise histologica. Nesta etapa, os tecidos foram corados em
Hematoxilina-eosina (H/E) e também em Picrossirius Red para a analise quantitativa de
colédgeno (BORGES e cols. 2006).

Uma vez coradas as laminas, estas foram avaliadas utilizando microscopio Optico
Leica Quantimet 500, do Laboratdrio de Genética Molecular do Prof. Dr. Eduardo Krieger, no
Instituto do Coracédo (InCor), na qual foi mensurado o diametro de 15 midcitos por laminas.
As células escolhidas para a quantificacdo estavam integras e apresentavam nucleos visiveis e
centrais, e a medida foi obtida através de um tracado transversal passando pelo centro do
nucleo da célula, verificando o grau de hipertrofia, em aumento de 200x (BORGES e cols.
2006).

O objetivo de realizar a coloragdo em Picrossirius Red e do H/E, que cora em
vermelho, foi para analisar quantitativamente o colageno e também contagem de capilares e
cardiomiocitos. As alteracdes histoldgicas do tecido cardiaco, denominada fibrose, foram
analisadas sob aumento microscépico de 200x.

Outra andlise realizada foi a verificacdo da fracdo do volume de colageno. Esta foi
calculada pela razdo percentual da area positivamente corada para as fibras colagenas
(quantidade absoluta de colageno no campo histoldgico) e a area total do tecido (quantidade
absoluta de colageno e miocitos no campo histoldgico) campo a campo, em 30 campos por
lamina. Esta andlise teve como objetivo verificar as possiveis alteracdes histoldgicas
desenvolvidas pelos animais e também o possivel remodelamento obtido apds o periodo do
treinamento fisico.

O namero de capilares e fibras foi obtido a partir da média dos valores encontrados em

3 campos de 206843pm? cada, contados para cada animal.
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4.3.7 Anélise dos dados.

Os resultados estdo apresentados como média e desvio padrdo da média. ANOVA
ONE WAY de medidas repetidas e post-hoc de Tukey foram empregadas para comparar a
freqiiéncia cardiaca pré e pos-treinamento em cada grupo e ANOVA TWO-WAY com post-
hoc de Bonferroni foi empregada na comparacdo da variagdo (em delta: A = FCs— FC,) da
freqiiéncia cardiaca nos momentos correspondentes entre 0s grupos (GS vs. GT vs. GC). As
alteracbes do tecido cardiaco pré e pos-treinamento foram detectados pelo emprego da
ANOVA ONE WAY e post-hoc de Tukey. Para comparacdo entre GS vs. GT vs. GC para
Efeito Vagal, Efeito Simpético e FC Intrinseca foi utilizado Tese t Student e post-hoc de
Tukey. A significancia estatistica foi considerada para p<0,05. A escolha pelos métodos
estatisticos acima empregados foi baseada nos estudos encontrados na literatura para assim

poder comparar 0s resultados encontrados.
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Na tabela 2 estdo representados as médias e desvio padrdo do peso corporal, do peso

do coracdo e peso separados do ventriculo esquerdo e do ventriculo direito dos grupos

controle, estresse e treinado. Todos os animais dos grupos estavam com idade de 130 dias. Os

experimentos foram realizados apds o periodo de 10 semanas de treinamento.

Tabela 2: Caracteristicas da massa corporea, peso do coracdo e peso das estruturas

cardiacas dos animais dos grupos controle (GC), estresse (GS) e treinados (GT).

N Idade PC PC PVE PVD

(dias) @ (mg/g) (mg/g) (mg/g)
GC 6 130 357,5+51,2 314+05 1,94+02 055+0,1
GS 6 130 388,3+48,6 323+03 2,15+0,2 056+0,1
GT 6 130 362 +223 3,57+0,3* 2,49 +0,3* 0,61+ 0,06

Caracterizacdo do Tecido Cardiaco dos animais GC, GS e GT ap6s o periodo de treinamento de 10 semanas e
idade de 130 dias. PC = peso corporal; PC = peso do coragdo; PVE = peso do ventriculo Esquerdo; PVD = peso
do ventriculo direito. *p < 0,05 em relacdo GC vs GT. Dados expressos como média + desvio padrao.
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Analisando os resultados apresentados na tabela 2, verifica-se que a massa corporal e
0 peso do ventriculo direito entre os grupos nao foram significativamente diferentes.

Contudo, em relagcdo ao peso do coragdo, empregado para quantificar a hipertrofia
cardiaca, pode-se verificar que os animais do GT em relacdo ao GC apresentaram maior
massa cardiaca (p> 0,05) apds as 10 semanas de exercicio fisico. Esta significativa hipertrofia
representa 13,7% a mais de peso cardiaco. Embora tenha sido observado um aparente
aumento de 10,5% em relagdo ao GT e 0 GS, este ndo foi estatisticamente significativo.

Concomitantemente, ao analisar o peso do ventriculo esquerdo, em relacdo ao peso
corporal, verifica-se que o treinamento proposto ao GT foi determinante para o aumento do
peso do ventriculo esquerdo. Nesta analise o grupo citado apresenta valor médio de 2,49mg,
que é significativamente maior (p> 0,05) quando comparado aos valores encontrados no GC
com média de 1,94mg, ou seja, essa hipertrofia ventricular esquerda representa aumento de
28% em relacdo ao grupo controle. A figura 15 ilustra a imagem do corte transversal dos

coraces, na qual A, B e C representam respectivamente os animais do GC, GS e GT.
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Figura 15- Imagem do corte transversal dos coragdes, na qual A, B e C representam respectivamente os animais
do GC, GSe GT.
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Na tabela 3 estdo representados as médias e desvios padrdes do percentual de

colageno, da razdo capilar por fibra (R-C/F) e o didametro do cardiomidcito do ventriculo

esquerdo (DMVE) dos grupos controle, estresse e treinado. Todos 0os animais dos grupos

estavam com idade de 130 dias e os experimentos foram realizados ap6s o periodo de 10

semanas de treinamento.

Tabela 3: Caracteristicas do percentual de colageno, razéo capilar por fibra e diametro

do cardiomidcito do ventriculo esquerdo dos animais dos grupos controle (GC), estresse

(GS) e treinados (GT).

N Idade COLAGENO R-CIF DMVE
(dias) (%) (um)
GC 6 130 0,95+ 0,04 1,07 + 0,02 10,7+ 1,7
GS 6 130 1+0,05 1,13 +0,02 10,7+1,6
GT 6 130 1,15 + 0,03** 1,38 + 0,02*** 13,2 +1,8*

Caracterizacdo do Tecido Cardiaco dos animais dos GC, GS e GT apds o periodo de treinamento de 10 semanas
e idade de 130 dias R-C/F= razdo capilar por fibra; ; DMVE= didmetro do cardiomidcito do ventriculo esquerdo.
*p <0,05; ** p<0,01; *** p < 0,001 em relagdo ao GC vs GT. Dados expressos como média + desvio padrao.
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Ao analisar os resultados apresentados na tabela 3 verifica-se que o diametro do
cardiomidcito do ventriculo esquerdo apresentou aumento significativo (p<0,05) no GT
quando comparado aos grupos GC e GS. O valor médio encontrado neste grupo foi de
13,14um, o que representa aumento de aproximadamente 23% para ambos 0S grupos.

Quanto a fracdo de colageno, nota-se que o GT apresentou maior média quando
comparado ao GC. O aumento de colageno foi discreto, mas estatisticamente significante (p<
0,01).

Em adicdo, ap6s o periodo de 10 semanas, verifica-se que a Razdo Capilar por Fibra
foi significativamente maior no GT em relagdo aos demais grupos experimentais (p< 0,001).
Ao comparar esse aumento observa-se diferenca entre GC vs. GT de aproximadamente 29% e
entre GS vs. GT de 22%. As figuras 16 e 17 ilustram, respectivamente, as |aminas
histoldgicas coradas com HE e Picrossirius Red para colageno perivascular e a deposicao de

colédgeno dos animais deste trabalho.
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Figura 16- Laminas histologicas coradas com HE e Picrossirius Red em aumento de 200x. A regido assinalada
indica o colageno perivascular. A- animais do grupo GC; B- animais do grupo GS; C animais do grupo GT.
Verifica-se aumento discreto no GT (p> 0,01).
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Figura 17- Laminas histol6gicas coradas com HE e Picrossirius Red em aumento de 200x. A regido assinalada
indica a deposi¢do de colageno. A- animais do grupo GC; B- animais do grupo GS; C animais do grupo GT.
Verifica-se aumento significativo no GT (p> 0,001).
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Na tabela 4 apresentamos as médias e desvio padrdo das massas dos atrios direito e a

frequéncia do atrio direito isolado in vitro de cada grupo experimental.

Tabela 4: Caracteristicas da massa do atrio direito isolado, peso do &trio direito
isolado em razéo do peso corporal e a frequéncia atrial espontanea direita in vitro dos

animais dos grupos controle (GC), estresse (GS) e treinados (GT).

N Idade P Atr P Atr/PC FrA

(dias) (mg) (Hz)
GC 6 130 37+78 0,1+0,05 3,8+0,6
GS 6 130 42 +5,1* 0,1+0,05 3,3+05
GT 6 130 35+5,1 0,09 +0,03 2,9+0,3*

Caracterizacdo do atrio direito isolado dos animais dos GC, GS e GT ap6s o periodo de treinamento de 10
semanas e idade de 130 dias. Peso Atrial (PA) = peso do tecido do atrio direito isolado; PAtr / PC = peso do &trio
direito em raz&o do peso corporal; FrA = freqiiéncia atrial. *p < 0,05; em relacdo ao GS vs GC e GT. Dados

expressos como média + desvio padrao.
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Os resultados apresentados na tabela 4 demonstram a massa do atrio direito isolado, a
massa do atrio corrigida pelo peso corporal do animal e freqliéncia atrial espontanea.
Analisando os dados verifica-se que ndo houve diferenca significativamente estatistica entre
os animais do GC vs. GT para o peso do atrio e o peso do atrio corrigido pelo peso corporal.
Contudo, observa-se valor diferenca significativamente maior ao comparar o resultado do
peso do atrio direito isolado do GS vs. GC e GS vs. GT (p< 0,05). Entretanto, ao corrigir este
valor pelo peso corporal do animal ndo mais se encontram essa diferenca estatisticamente
significativa. Outro dado representado é a freqiiéncia esponténea do atrio direito in vitro que
apresentou diferenca significativa entre os grupos GT vs. GS e GT vs. GC (p< 0,05).
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B. Freqiiéncia cardiaca ao longo do programa de natagao.

Na tabela 5 estdo representadas as frequéncias cardiacas dos grupos experimentais
controle (GC), estresse (GS) e de treinamento (GT) ao longo das 10 semanas de treinamento

de natacéo.

Tabela 5 - Frequéncia Cardiaca (bpm) intragrupo pré e pos-treinamento durante as 10
semanas de natacdo dos animais dos grupos controle (GC), estresse (GS) e treinados
(GT).

Semanas de

Treinamento GC (bpm) GS (bpm) GT (bpm)
0 3409+ 7,2 3274+ 6,7 3622+ 7.8
! 3555+ 9,1 3513+ 39 375+ 99
2 3445+ 64 3497+ 46 3487+ 67
3 32,7+ 28 3308+ 6,1 3335+ 58
4 3123+ 59 3208+ 12,7 343+ 102
> 3327+ 59 346,7+ 6,2 3423+ 44
6 3285+ 6,9 3043+ 6,2 3065+ 65
! 3372+ 82 3173+ 89 212+ 123
8 3307+ 7,9 3168+ 11,2 315+ 42"
o 3147+ 68 3212+ 50 2055+ 6,6
10 3423+ 126 3188+ 7.1 2895+ 91

Comparacdo da freqiiéncia cardiaca preé treinamento vs. treinamento de 10 semanas de nata¢do. 0 € a semana pré-
treinamento; 1-10 sdo as semanas de treinamento do grupo controle (para GC), grupo estresse (para GS) e grupo
treinado (para GT). Valores ap6s o periodo de treinamento de 10 semanas e idade de 130 dias *p < 0,05; ** p <
0,01;*** p < 0,001. Dados expressos como média + erro padrao.

Ao analisar os resultados apresentados na tabela 5, verifica-se que os valores da FC
dos grupos GC e GS ndo sofreram variacbes estatisticamente significativas. Entretanto, a
frequéncia cardiaca do GT do periodo de treinamento, comparada a freqiiéncia cardiaca pré-
treinamento, foi reduzindo ao longo das semanas de natacdo, sendo esta reducao significativa
da sexta até a decima semana de treinamento, com reducdes de até 20% da FC observada no

pré-treinamento.
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C. Variacdo da frequéncia cardiaca ao longo do programa de treinamento.

Na figura 18 ilustrada a variagdo da freqiiéncia cardiaca média de cada grupo ao longo
das 10 semanas de treinamento em relacdo a freqliéncia no tempo “zero” semanas. Estas
variacbes da freqliéncia cardiaca (AFC) foram calculadas para cada animal pela seguinte

expresséo:

A FC = (FCsem — FC|),

Onde,
FCsem representa a media e desvio padrdo da FC na semana de treinamento;

FCp representa a média e desvio padrédo da FC no ponto zero de treinamento.
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Figura 18: Graficos ilustrando a variagdo da FC, em relacdo ao tempo “zero” semanas de treinamento, dos
grupos GC, GS e GT ao longo do periodo de 10 semanas de Treinamento. O eixo das abscissas ilustra
concomitantemente as semanas de treinamento com o respectivo dia de vida. (N=6). (delta: A=t; — to, na qual t
representa a FC com 130 dias de vida e t a FC com 60 dias de vida); “GT vs. GS; 'GT vs. GC.
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Com base nos resultados apresentados observa-se que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa na variacéo da freqiiéncia cardiaca entre os grupos GC vs. GS ao
longo do treinamento. Entretanto, ao analisar os resultados obtidos pela comparagéo entre GC
vs. GT encontra-se diferenca estatisticamente significativa entre as variagdes de freqiéncias
cardiacas destes grupos no periodo que compreende a sexta e a décima e semana de
treinamento. Resultado similar ocorreu ente GS vs. GT, na quinta, oitava, nona e décima
semana. Outro resultado encontrado nesta figura é a comparacdo da FC do GT comparado a
ele mesmo no tempo “zero”. Esta andalise mostra diminuicdo estatisticamente significativa ao

comparar a FC do tempo “zero” as semanas 6, 7, 8, 9 e 10.
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C. Variacao da freqiiéncia cardiaca ap6s bloqueio farmacologico.

Na tabela 6 estdo apresentadas a comparacdo do controle autonémico da FC por meio
da variacdo entre FC inicial e FC com farmaco (AFC) apds o bloqueio farmacolégico dos
grupos experimentais controle (GC), estresse (GS) e de treinamento (GT) ao longo das 10
semanas de treinamento de natacao.

Para determinacdo do Efeito Vagal (EV) e Efeito Simpético (ES) sobre a FC foram

utilizadas as seguintes equacoes:

EV = FC atropina - FC inicial do teste.
ES = FCinicial do teste = FC propranolol

Tabela 6 — Comparacao do Controle Autondmico da Frequéncia Cardiaca apos o
bloqueio farmacologico, entre os grupos, apos as 10 semanas de natacdo dos animais dos

grupos controle (GC), estresse (GS) e treinados (GT).

GC (bpm) GS (bpm) GT (bpm)
EV )
1576+ 310 1175+ 46,0 2009+ 264
ES 195+ 126 11+ 193 124+ 202
FC Intrinseca 3656+ 27 353+ 188 3627+ 215

Comparagéo do controle autonémico da FC (bpm) apds o blogueio farmacoldgico para os animais do GC, GS e

GT ap6s 10 semanas de exercicio de natagdo. Valores expressos em média + desvio padréo. *p<0,05.

Ao analisar os dados apresentados na tabela 6, verifica-se que o valor do EV
apresentado aos animais do GT foi significativamente maior quando comparado aos demais
valores do GC e GS. Quanto aos valores de ES e FC intrinseca, estes ndo apresentaram
variagOes significativas entre os grupos. A figura 19 ilustra o comportamento da FC neste

experimento.
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Figura 19: Gréficos ilustrando o comportamento autondmico sobre a FC em trés momentos. A — participacdo do
tonus vagal sobre a FC: Efeito Vagal; B — participacdo do tdnus adrenérgico sobre a FC: Efeito Simpatico; C -
comportamento da FC intrinseca. Realizados nos grupos GC (N=6), GS (N=6) e GT (N=6) ap6s periodo de 10
semanas de treinamento. *p>0,05.
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D. Inducéo a arritmia em atrio direito isolado de rato.

A figura 20 ilustra os eletrogramas atriais dos grupos GS e GT durante o protocolo de

indugdo de arritmias.
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Figura 20. Eletrograma atrial de rato do grupo GS (A) e GT (B). Observa-se o ritmo normal, o artefato de
estimulo seguido da arritmia induzida. Freqiiéncia atrial natural em A 133 bpm; freqliéncia da arritmia de 738

bpm.Em B, freqliéncia atrial natural de 162 bpm; frequiéncia da arritmia de 938 bpm.
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Tabela 7: Caracteristicas e Parametros para a inducéo de arritmias atriais nos animais
dos grupos controle (GC), estresse (GS) e treinados (GT).

GC GS GT
Idade (dias) 130 130 130
Amplitude do Estimulo 43+0,8 45+0,2 2*
(x LA)
Freqiiéncia Atrial * 38+06 33+05 29+03*
(Hz)
Ndmero de trens ° 4-5 4-5 1-2*
Frequéncia da Arritmia 179+24 24,6 +6,9% 18+1,6
(H2)
Duragdo da Arritmia 38a>60 15a>60 25a>60
(s)

Caracteristicas e Parametros na inducgdo de arritmias atriais obtidas durante o processo experimental. Verifica-se
a Idade; Amplitude do Estimulo (x LA); Freqliéncia Atrial (Hz); Numero de trens; Freqliéncia da Arritmia (Hz);
Duragdo da Arritmia (s).  Frequencia Atrial — dado obtido ap6s 40 min de estabilizagdo do atrio. ® Nimero de
trens — quantidade de trens necessarios para induzir arritmia, estes expressos com valor minimo e maximo. Dado
expressos em média + desvio padrdo. p>0,05.
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Na tabela 7 estdo representados os dados referentes a inducéo de arritmia atrial nos
animais dos grupos GC, GS e GT. Verifica-se que, a media da Amplitude de Estimulo (x LA)
foi estatisticamente menor ao comparar este valor entre os dados obtidos para GC e GS,
apresentando para GT valor de 2x LA, enquanto para GC e GS, obtiveram-se valores de 4,3 e
4,5 x LA respectivamente. Outro dado estatisticamente significante foi a diminuicdo da média
frequéncia atrial nos animais do grupo treinado, apresentado valor de 2,9 Hz, quando
comparado a média freqliéncia atrial do GC. Observa-se também que a média da frequéncia
da arritmia dos animais do GS foi significativamente maior ao compara-la com a média da
frequéncia atrial dos demais grupos deste trabalho. E finalizando, verifica-se que o nimero de
trens ou a quantidade maxima e minima de trens de pulsos necessarios para induzir arritmias
também apresentou diferenca estatisticamente ao comparar GT vs. GS e GC. Nesta
comparagdo, GT apresentou a quantidade minima de 1 e maxima de 2 trens para induzir
arritmia, enquanto para ambos GC e GS foi de 4 a 5 trens necessarios A seguir, a figura 21
ilustra a média do estimulo e o nimero de trens necessarios para a inducdo de arritmia atrial
nas trés condicdes (GC,GS e GT).
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Figura 21. A- Gréfico ilustrando a média do Estimulo Minimo Necessario (Amplitude do Pulso expressa em
multiplos inteiros do limiar atrial) necessarios para a inducdo de Arritmias mostradas em trés condigdes
experimentais: Controle, Estresse, Treinado. Valores expressos em média + desvio padrdo (N=18). p< 0,05. B-
Gréfico ilustrando o nimero de trens necessarios para induzir arritmias em trés condigcBes experimentais:
Controle, Estresse, Treinado. Valores expressos em valor minimo e méaximo para induzir arritmias.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, desenvolve-se um aparato de natacdo para ratos
jovens/adultos para que pudesse aplicar o programa de exercicio fisico por 10 semanas
e entdo analisar as modificagbes na modulagdo autondémica do coracdo, na
arritmogénese e no remodelamento do tecido cardiaco. A metodologia desenvolvida
facilitou o controle da intensidade do exercicio a qual foi controlada com cargas fixadas
na cauda, evitando que o animal flutuasse e assim realizasse o treinamento por todo o
tempo determinado.

Outra vantagem deste método foi disposicdo em colméia dos animais. Essa
vantagem refere-se a4 quantidade de animais que treinavam na mesma sesséo (nove
animais por sessdo) e a circulacdo da agua pelo aparato, mantendo a temperatura
controlada.

A escolha do modelo de natagdo, e ndo o exercicio em esteira ou voluntario deu-
se por sua eficiéncia em induzir o remodelamento do coragdo, resultando em maior
volume diastolico final de ventriculo esquerdo (EVANGELISTA, BRUM e KRIEGER,
2003), e também por estar relacionado a bradicardia de repouso (MEDEIROS et al,
2000; 2004). Contudo, outros modelos de exercicios também sdo utilizados para
analisar o remodelamento cardiaco. Isto € confirmado pelos estudos de Schaible e
Scheuer (1981), que demonstraram a hipertrofia cardiaca em ratos utilizando protocolos
de treinamento em esteira. Em adicdo, estudos como o de Kemi et al. (2002)
observaram hipertrofia cardiaca em ratos exercitados voluntariamente.

Verificou-se também se houve diferenca no peso corporal dos ratos entre 0s
grupos. No presente estudo ndo foram observadas diferencas no peso corporal entre 0s
grupos de ratos, resultados estes similar ao que ocorreu nos estudo de Medeiros et al.
(2000; 2004) que também ndo observaram diferencas no peso corporal dos animais
sedentarios e treinados apds um periodo de treinamento de 8 semanas.

Verificou-se neste trabalho que o remodelamento cardiaco parece estar
associado ao treinamento de natacdo pois somente foi verificado diferenca significativa
nos valores encontrados nos animais do GT. Esta analise também foi verificada por
Medeiros e colaboradores (2000), que verificam que o treinamento fisico de natagdo
causou hipertrofia cardiaca de 13% nos animais que realizaram o treinamento por

natacao.
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Neste mesmo trabalho de Medeiros e cols. (2000), os autores observaram que 0s
animais submetidos a um programa de treinamento de 8 semanas apresentaram aumento
de 12% na massa cardiaca quando comparada ao grupo controle. De maneira similar,
em outro estudo de Medeiros et al. (2004), observou-se aumento de 13% a mais no peso
total do coracdo de ratos submetidos a treinamento de 8 semanas de natacdo quando
comparados ao peso total do coracao de ratos controle pelo mesmo periodo. Entretanto,
0 grupo de ratos controle desses estudos citados séo equivalentes aos ratos do grupo
estresse (GS) do presente estudo.

Ao analisar as relacdes entre as cdmaras cardiacas, separadamente, foi verificado
no presente estudo, através dos dados do ventriculo esquerdo corrigido pelo peso
corporal, a ocorréncia de uma hipertrofia do ventriculo esquerdo ao comparar GT x GC.
Schaible e Scheuer (1981), estudando a hipertrofia cardiaca em ratos treinados com
natacdo, observaram que estes tinham um aumento do peso do ventriculo esquerdo em
relacdo ao peso corporal. Medeiros et al. (2000) tambem encontraram aumento similar
na massa ventricular esquerda em animais submetidos ao treinamento de natacéo,
quando, ao analisar separadamente as camaras cardiacas, observaram que essa
hipertrofia ocorreu principalmente no ventriculo esquerdo (aumento de 13%; 1,95+0,10
vs. 2,20+0,15 mg/g PC). Em estudo posterior, os resultados encontrados por Medeiros
et al. (2004) também demonstraram aumento significativo no peso ventriculo esquerdo
entre 0 grupo treinado e o grupo sedentario. Desta forma, o modelo utilizado neste
trabalho é viavel e compativel, corroborando os dados da literatura.

Outro resultado encontrado neste estudo foi 0 aumento na fracdo do colageno
cardiaco nos animais treinados. Alguns fatores podem justificar tal alteracdo como os
dados escritos por Feldman et al. (1998) evidenciam que desarranjo na modulacdo entre
as Metaloproteinases (complexa familia de enzimas proteoliticas responsaveis pela
degradacdo do colageno da matriz extracelular) e os inibidores teciduais de
Metaloproteinases tem papel central no remodelamento. Desta forma, este trabalho
corrobora nossos dados.

A hipertrofia cardiaca que resulta do treinamento fisico se da devido aos
estimulos combinados de volume e intensidade. Evangelista, Brum e Krieger (2003)
relatam que a duracdo do treino de natacdo é um fator importante para a inducédo de
hipertrofia cardiaca em camundongos, e que camundongos que estdo perto de seu limite
de adaptacédo funcional, como elevado consumo de oxigénio e tdnus simpatico cardiaco,

desenvolvem hipertrofia cardiaca em condicionamento de endurance pela natacéo.
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No estudo realizado por Souza et al. (2007) que teve por objetivo analisar o
bloqueio em curto prazo da sintese de Oxido Nitrico (NO) com o analogo Ng -
monometil - L arginina (L-NAME) sobre as adaptacGes teciduais cardiacas em ratos
submetidos a natacdo, foi verificado que tanto o grupo treinado quanto o grupo treinado
L-NAME, este mais significativamente, apresentaram maior peso do coragdo (mg/g),
4rea macroscopica (mm?) e percentual de fibrose cardiaca por area. Assim, verifica-se
que outros fatores podem estar associados ao remodelamento cardiaco observados neste
trabalho bem como nos encontrados na literatura.

Estas modificacBes no coracdo sdao adaptacdes caracteristicas frente ao exercicio,
ndo apenas presente em ratos. Em seres humanos, o remodelamento € o conjunto de
alteracBes genéticas, moleculares, celulares e intersticiais cardiacas, manifestadas
clinicamente como modificacdes de tamanho, massa, geometria, e funcdo do coragédo
em determinada injdria aguda ou sobrecarga cronica (patoldgico) ou fisiologico-
adaptativo. Em atleta altamente treinado, o remodelamento cardiaco é reconhecido ha
mais de um seculo e constitui um dos achados mais freqlientes do coracdo de
maratonistas. No entanto, controvérsias ainda persistem sobre seu real significado
(PONTES e LEAES, 2004; GHORAYEB, 2005).

Sendo assim, verifica-se que os dados obtidos neste estudo corroboram dados
encontrados na literatura, nos quais se verifica que, tanto em modelos experimentais
como em atletas profissionais de ‘endurance’, o remodelamento cardiaco esta presente
e este ocorre em resposta do volume e da intensidade do esforgo fisico oferecido a esses
atletas.

Em se tratando da frequéncia cardiaca, pode-se verificar neste estudo no
decorrer de 10 semanas de treinamento fisico que a frequéncia cardiaca de repouso do
GT reduziu significativamente a partir da sexta semana quando os valores de freqiiéncia
cardiaca foram comparados com os valores de pré-treinamento. Também foi observado
que a fregliéncia cardiaca do GT foi significativamente menor quando comparados aos
demais grupos.

Nossos resultados corroboram os dados de Medeiros e cols. (2000) os quais
verificaram que 0s animais submetidos ao treinamento fisico de natacdo também
apresentaram diminuicdo da freqliéncia cardiaca de repouso. Estes autores observaram
gue na sexta semana de treinamento houve queda significativa da FC por todos os
métodos utilizados, sendo eles a medida da pressdo arterial indireta obtida através do

esfigmomanémetro de cauda (diminuicdo de 10% ou 31 batimentos por minuto na FC),
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a partir do pulso de pressdo arterial (reducdo de 18% ou 66 batimentos por minuto) e
com uso do eletrocardiograma (reducdo de 8% ou 25 batimentos por minuto).

Resultados similares s@o encontrados em outro estudo de Medeiros et al. (2004)
0s quais demonstraram que a FC diminuiu significativamente apds 6 semanas de
treinamento de natacdo, em comparacdo com o periodo pré-exercicio bem como ao
comparar com a frequiéncia cardiaca de animais sedentarios, que permaneceu inalterada
durante o estudo.

Evangelista, Brum e Krieger (2003), em contrapartida, relatam que apds 3
semanas de exercicio em diferentes volumes e intensidades, a FC diminuiu
significativamente em todos os grupos estudados, tanto em comparacdo com o periodo
pré-exercicio, bem como para os animais sedentarios. Em contraste, a FC permaneceu
inalterada no grupo sedentario.

Somando a todas essas evidéncias, Souza et al. (2007) verificaram que o
exercicio fisico de natagcdo diminuiu significativamente a FC nos animais treinados e é
mais significante nos que tiveram o bloqueio do NO pelo analogo L-NAME. E valido
ressaltar que os animais do grupo sedentario com bloqueio de NO tiveram maior FC em
repouso em relacdo ao grupo controle, enfatizando assim que o exercicio fisico
sobressai ao efeito do L-NAME.

N&o apenas no exercicio de natacdo é verificado a bradicardia de repouso. Esta
modulacdo do sistema nervoso autdbnomo também foi observada em estudos realizados
com eletrocardiograma de repouso em ratos submetidos ao treinamento fisico em esteira
rolante (NEGRAO et al. 1992) e em humanos corredores (MACIEL et al. 1985; PUIG
et al. 1993).

No estudo realizado com remadores profissionais foi observada relacdo direta do
balanco simpatico-vagal com a fase de treinamento desses atletas. Foi verificado neste
estudo bradicardia progressiva com treinamentos acima de 75% da carga maxima
permitida para cada atleta e que essa bradicardia estava associada a importante aumento
do componente vagal e discreta queda do componente simpatico da variabilidade da FC
(IELLAMO et al. 2002).

De maneira convicta, os autores afirmam que o desenvolvimento de bradicardia
de repouso decorrente do treinamento fisico indica que o condicionamento aerébico foi
obtido sob as condigdes experimentais, e podem ser interpretados como adaptagéo
autondmica necessaria relacionada ao aumento da performance do atleta, com a

finalidade de preparar o sistema cardiovascular para rapidas respostas da FC, de débito
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cardiaco, de redestribuicdo de fluxo e de perfusdo muscular exigidas pelas altas
demandas nos esforcos fisicos (MACIEL et al. 1985; PUIG et al. 1993; NEGRAO et al;
MEDEIROS et al. 2000; 2004; EVANGELISTA, BRUM e KRIEGER, 2003; SOUZA
et al. 2007).

Em consondncia com os dados obtidos com humanos, verificamos em nosso
estudo que a bradicardia de repouso dos animais submetidos ao treinamento esta
relacionada ao aumento na atividade vagal. Em estudo realizado por Medeiros et al
(2000a; 2004b) e Evangelista, Brum e Krieger, (2003) a bradicardia apresentada apds a
sexta semana de exercicio de natacdo ndo esta relacionada com a diminuicdo da
atividade simpética, mas, sobretudo ao aumento na atividade vagal.

Esta atividade vagal aumentada pode estar associada a facilitagdo na
inducibilidade a arritmias atriais do GC vs. GT vs. GS apresentada neste estudo, uma
vez que Godoy et al. (1999) documentou que a inducibilidade de arritmias em atrio
direito isolado de rato é abolida quanto este é perfundido em 1uM de atropina.
Corroborando com o descrito, Faria et al. (2008) relatam a participacdo do mecanismo
colinérgico na facilidade de inducdo elétrica de arritmias atriais, na qual o preé-
tratamento do tecido por 30 minutos com Carbacol diminui significativamente o nimero
de trens de pulsos necessarios para induzir arritmia. Por outro lado foi observado
blogueio da arritmia em todas as idades ao realizar o pré-tratamento com Atropina. Em
suma, os resultados encontrados nesta pesquisa somam aos demais relatados até aqui,
indicando que a atividade colinérgica facilita a inducdo de arritmias induzidas
eletricamente em atrio direito isolado de ratos tanto jovens como adultos.

Em seres humanos, tem sido documentada maior incidéncia de fibrilacdo atrial
em atletas de alto nivel. Em monitoracGes mais prolongadas do ECG, a incidéncia em
atletas é em torno de 0,0063%, consideravelmente maior que a incidéncia de 0,004%
encontrada em pessoas sedentarias de mesma faixa etaria (ZEHENDER et al. 1999).
Negrdo e Barreto (2005) citam que a explicacdo para essa maior incidéncia em atletas
estd associada a alteracdo do sistema nervoso autbnomo, mais especificamente do ténus
vagal.

Entretanto estdo bem documentados que fatores emocionais afetam o controle
autondmico do coracdo. Emocdes como raiva e ansiedade estdo associados a aumento
da atividade simpatica, aumentando assim a FC e o risco de doenca cardiaca coronaria
ou morte subita cardiaca (AGELINK et al. 2002; NAHSHONI et al. 2004;

WITTSTEIN et al 2005). De maneira antag6nica, sentimentos de medo e desesperanca
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resultam em bradicardia por ativacdo vagal, que pode levar a sincope vaso-vagal e
assistolia (FRIEDMAN et al. 1993; ANGRILLI et al. 1997).

Sgoifo et al. (1999) avaliaram a ativacdo autondmica em resposta ao estresse
experimental comumente utilizados paradigmas como derrota social, retencdo, choque,
e de natacdo forgcada. Todos os estudos obtiveram ativacdo simpética, porém, apenas o
modelo de natacéo forgada resultou em severa ativagdo vagal.

No estudo realizado por Wood et al. (2006), em que ratos nadavam a
temperatura de 25°C (+ 0,5) por 2 horas, apresentaram bradicardia de repouso ap6s o
periodo de treinamento. Contudo é importante ressaltar que neste estudo ndao houve o
incremento de carga adicional ao peso corporal dos animais, que a temperatura da agua
onde os animais realizaram o exercicio de natacdo estava bem abaixo e o tempo que o
animal ficava exposto ao meio liquido superior ao realizado neste estudo, o que difere
da metodologia aplicada neste trabalho e dos demais citados neste capitulo. Vale
ressaltar que a sobrecarga adicional ao peso do animal & fator primordial para a
realizacdo do exercicio de natacdo, uma vez que sem 0 mesmo o0 animal apenas boia.

Considerando os achados da literatura e os obtidos no presente trabalho, é
possivel depreender que ainda hd muito a se elucidar acerca dos beneficios e maleficios
de exercicio fisico em individuos normais ou em cardiopatas, sobretudo no que se refere

a arritmogénese.
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7 CONCLUSAO

Concluimos que:

1) um programa de 10 semanas de treinamento fisico de natagdo diminuiu

significativamente a freqiiéncia cardiaca de repouso em ratos;

2) a bradicardia induzida pelo treinamento de natacdo ndo esta associada a alteracdo da
modulacdo cardiaca simpéatica ou de alteraces no nddulo sinusal que controla a

freqiiéncia cardiaca intrinseca, mas sim pelo aumento do ténus vagal cardiaco;

3) a Inducdo a arritmias é facilitada pela alteracdo da modulacdo cardiaca dos ratos

treinados;

4) o treinamento de natacdo induz o remodelamento do sistema autonémico cardiaco e

morfologico do coracdo em ratos.

5-) 0 modelo de exercicio fisico de natacdo proposto neste estudo constitui-se de uma
ferramenta metodologia adequada para contribuir com o aprofundamento do estudo da

influéncia do exercicio fisico na modulacdo autonémica do coracao.

Em suma, os resultados encontrados neste trabalho indicam que, apesar de haver
varios efeitos benéficos do exercicio fisico aer6bio para salde, cautelas devem ser
tomadas para evitar que o aumento do ténus vagal possa levar ao aumento de
vulnerabilidade as arritmias atriais.

Desta forma, estudos adicionais ainda sdo necessarios para melhor elucidar o
mecanismo arritmogénico associado ao aumento da modulacéo colinérgica alterada pelo

exercicio fisico.
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