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RESUMO

Estilo de vida sedentario e a ingestdo de dietas pouco saudaveis séo
considerados fatores de risco para o desenvolvimento de doencgas cardiacas, como
as relacionadas a diabetes tipo 2 e a sindrome metabdlica, ambas associadas a um
aumento na resisténcia a insulina. Relacbes entre a doencga cardiovascular e a
disfungdo na sinalizagdo de calcio da célula cardiaca s&o observadas nos
cardiomiécitos em varias patologias; submeter animais ao treinamento fisico aerdbio
melhora a contratilidade e leva a aumento da liberagdo intracelular de Ca®** dos
cardiomidcitos. Neste estudo nosso objetivo foi investigar o efeito de tratamentos in
vivo ou in vitro, com acidos graxos, na sinalizagdo intracelular de caélcio de
camundongos treinados ou nao. Inicialmente, usamos cardiomidcitos de
camundongos ApoE KO tratados com dieta rica em gorduras trans e carboidratos
simples (GC) e camundongos C57/BL6 controle que, com a mesma dieta,
apresentaram valores altos de colesterol, glicose e menor sensibilidade a insulina; os
cardiomiécitos dos camundongos ApoE KO e C57/BL6 tratados com a dieta GC,
apresentaram disfungdo na sinalizagdo intracelular de calcio, caracterizada por
redugdo na amplitude e aumento do tempo de decaimento do transiente de Ca®*. O
treinamento fisico aerdbio, por 6 semanas, reverteu a disfungdo na sinalizagao
intracelular de calcio dos camundongos controle e ApoE KO, tratados com a dieta
GC, atenuou a resisténcia a insulina em camundongos C57/BL6 mas nao induziu
outras melhoras metabdlicas. Em uma segunda etapa, cardiomidcitos de
camundongos diabéticos (db/db) e controle foram incubados com o acido graxo
saturado palmitato e o insaturado (EPA). As células de db/db apresentaram
disfungdes na sinalizagao de calcio e isto nao foi agravado pelos acidos graxos; por
outro lado, em cardiomiocitos do grupo controle, a sinalizagdo de calcio era normal,
mas apresentava disfungées na presenca destes acidos graxos. Comparamos 0s
efeitos destas incubagdées em cardiomidcitos de camundongos controle submetidos
ou nao a um programa de treinamento fisico aerdbio. Células de camundongos
treinados apresentaram um aumento da liberagdo global de Ca®" que nao foi
alterada pela exposi¢cado ao palmitato ou ao EPA. Além disso, em cardiomidcitos de
camundongos controle nao treinados, a incubagdo com o palmitato levou a maior
producdo de ROS, fato que foi completamente revertido quando usados

cardiomiécitos dos camundongos treinados. A disfungdo na sinalizagado de Ca*"



observada nas células de camundongos controle ndo p6éde ser explicada por uma
alteracdo na duragao do potencial de agcdo, uma vez que esta ndo se mostrou
diferente nas células de treinados, ou nao treinados, na presenca ou auséncia dos
acidos graxos. Concluimos que o aumento de acidos graxos esta relacionado com
uma disfuncdo na sinalizacdo de Ca®" no cardiomidcito ventricular e o treinamento
fisico aerobio melhora a sinalizacdo de calcio, mesmo na presenca de doses altas
de acidos graxos saturados ou trans, tidos como ndo saudaveis, provavelmente por

reducdo na producao de superoxidos pelas mitocéndrias.

PALAVRAS-CHAVE: camundongos; cardiomidcitos; calcio intracelular; treinamento

fisico; acidos graxos; dieta



ABSTRACT

Sedentary lifestyle and unhealthy diets are considered as risk factors for many
cardiac diseases, as diabetes type 2 and metabolic syndrome; both related to
enhanced insulin resistance. Relationship between cardiovascular diseases and
intracellular calcium dysfunction is seen in cardiomyocytes; this is reverted by
physical training. We investigated the effect of various in vivo or in vitro treatments
with fatty acids in ventricular myocyte Ca?* signaling of mice submitted to physical
training or not. In the first part of this study we have used cardiomyocytes from ApoE
KO and control (C57/BL6) mice submitted to a high trans fatty, high sugar diet (HF).
C57/BL6 and ApoE KO mice with HF diet presented high cholesterol levels. C57/BL6
mice presented high glucose values and insulin resistance. Cardiomyocytes from all
these mice submitted to HF diet showed calcium signaling dysfunction characterized
by a reduced and slower Ca** transient, which was reverted by 6 weeks of aerobic
training. Training also attenuated insulin resistance but did not have any other effects
on metabolic parameters. In the second part, we have studied cardiomyocytes from a
diabetic model (db/db) and C57/BL6 mice acutely treated with saturated fatty acid
palmitate and unsaturated fatty acid (EPA); cardiac cells from db/db presented
calcium signaling dysfunction but this was not worsen by palmitate or EPA; on the
other hand, cells from C57/BL6 group presented dysfunction in the presence of
palmitate. We then compared the effects of incubation with EPA and palmitate in
cardiomyocytes from C57/BL6 submitted or not to physical training. As expected,
trained cardiomyocytes treated with palmitate presented an improvement in calcium
signaling. Greater production of ROS after palmitate treatment in cardiomyocytes
from C57/BL6 untrained mice was almost completely reverted by physical training.
Action potential, as seen by patch clamp technique, was not different after the
treatment with fatty acids, independent of training state. Our conclusions are that
increased fatty acid levels are related to Ca?* signaling dysfunction in ventricular
myocytes and aerobic physical training improves calcium intracellular signaling in the
presence of high levels of unhealthy saturated or trans fatty acids, and this is

probably due to reduced production of superoxides by mitochondria.

KEYWORDS: mice; cardiomyocytes; intracellular calcium; physical training; fatty

acids; diet.



1 INTRODUCAO

O numero de mortes em consequéncia de doencgas cardiacas multiplicou-se
por um fator de 29, de 1900 a 1996; parece evidente que este aumento € decorrente
de mudancgas relacionadas ao ambiente e ndo a alteragdes referentes ao genoma
humano (BOOTH et al., 2000). Até 2020, estima-se que um ter¢co de todas as
mortes no mundo serdo devidas a doengas cardiacas (KATZ, 2006). Estilo de vida
sedentario e dietas poucos saudaveis sdo considerados fatores de risco para o
desenvolvimento destas doencgas e, na presenca da obesidade, este quadro pode
ser agravado. Em pacientes obesos, a combinagao de condi¢dées como diabetes tipo
2, hipertensdo e doenga cardiaca, tem a denominagdo de sindrome metabdlica e
esta associada a um aumento na resisténcia a insulina; acredita-se que esta
resisténcia seja resultante da lipotoxicidade (YE, 2007).

Uma intervencao eficiente para melhorar a agcado da insulina em individuos
obesos e/ou com sindrome metabdlica, € o treinamento fisico de resisténcia aerbbia,
planejado e praticado de forma regular (HOUMARD, 2007). No musculo esquelético,
as adaptagdes incluem geragdao de mitocéndrias e maior capacidade de oxidar
substratos como glicose e gorduras; e tém uma relevancia cientifica e clinica muito
importante, devido a relagdo do aumento da pratica de atividade fisica com a
melhoria da saude metabdlica e reducao de diversas doencas crbnicas, incluindo
obesidade, resisténcia a insulina, diabetes tipo 2 e hipertensao (LITTLE et al., 2010;
RONDON e BRUM, 2003). Juntos, atividade fisica e dieta podem reduzir o risco de
um grande numero de doengas crénicas, inclusive a doenga cardiaca, hipertensao,
diabetes e sindromes metabdlicas, varios tipos de cancer, e, em muitos casos,
podem até mesmo reverter o curso de uma doencga pré-existente

Os mecanismos moleculares pelos quais a atividade fisica e/ou a dieta atuam
na protecdo contra doencas ndao sao completamente conhecidos; em particular, no
que diz respeito as fungdes da célula cardiaca (ROBERTS e BARNARD, 2005).

Em estudos recentes tém sido verificadas, no plano celular, relagdes entre a
doencga cardiovascular e a disfuncdo na sinalizacdo de calcio da célula cardiaca
(VASANJI et al., 2006; GUATIMOSIM et al., 2002). A disfungdo na sinalizagdo de
calcio pode interferir na contracdo e no relaxamento da célula cardiaca e,
consequentemente, na fungdo do musculo cardiaco. Por outro lado, cardiomidcitos

de animais submetidos ao treinamento fisico aerdobio apresentam melhor



contratilidade e um aumento da liberagao intracelular de Ca® (KEMI et al., 2007;
OLIVEIRA et al., 2009).

A contragédo da célula cardiaca inicia-se com a chegada de um potencial de
acao que leva a despolarizacdo do sarcolema e consequente abertura de canais de
calcio tipo L (dependentes de voltagem), resultando em um influxo de Ca®* (Icay).
Este Ca”, por sua vez, € capaz de ativar canais de Ca®* intracelulares do reticulo
sarcoplasmatico (RS), os receptores de rianodina (RYR) (BERS, 2002).

Localizados na superficie do RS, os RYR sdo sensiveis ao Ca** e, quando
estimulados, abrem-se e provocam um aumento na concentragao intracelular de
Ca?* (Ca®")) e consequente ativacdo da maquinaria contratil. Neste contexto, o Ca*
liberado do reticulo sarcoplasmatico constitui a principal fonte de Ca®* na contracéo
celular (MARKS, 2000). O aumento transitério do Ca®* no interior da célula recebe o
nome de transiente de calcio.

Cada onda de excitagao elétrica espalha-se rapidamente pela membrana
plasmatica de células adjacentes; o calcio liberado a partir do RS ativa a contragao
das miofibrilas (SEVERS, 2000) e, simultaneamente, das cadmaras cardiacas. Este
processo € denominado acoplamento excitagado-contragdo (AEC), pois a partir da
excitacao elétrica, na forma do potencial de agao, ocorre desenvolvimento da forca
mecéanica, contragcdo do coragéo (BERS, 2002).

Coracgdes de modelos animais que tenham sido submetidos a dietas ricas em
gorduras, carboidratos simples, ou ambos, ou que foram geneticamente
desenvolvidos para que se tornassem obesos ou diabéticos tipo 2, apresentam
disfungdes cardiacas graves. Estas disfungdes sdo também evidentes na avaliagéo
da contragdo do musculo cardiaco in vitro, ou na contragdo da célula cardiaca
avaliada por técnicas que permitem estudar a sinalizagao intracelular de calcio e/ou
expressao de proteinas envolvidas no processo excitagdo-acoplamento. Diversos
estudos tém sugerido que tais disfungdes ocorrem devido a presenca de excesso de
acidos graxos saturados na célula cardiaca. O palmitato, por exemplo, induz a
apoptose em células de ratos adultos e neonatos pela ativagao da via de novo para
formacgao de ceramida e ativagao da via apoptética da mitocdndria; o acumulo da
ceramida leva a produgao de espécies reativas de oxigénio (ROS) pela cadeia de
transporte de elétrons das mitocondrias. Desta forma, os acidos graxos sao oxidados
com menor eficiéncia, e tém efeitos lipotdxicos nos cardiomidcitos (SPARAGNA, et
al., 2000; DYNTAR et al., 2006).



Por outro lado, verificou-se que células de musculo esquelético de humanos
obesos treinados, de forma semelhante ao observado em coragdes isolados de ratos
treinados (BURELLE et al., 2004; TURCOTTE e FISCHER, 2008) apresentam,
mesmo na presenga de excesso de acidos graxos, maior eficiéncia na produgao
energética. Isto parece ocorrer devido a melhor regulagdo do transporte de acidos
graxos para dentro das mitocdndrias, onde serdo oxidados (SCHENK e HOROWITZ,
2006; GOODPASTER et al., 2001).

No presente estudo, elaboramos a hipotese de que células cardiacas de
modelos de camundongos com alteragdes no conteudo de acidos graxos sofrem
disfungdes na sinalizacao intracelular de calcio; e que estas disfungbes poderao ser

revertidas com um programa de treinamento fisico aerobio.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOENCAS CARDIOVASCULARES, OBESIDADE E DIABETES

Na primeira década do século 21, as doencas cronicas - e nestas se incluem
as doencas cardiovasculares — lideram as causas de morte na sociedade ocidental.
Ha evidéncias claras de que a maior parte das doencgas crénicas esta associada a
inatividade fisica e ao consumo de dietas inadequadas (ROBERTS et al., 2005).

A obesidade tem se tornado um problema crescente no mundo e no Brasil.
Segundo a Pesquisa de Orgamentos Familiares realizada nos anos de 2002 a 2003,
um total de 40% da populagédo adulta do Brasil apresenta excesso de peso (dados
do IBGE). A obesidade é um fator independente para o desenvolvimento da
insuficiéncia cardiaca (BOUDINA et al., 2005). Existem bastantes evidéncias de que
dietas ricas em gorduras provocam obesidade e resisténcia a insulina, causas
fundamentais e lideres no desencadeamento da diabetes, hiperlipidemia,
hipertensdo e doencas cardiovasculares. No Japé&o, o rapido aumento de consumo
de gorduras tem relagao direta com o aumento de casos de diabetes, que alcangou
valores proximos de 6.9 milhdes de pessoas, segundo pesquisa nacional realizada
em 1997. No entanto, os mecanismos moleculares através dos quais as dietas ricas
em gorduras induzem a obesidade e esta provoca resisténcia a insulina e diversas
outras desordens metabdlicas, ainda devem ser estudados (KADOWAKI et al.,
2003).

Estudos clinicos e experimentais sugerem que a diabetes leva a
anormalidades funcionais, bioquimicas e morfolégicas que independem da isquemia
do miocardio. Estudos realizados nos anos 50 ja mostravam que a utilizagdo de
gorduras é aumentada e a de glicose reduzida, em coragcbes de pacientes com
diabetes (BOUDINA e ABEL, 2005).

O metabolismo cardiaco depende da disponibilidade de substrato, podendo
adaptar-se oxidando mais glicose ou acidos graxos de cadeia longa (Ciclo de
Randle). Um desequilibrio na oxidacdo de substratos esta associado com varios
estados patolégicos. Durante a obesidade, a elevagdo da concentragdo de acidos
graxos circulantes, a partir dos depdésitos de gordura, aumenta sua utilizacdo pelos
musculos cardiacos ou esqueléticos; isto aumenta os depdsitos de gordura em

tecidos ndo adiposos e inibe a oxidagdo de glicose, reduzindo a sensibilidade a



insulina (MARIN-GARCIA e GOLDENTHAL, 2002). A insulina, normalmente,
aumenta a utilizagcdo e oxidagdo de glicose que, por sua vez aumenta as
concentragbes de malonil CoA; esta CoA reduz a oxidagdo de acidos graxos por
inibicdo alostérica da palmitoiltransferase da carnitina do musculo (CPT-1)
(MAZUMDER et al., 2004). Desta forma, a deficiéncia ou resisténcia crénica a
insulina reduz drasticamente a utilizacdo cardiaca de glicose, de forma que o
coragao pode contar apenas com o0s acidos graxos para a produgao energética
(FINCK et al., 2003). Apesar dos acidos graxos produzirem mais ATP, durante a
oxidagao aerdbia, do que a glicose, isto ocorre com um consumo aumentado de
oxigénio; assim, o fornecimento de oxigénio pode ser um determinante importante na
utilizagédo de substratos pelo miocardio (MARIN-GARCIA e GOLDENTHAL, 2002).

Sempre que a utilizagdo e/ou a produgdo de acidos graxos excede a
capacidade oxidativa das células, os acidos graxos nao utilizados podem entrar em
vias deletérias, tais como formacdo, de novo, de ceramida; o que resulta em
apoptose, que causa a perda de cardiomiocitos e de células 3, havendo, no coracgéao,
reducdo na eficiéncia cardiaca e surgimento da cardiomiopatia lipotoxica e da
diabetes mellitus ndo insulino-dependente (MARIN-GARCIA e GOLDENTHAL, 2002;
PARK et al., 2004; BOUDINA et al., 2005). A perda de midcitos ndao apenas reduz as
unidades contrateis como também leva a remodelacao das células sobreviventes, o
que pode ter uma responsabilidade direta na deterioracdo da funcido cardiaca
(TRIVEDI e BAROUCH, 2008). Desta forma, a alteracdo do metabolismo de
glicose/acidos graxos é vista como um fator para o aumento do niumero de pacientes
obesos, com diabetes tipo 2 e com doencgas cardiovasculares, em paises do oeste
(MARIN-GARCIA e GOLDENTHAL, 2002).

Na diabetes, um desvio na utilizacdo de substrato cardiaco esta associado

com a ativacdo do receptor a ativado pelos proliferadores dos peroxissomos

(PPARa). O PPARa é um receptor nuclear que regula a transcricdo de uma gama de

genes envolvidos nas vias de utilizagdo dos acidos graxos, incluindo transporte,
esterificacdo e oxidagao (FINCK et al., 2002); entre outros: genes alvo codificados
pelas enzimas do metabolismo dos acidos graxos (B oxidagdo) e dos
transportadores de acidos graxos, tais como a proteina de ligagao de acidos graxos,
a CPT-l, a sintase de acil-CoA, a hidroxiacil CoA deidrogenase.(HAD) e as

apolipoproteinas. Estes dados sugerem que os PPARa tém papel importante na



homeostase metabdlica de acidos graxos (IEMITSU et al., 2002). A expressao
cardiaca e a atividade do PPARa e do seu co-ativador PGC-1a estdo aumentadas
em modelos de roedores, com diabetes, que apresentam deficiéncia de insulina e
resisténcia a insulina. Camundongos transgénicos que super expressam PPARa
especificamente no coracdo apresentam muitas das anormalidades metabdlicas do
coracdo diabético, incluindo maior utilizacdo de acidos graxos e redugdao na
utilizacdo de glicose. O desenvolvimento da cardiomiopatia neste modelo indicou
que, inicialmente, a utilizagcdo de gorduras pode ter um papel compensatorio para
manter a producado de ATP; mas desajustes cronicos no metabolismo do miocardio
podem ter consequiéncias deletérias, incluindo anormalidades funcionais (FINCK et
al., 2002).

Em estudos recentes, tem sido observado que a quantidade de
transportadores de substratos, no sarcolema, tem papel regulatério importante no
uso de glicose ou acidos graxos de cadeia longa. Modular seletivamente a
distribuicdo de tais transportadores pode ser um meio efetivo de normalizar o
metabolismo no coragédo doente (SCHEWENK et al., 2008).

E interessante observar que, apesar de muitos estudos mostrarem que o
aumento da oxidagdo de acidos graxos resulta em acgbes deletérias no coragao,
pesquisa recente (YAN et al., 2009) revelou que a inibicdo da oxidagdo de acidos
graxos, em camundongos que super expressavam GLUT1 e eram alimentados com
uma dieta rica em gordura, nao estava relacionada a um papel protetor, e sim
associada a disfungao cardiaca.

Uma das caracteristicas da diabetes, e de muitas das suas complicagoes, é a
producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (ROS). As mitocdndrias do
musculo cardiaco geram radical superdoxido continuamente, como um subproduto do
transporte de elétrons; desequilibrio entre a produ¢cao de ROS e sua neutralizagcao
por antioxidantes, resulta em estresse oxidativo. Varios pesquisadores encontraram
evidéncias de que as ROS, a partir das mitocdndrias, ativam vias patolégicas que
levam a complicacbes da diabetes. Alteracbes na estrutura e fungdo das
mitocdndrias, no coracgao diabético, parecem ser causados pelas ROS derivadas das
mitocondrias; foi visto que o uso de um antioxidante mitocondrial (MnSOD) é capaz
de proteger as mitocdndrias e os cardiomidcitos da cardiomiopatia diabética (SHEN

et al., 2006). O perdxido de hidrogénio (H»0O;), por exemplo, pode induzir morte



celular por mecanismos que incluem a peroxidagao lipidica, alteragcao das proteinas

celulares, e inicio de varias vias sinalizadores de estresse (GHOSH et al., 2005).

2.2 MODELOS ANIMAIS

Atualmente existe uma gama de modelos experimentais de sindrome

metabdlica. Nés proximos tépicos vamos discutir alguns desses modelos.

2.2.1 DIETA RICA EM GORDURAS E CARBOIDRATOS SIMPLES

O uso de alteragdes dietéticas em modelos animais permite o estudo da
relagao entre a dieta e as doencas cardiovasculares. Tem sido verificado que dietas
ricas em gorduras e carboidratos simples podem provocar, em camundongos,
aumento de colesterol, de lipoproteinas de baixa e de muito baixa densidade (LDL e
VLDL, respectivamente) e lesbes aorticas (NISHINA, VERSTUYFT e PAIGEN,
1990), além de, em humanos, induzir resisténcia a insulina, hipertensao, disfungéo
endotelial, levar ao estresse oxidativo e reduzir a disponibilidade de o6xido nitrico
(NO) (ROBERTS et al., 2005; ROBERTS, VAZIRI e BARNARD, 2002). Este tipo de
dieta, em coelhos, foi considerado diabetogénico, e foi sugerido que induz a
aterosclerose, em consequencia da alteracdo do metabolismo de lipidios e de
glicidios (YIN et al., 2002). Verificou-se, também, que o uso excessivo de sacarose
na agua ingerida por ratos provocou disfungao contratil cardiaca (VASANJI et al.,
2006; DAVIDOFF et al., 2004).

A dieta descrita por (NISHINA, VERSTUYFT e PAIGEN, 1990), rica em
colesterol (1.25%), gordura (15%), acucar simples (50%) e colato (0.5%), tem sido
usada para induzir mudangas pro-inflamatérias na microvasculatura, aumentar a
producdo de ROS, aumentar a expressdao de moléculas de adesdo em células
endoteliais; somando-se a isto, esta dieta leva a hipercolesterolemia, aterogenése e
formagao de pedras de colesterol nas vesiculas. Camundongos submetidos a dieta
de Paigen (como é conhecida), por 3 semanas, apresentam valores plasmaticos de
colesterol total aumentados e menores valores de colesterol HDL (DESAI et al.,
2008). A dieta de Paigen foi testada através do uso de diferentes tipos de gorduras e
foi também observado desenvolvimento de lesdes por acumulo de gordura na aorta

proximal, o que revelou-se estar relacionado com o percentual de acidos graxos



saturados na gordura experimentada e inversamente proporcional a quantidade
presente de gordura monoinsaturada (GETZ e REARDON, 2006).

2.2.2 CAMUNDONGOS ApoE KO

Entre os modelos animais com modificagdes genéticas, desenvolvidos para o
estudo da sindrome metabdlica, estd o camundongo ‘nocaute” para apolipoproteina
E (ApoE KO). A apolipoproteina E medeia a interagao da lipoproteina com varios
receptores e esta presente na superficie de quilomicrons, particulas de VLDL e HDL,;
sua deficiéncia leva a hiperlipidemia e aumento de particulas VLDL. Estes animais
desenvolvem hipercolesterolemia grave e lesbes ateroscleréticas que muito se
assemelham aquelas observadas em humanos (MEIR e LEITERSDORF, 2004).

A aterosclerose é definida como uma doenga inflamatdria, pois as lesdes
conjuntas observadas nesta doencga representam uma série de respostas celulares e
moleculares altamente especificas. Um dos principais fatores de risco é o colesterol
plasmatico elevado, principalmente o LDL, que leva a disfungdo endotelial (ROSS,
1999). As lesbes da aterosclerose ocorrem principalmente nas artérias musculares e
elasticas, médias e grandes, e podem levar a isquemia cardiaca, cerebral, ou das

extremidades, resultando no infarto.

2.2.3 CAMUNDONGOS DIABETICOS db/db

O modelo de camundongo com deficiéncia do receptor de leptina (db/db),
desenvolvido inicialmente a partir do camundongo C57BL/Ks; € um modelo de
obesidade e diabetes tipo 2 que n&o possue a acgado hipotalamica da leptina. Este
camundongo € hiperfagico e obeso porque o receptor para leptina é, normalmente,
responsavel pela regulacédo da alimentagao, ganho de peso e gasto energético. Por
volta da oitava semana de vida, o db/db desenvolve diabetes grave, tem
hiperinsulinemia precoce e, na maior parte dos estudos, apresenta niveis séricos
aumentados de acidos graxos e triglicérides (BUGGER e ABEL, 2009). A



FIGURA 1, abaixo, mostra, de forma esquematica, os possiveis mecanismos pelos

quais ocorrem a cardiomiopatia diabética.
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FIGURA 1 - Esquema representativo dos diferentes mecanismos envolvidos no desenvolvimento da
cardiomiopatia diabética. Os cinco mecanismos principais € suas consequéncias sdo resumidos:
disfungdo na sinalizagdo de calcio, resisténcia a insulina do miocardio, maior utilizacdo de lipidios,
glicotoxicidade e ativagdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona. Os mecanismos que ligam a
diabetes a estas vias ndo sdo completamente conhecidos e ndo se sabe se estas vias compartilham
uma patofisiologia comum. Alem disto, estes mecanismos estéo interrelacionados e podem exacerbar
uns aos outros. SERCA2a Ca®"-ATPase 2a do reticulo sarcoendoplasmatico; NCX, trocador soédio
calcio; PMCA, Ca**ATPase da membrana plasmatica; RyR, receptor da rianodina; AEC, acoplamento
excitagdo-contragéo; ciclo do acido tricarboxilico; PPARa, receptor a ativado pelos proliferadores dos
peroxissomos; ROS, espécie reativa de oxigénio; PKC, proteina quinase C; AGE, produtos finais
glicosados avangados.

A perfusdo de coragdes isolados de camundongos de ob/ob (que sdo obesos,
resistentes a insulina e tem concentracbes séricas aumentadas de acidos graxos
livres), com o palmitato, acido graxo saturado, levou a efeitos de aumento no
consumo de oxigénio e de redugao no deébito cardiaco. Além disto, os coragdes dos

ob/ob apresentam uma reducdo na capacidade oxidativa mitocondrial e




desacoplamento mitocondrial induzido por excesso de acidos graxos (MAZUMDER
et al., 2004).

Os disturbios contrateis sado mais pronunciados nos db/db quando
comparados aos ob/ob, provavelmente devido a hiperglicemia aparecer quando eles
estdo mais novos e por ser de maior gravidade. Estes camundongos desenvolvem
hipertrofia cardiaca, observada através da técnica de IRM, por aumento da massa
do ventriculo esquerdo e dalargura da parede. Através da ecocardiografia tem sido
observado, nos db/db, reducdo na fragao de encurtamento. Em coragdes isolados de
db/db, ha redugcdo do débito cardiaco e da forca cardiaca; além disto, tem sido
observado aumento da pressao diastdlica e do ventriculo esquerdo (BUGGER e
ABEL, 2009).

2.3 CELULA CARDIACA:

A contragdo do musculo cardiaco é resultante da contragdo simultédnea de
todas as células musculares cardiacas. Cada célula se contrai em um unico

momento devido as caracteristicas da estrutura da célula (KATZ, 2006).
2.3.1 SINALIZACAO DE CALCIO NA CELULA CARDIACA

Na célula muscular cardiaca (FIGURA 2), ou cardiomidcito, estdo as unidades
contrateis que sdo denominadas sarcémeros. Estes sao delimitados pelas linhas Z.
Entre as linhas Z existem invaginagdes da membrana plasmatica, ou sarcolema,
denominadas sistema tubular transverso, ou tubulos T. Ao longo do tubulo T estédo
os principais meios de entrada e saida do calcio no citosol, o canal de calcio tipo L e
o trocador sodio/calcio, respectivamente (KATZ, 2006).

A principal organela responsavel por armazenar e liberar calcio no interior do
cardiomidcito, o reticulo sarcoplasmatico (RS), apresenta uma rede de membranas
intracelulares. Durante a contracdo o RS serve como um dissipador de Ca®* e,
quando em relaxamento, serve como um reservatoério. Nesta organela estédo situados
os canais de calcio denominados receptores de rianodina (RYR), que liberam o
calcio para o citosol, e a ATPase de Ca** do RS (SERCA2a), que leva o calcio de
volta para o RS (SEVERS, 2000).
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FIGURA 2 - Organizacdo dos elementos envolvidos no acoplamento excitagdo-contracdo no
cardiomiécito. A. Imagem da célula cardiaca de mamiferos, mostrando as linhas Z delimitando a
unidade funcional da célula cardiaca, o sarcébmero. O espacgo entre as linhas Z é de 1.8 um. B.
Representacdo esquematica dos principais componentes do acoplamento excitagéo-contragéo,
incluindo os tubulos T e os diversos canais idnicos, transportadores, receptores e ATPases de Ca”™". A
organizagao da jungéo tubulo-T-reticulo sarcoplasmatico, do sub-espacgo (15 nm) e a localizagdo dos
receptores de rianodina e canal de ca® tipo-L também estdo representadas. O aumento da
concentracdo de ca® no sub-espaco (vermelho) é responsavel pela ativagdo coordenada dos
receptores de rianodina e consequente ativagado da contragao celular.

A contragao da célula cardiaca inicia-se com a chegada de um potencial de
acao que leva a despolarizagao do sarcolema e consequente abertura de canais de
calcio tipo L (dependentes de voltagem), também conhecidos como receptores de
dihidropiridinas, resultando em um influxo de Ca®* (lca.). Este Ca®*, por sua vez, é
capaz de ativar canais de Ca®" intracelulares do RS, os RYR (BERS, 2002).

Localizados na superficie do RS, os RYR s&o sensiveis ao Ca’ e, quando
estimulados, abrem-se e provocam um aumento na concentragao intracelular de
Ca? (CaZ+i) e consequente ativacao da maquinaria contratil. O aumento transitorio
do Ca?* no interior da célula recebe o nome de transiente de calcio. A marcacdo do
midcito ventricular cardiaco com uma sonda fluorescente sensivel ao Ca®* (Fltor-4)
permite a visualizagdo deste transiente através da técnica de microscopia confocal
(KNOT et al., 2005).



Alguns fatores influenciam o transiente de Ca?* como, por exemplo, as
proteinas envolvidas na liberagdo e na recaptacdo de Ca®". Para que a célula
cardiaca relaxe, ions Ca?* tdm que se dissociar de seus sitios de ligagdo na
troponina C e a concentragao intracelular de calcio deve ser reduzida (KNOT et al.,
2005). A SERCA2a é a principal proteina responsavel pela retirada de calcio do
citosol para o RS, facilitando, assim, o relaxamento cardiaco, sua fungao &,
portanto,portanto, considerada fator determinante da contratilidade cardiaca. A
funcdo da SERCA2a ¢é modulada por sua interagdo com a fosfoproteina
fosfolambam. Esta fosfoproteina, quando nao esta fosforilada, inibe a SERCA2a. A
fosforilagao da fosfolambam pela proteina quinase, dependente de AMPc, associada
ao RS, (PKA), ou pela proteina quinase Il dependente de calcio/calmodulina,
(CaMKIl), alivia esta inibicdo e aumenta a atividade da SERCA2a (VASANJI et al.,
2006).

O calcio é também retirado do citosol através do trocador sédio calcio (NCX).
O NCX pode trabalhar em dois sentidos, levando ao efluxo de calcio ou ao influxo.
Em condi¢des normais, ha predominio do efluxo de calcio pelo NCX mas, na doenca
cardiaca, pode haver um aumento na entrada de calcio por esta proteina, para
disponibilizar mais calcio para a contragao celular (BERS, 2002).

Em modelos de animais com insuficiéncia cardiaca, diabetes e hipertenséo ja
foram relatados reducdo na expressdao da SERCA2a, na fosforilagcdo da
fosfolambam, ou na funcéo da proteina CaMKII, além de aumento na expressao do
NCX (NATTEL et al., 2007, CHOI et al., 2002; VASANJI et al., 2006; SONG et al.,
2005).



2.3.2 EFEITOS DAS DOENCAS E DIETAS RICAS EM GORDURAS E
CARBOIDRATOS SIMPLES NA FUNCAO DA CELULA CARDIACA

Diversos estudos tém constatado a ocorréncia de alteracdes na sinalizagao
de calcio, na célula cardiaca de modelos de animais que se alimentam de dietas
ricas em gorduras e carboidratos simples (NISHINA, VERSTUYFT e PAIGEN, 1990),
ou apenas de gorduras ou de carboidratos simples (WOLD et al., 2005).

Em estudo realizado por WOLD et al. (2005), observou-se um intervalo de
tempo maior para retirada do Ca®" do citosol e também para o relaxamento da
célula; isto nao foi relacionado com variagao do conteudo de SERCA2a, ou NCX ou
do fosfolabam (que também nao apresentou diferenga na extenséo da fosforilagéo).
Os autores sugeriram que alteragbes funcionais observados no Ca?" intracelular,
precedem mudancas nas expressoes destas proteinas.

Estudos com animais tém mostrado que a diabetes cronica esta também
associada com a redugdo da Ca** ATPase das miofibrilas cardiacas, o que pode
reduzir a capacidade do coragdo para gerar for¢ga para contragdo (DHALLA, LIU,
PANAGIA e TAKEDA, 1998).

Cardiomiécitos de ob/ob e de db/db (FENG e JUN, 2007) apresentaram
aumento de fluorescéncia quando foram incubados com a sonda DHE, que é
sensivel a producdo de O,; indicando aumento na produgao de superdxidos nestas
células.

Recentemente, STOLEN et al., 2009, verificaram que a cardiomiopatia
presente em modelo de diabetes (db/db) era evidenciada por redugéo na fragdo de
encurtamento e no débito cardiaco in vivo, além de ser observada reducdo na
contratilidade celular, disfuncdo na sinalizacdo de calcio, indu¢cao de hipertrofia
patolégica, falta de sincronia no processo AEC, associada com a redugdo na
densidade de tdbulos T. O estudo também observou maior liberagdo de Ca®" pelo

RS que, por sua vez, estava associado a maior fosforilacdo da CaMKIld citosdlica.



2.4. TRATAMENTO DE CELULAS CARDIACAS COM ACIDOS GRAXOS

A apoptose da célula cardiaca esta, frequentemente, associada a presenca
de acidos graxos. No entanto, sdo observados efeitos diferenciados entre acidos

graxos saturados e nao saturados.
2.4.1 ACIDO GRAXO SATURADO (PALMITATO)

Células cardiacas saudaveis usam glicose e acidos graxos de cadeia longa
(AGCL) para suas necessidades energéticas. No processo de isquemia e
reperfusdo, ha aumento dos niveis de AGCL no plasma e também nos tecidos
locais. No processo de reperfusao do tecido isquémico, cresce a utilizagao de AGCL
para produgao energetica, em detrimento da glicose, o que leva a maior dano ao
coragao; o aumento da glicose na reperfusdo previne, parcialmente, este dano. Os
acidos graxos circulantes sdo compostos principalmente do AGCL saturado
palmitato e do ndo saturado oleato. No coracdo isolado de rato, o aumento na
utilizacao de acidos graxos no processo de isquemia e reperfusdo produz ceramida,
em associagao com indicadores de morte celular programada. A elevagao cronica de
acidos graxos seéricos, em ratos geneticamente obesos, (fa/fa) também leva ao
acumulo de ceramida dependente da idade, e ‘downregulation’ de uma das
isoformas cardiaca da CPT-I e apoptose (SPARAGNA et al., 2000).

A sinalizacdo de Ca®* é alterada no diabetes tipo 2, sendo a cardiomiopatia
diabética caracterizada por defeito na funcdo do RS, o que resulta em transientes de
Ca®" menores e mais lentos. As mitocondrias tém um papel no desenvolvimento das
complicagdes da diabete; uma disfungao mitocondrial inclui redugéo na capacidade
de utilizar Ca®* e aumento na producdo de ROS. Uma maior quantidade de ROS
pode alterar a sinalizacdo de Ca®', por interferir em uma ampla variedade de
proteinas que estao implicadas no processo AEC. Foi verificado recentemente que
um defeito na utilizagdo de Ca* pelas mitocéndrias, em cardiomidcitos ventriculares
de camundongos diabéticos ob/ob, estava associado com disfungbes celulares
globais na homeostase de Ca** (FAUCONNIER et al., 2007)

Em estudo realizado por FAUCONNIER et al. (2007), o uso do acido graxo
saturado palmitato reduziu, em células cardiacas de camundongos controle, a

amplitude do transiente citosdlico de Ca**, o armazanamento de Ca* no RS e



também o encurtamento celular, em 20%. Estas redu¢des foram prevenidas pelo uso
do anti-oxidante N-acetilcisteina. Ao contrario, o palmitato melhorou a sinalizagao
intracelular de Ca?* em modelos de camundongos diabéticos ob/ob. Além disto, o
mesmo estudo revelou que a incubagcdo com o palmitato levava a dissipagao do
potencial de membrana mitocondrial e ao aumento da producdo de ROS pelas
mitocondrias, em células cardiacas de camundongos controle, mas ndao nas de
ob/ob. Os autores (FAUCONNIER et al., 2007) sugeriram que niveis altos de acidos
graxos podem ser vitais para a manutencgao da sinalizagao de Ca?*, e da contragao
celular, em condi¢cdes de obesidade e resisténcia a insulina.

A participacao do palmitato na morte celular € particularmente relevante, pois
este acido graxo produz efeitos deletérios na recuperacéo funcional do miocardio e
no processo de reperfusido, além de contribuir para arritmias fatais em criangcas que
nasceram com problemas na oxidagao de acidos graxos e em pacientes com doenca
cardiaca isquémica. Por outro lado, a disfungdo cardiaca na obesidade é causada
por “lipoapoptose” que, por sua vez, pode ser prevenida reduzindo a gordura da
dieta. Parece que o palmitato, ou seus metabdlitos, atuam numa fase inicial da
cascata apoptotica, que desencadeia a morte da célula cardiaca, aumentando a
liberagdo de citocromo C. Isto leva a disfungdo mitocondrial, por aumentar a
permeabilidade mitocondrial e reduzir a atividade da CPT-I, ao mesmo tempo em
que provoca o acumulo de ceramidas e inibe o complexo mitocondrial (SPARAGNA
et al., 2000; BUJA e McMILLINA, 2000).

Acidos graxos, incluindo palmitato, estdo presentes em altos niveis no sangue
de pacientes que sofreram infarto agudo do miocardio e sdo responsaveis por
aumento na extensado da les&do miocardica (KONG e RABKIN, 2000); sua ocorréncia
esta relacionada ao aparecimento de arritmias cardiacas e liberagdo de enzimas a
partir do miocardio (OSTRANDER et al., 2001).

A natureza da morte celular induzida pelo palmitato, no entanto, ndo esta bem
caracterizada. Recentemente, foi demonstrada apoptose em linhagens de células
murinas hematopoiéticas, astrocitos embridbnicos de galinha, células neuronais e
beta-pancreaticas e cardiomiocitos de ratos neonatos. Os acidos graxos estao
também relacionados a inducdo da necrose; e o palmitato induz alteracbes das
membranas, que sao consistentes com a necrose. Nao esta claro, ainda, se a morte
celular induzida pelo palmitato envolve a cascata das caspases, endonucleases e

fatores que caracterizam o programa genético de morte celular por apoptose. Ha



também a possibilidade de envolvimento dos mecanismos que levam a destrui¢cao
da membrana celular e, consequentemente, a necrose (KONG e RABKIN, 2000).

O palmitato é incorporado na sintese de novo de ceramida, que € uma
molécula sinalizadora de lipidio, relacionada a indugdo da apoptose. Tem sido
proposto que o excesso de palmitato pode levar a morte celular por aumentar a
concentracao intracelular de ceramida (KONG e RABKIN, 2000) e por reduzir o
metabolismo oxidativo de acidos graxos (por exemplo, levando a queda da atividade
da CPT-l e das atividades do complexo Il da mitocondria) (MARIN-GARCIA e
GOLDENTHAL, 2002). Uma hipétese interessante € a de que o0 excesso de
palmitato pode provocar outras mudancas nas mitocondrias (que tém papel central
no metabolismo do palmitato), que levariam a morte do cardiomiocito. Tais
mudancgas incluem alteracdo na respiragdao e producdao de ATP, alteracdo da
permeabilidade das mitocbndrias e formacado de poros, sequestro de calcio pelas
mitocondrias, geracdo de espécies reativas de oxigénio e ativacdo da cascata de
caspases (KONG e RABKIN, 2000).

Um dos efeitos observados no inicio da indugao de apoptose no cardiomidcito
pelo palmitato € uma forte reducdo na sintese de cardiolipina mitocondrial; tal
reducao parece estar relacionada ao decréscimo da liberagao de citocromo C e
sugere uma modulagdo, pela cardiolipina, da associagdo de citocromo C com a
membrana mitocondrial interna. A redugdo do metabolismo de acidos graxos pelo
palmitato, previamente mencionada, pode ser consequéncia deste efeito (MARIN-
GARCIA e GOLDENTHAL, 2002).

Com o envelhecimento, ocorrem mudangas na composigao de acidos graxos
na membrana: os niveis de acidos graxos insaturados diminuem e os de saturados
crescem. Diversos estudos tém demonstrado também que ha redugao nos niveis de
cardiolipina, o que esta associado com impacto na fungcédo de transporte, fluidez e
estabilidade na membrana mitocondrial (MARIN-GARCIA e GOLDENTHAL, 2002).
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FIGURA 3 - Mecanismo proposto para a redugao da eficiéncia cardiaca em coragdes diabéticos. No
diabetes aumenta a liberacdo de acidos graxos para o coragdo. Diversos mecanismos mantém o
crescimento da utilizagdo miocardica de acidos graxos e da oxidagdo mitocondrial de acidos graxos.
A utilizagcdo da glicose € reciprocamente reduzida. Intensificacdo da oxidacdo de acidos graxos
aumenta o numero de equivalentes de reducdo da cadeia de transporte de elétrons, (ETC), o que
leva a aumento de superdxidos (ROS) e peroxidos de lipidios, que ativam proteinas de
desacoplamento e translocador de nucleotideo de adenina (ANT). Desacoplamento mitocondrial leva
a aumento no consumo de oxigénio no coragdo diabético e pode aumentar a oxidagdo de acidos
graxos ainda mais. Maior consumo de oxigénio, sem que haja aumento na producdo de trabalho,
reduz a eficiéncia do miocardio. A ativagdo da UCP e/ou perda de prétons, mediada por ANT, reduz a
forga motiva de prétons que produz a sintese de ATP. A reducao da sintese de ATP ira contribuir para
a reducgdo das reservas de alta energia e, potencialmente, contribuir para a disfungao contratil

2.4.2 ACIDO GRAXO INSATURADO, ACIDO EICOSAPENTAENOICO (EPA)

Aumento do consumo de 4&cidos graxos poliinsaturados (EPA e
docosahexandico), por ingestdo de peixe, reduz o risco de morte subita em
pacientes que ja sofreram infarto do miocardio. Como a morte subita € precedida de
arritmias ventriculares, estas observagdes sugerem efeito anti-arritmico destes
acidos graxos. Os mecanismos para estas agdes ainda sdo pouco conhecidos. Em
experimentos com cardiomiocitos, a incubagdo com os acidos graxos poliinsaturados
leva a reducao do potencial de agdo, em consequéncia do remodelamento i6nico de

varias correntes idnicas, como a corrente de sédio (Ina) € a do tipo L de calcio (Ica).



Um menor potencial de agdo previne a sobrecarga de calcio e a poOs-
despolarizagao tardia, havendo maior intervalo diastolico e maior tempo para retirada
do calcio. Além disto, este tipo de tratamento agudo de incubagéo de cardiomiocitos
de ratos adultos e neonatos com acidos graxos poliinsaturados esta associado a
reducao do transiente de calcio e a inibicdo de sparks (DEN RUIJTER et al., 2008).

Na presenca de acidos graxos insaturados nédo sao observados efeitos de
apoptose, como os causados pela oxidagao de acidos graxos saturados durante a
isquemia, ou pela exposicdo de cardiomiécitos de neonatos a concentracdes
elevadas de palmitato. O tratamento com palmitato ativa a caspase-3, translocagao
do Bax para a mitocbndria e leva a liberacdo do citocromo C; agdes que sao
prevenidas pelo EPA (LEROY et al., 2008).

2.5 TREINAMENTO FiSICO AEROBIO

2.5.1 EFEITOS GERAIS

A inatividade fisica é reconhecida como um problema de saude publica.
Incentivos tecnoldgicos e econémicos tendem a desencorajar a pratica de atividade
fisica, por proporcionarem reducédo da energia necessaria as atividades diarias e por
valorizarem mais o trabalho sedentario. Em 1995, o Colégio Americano de Medicina
Esportiva elaborou um guia que, em sintese, propunha a populagdo americana que
acumulasse, no minimo, 30 minutos por dia de atividade fisica de intensidade
moderada, de preferéncia em todos os dias da semana. Passados mais de 10 anos,
poucas alteracdes foram observadas e diversas doencgas estdo evidenciadas como
inversamente relacionadas a pratica de atividade fisica (HASKELL et al., 2007).

O treinamento de resisténcia aerdbia induz diversas adaptagdes morfoldgicas
e metabdlicas no musculo esquelético, que incluem geragédo de mitocondrias e maior
capacidade de oxidar substratos como glicose e gorduras. Estas adaptagcdes ao
treinamento fisico tém grande relevancia cientifica e clinica por causa da conexao
entre aumento da atividade fisica e melhora de saude, relacionada a metabolismo,
reducido do risco de diversas doencgas crbnicas, incluindo obesidade, resisténcia a
insulina e diabetes tipo 2 (LITTLE et al., 2010)

O fendtipo obeso/resistente a insulina, além de apresentar acumulo de

lipidios, é caracterizado por uma falha na capacidade de oxidar acidos graxos, que



esta associado a uma reducgao na atividade da CPT1, o passo limitante da oxidacao
mitocondrial de &cidos graxos. E possivel que a incapacidade de transportar e oxidar
acidos graxos nas mitocondrias dos musculos esqueléticos seja um fator agravante
do acumulo de lipidios. Com base nesta possibilidade, tem sido proposto que
intervengdes (como, por exemplo, o treinamento aerdbio) que aumentem a oxidagao
de acidos graxos, exercam um efeito exacerbador da sensibilidade a insulina no
musculo esquelético, reduzindo o acumulo de lipidios citosélicos (BRUCE et al.,
2006).

Em estudo realizado para decifrar os mecanismos que aumentaram a
sensibilidade a insulina, em homens treinados aerobiamente, HARDIN et al., 1995,
verificaram que, no musculo treinado, estimulado por uma solugao hiperinsulinémica,
houve um aumento em torno de 30% do fluxo sanguineo. Os autores também
verificaram um aumento acentuado na expressao do transportador de glicose:
GLUT-4. Em outro estudo, GOODPASTER et al., 2001, verificaram que musculos
esqueléticos de atletas treinados aerobiamente, além de apresentarem uma
sensibilidade elevada a insulina, possuem uma alta capacidade oxidativa,
independente de ter conteudo lipidico elevado. Eles sugeriram que a capacidade
para oxidar lipidios pode ter um papel mediador importante na associacdo entre
excesso de acumulo de lipidios no musculo e resisténcia a insulina.

Estudos recentes sugerem que o treinamento fisico (TR) aerdbio, em
pacientes com insuficiéncia cardiaca, aumenta a capacidade cardiovascular, leva a
reducdo de deposicdo de gordura nas artérias e a hipertrofia cardiaca fisiologica
compensatoéria, garantindo maior forgca de contracdo e melhor débito cardiaco
(WISLDFF et al., 2001). O TR ¢ utilizado para melhorar, e manter, a capacidade
fisica para o exercicio; deve ser realizado de forma gradativa, com intensidades
determinadas através de testes de capacidade fisica maxima (FERREIRA et al.,
2007).

Além disto, de acordo com estudo de ROBERTS e BARNARD (2005), ha
cada vez maior evidéncia de que a atividade fisica e a dieta podem reduzir o risco de
um grande numero de doencgas crénicas, inclusive a doenga cardiaca, hipertenséo,
diabetes e sindromes metabdlicas, varios tipos de cancer, e, em muitos casos,
podem até reverter o curso de uma doenca pré-existente. Por outro lado, os
mecanismos moleculares pelos quais a atividade fisica, e/ou a dieta, atuam na

protecdo contra doengas, ndo sdao completamente conhecido;: em particular, os



mecanismos moleculares envolvidos na fungédo da célula cardiaca. A compreensao
destes mecanismos pode identificar alvos moleculares. ROBERTS e BARNARD
(2005) sugerem como possiveis mecanismos para a redugao do risco de doenga
cardiaca coronariana (DCC) pela atividade fisica, efeitos induzidos nos lipidios
plasmaticos, na funcdo endotelial, na sensibilidade a insulina, e na pressao arterial.
Além disto, o exercicio aumenta os niveis de enzimas antioxidantes, como a
dismutase de superodxidos e peroxidase de glutationa. Também relatam que ja foi
comprovada redugdo na produgao de citocinas aterogénicas e aumento na produgéo
de citocinas ateroprotetivas, pelo treinamento fisico.

Em animais apoe KO (semelhantes aos que foram utilizados no nosso estudo,
que desenvolvem hipercolesterolemia) foi observado que o treinamento fisico
aerdbio croénico revertia a aterogenese cronica induzida por um antagonista da NO
sintase (NIEBAUER et al., 2003).

2.5.2 EFEITOS ESPECIFICOS NO CORAGCAO

As células cardiacas, tanto de ratos saudaveis, quanto de ratos com
insuficiéncia cardiaca, submetidos ao treinamento fisico aerdbio, apresentam
expressdes aumentadas da SERCA2a (KEMI et al., 2007; MEDEIROS, 2008). Foi
visto também que cardiomi6citos de ratos que ingeriram sacarose na agua
apresentaram disfuncao contratil, e que esta disfungao foi revertida pela pratica de
exercicio livre em roda presa a gaiola (DAVIDOFF et al, 2004).

Em estudo recente com camundongos db/db, STYLEN et al., 2009,
observaram que a reversio, pelo treinamento fisico, da funcdo contratil da célula
cardiaca estava associada com a normalizacdo da sincronicidade na liberacdo de
Ca® pelo RS, a densidade de tubulos T, a amplitude de encurtamento, as atividades
da SERCA e do NCX e com o vazamento de Ca®* pelo RS. No entanto, naquele
estudo, a biogénese mitocondrial do co-ativador alfa 1 do receptor gama ativado
pelo proliferador do peroxissomo (PGC-1a) nao foi modificada e o treinamento fisico
nao alterou as concentragdes séricas de glicose e insulina.

Um dos efeitos benéficos mais relatados do treinamento fisico, no
desempenho do miocardio, € o de aumentar a expressao do transportador de glicose
(GLUT-4) em células cardiacas de animais diabéticos e normais; o que sugere maior

capacidade de utilizar glicose e exercer um efeito protetor, no caso de um episodio



de isquemia (OSBORN et al., 1997). Além disto, antagonistas de Ca®*, intervencdes
metabdlicas e exercicio fisico, aumentam a fungao contratil do coragao diabético, por
aumentar a expressdo da Ca?*ATPase das miofibrilas (DHALLA, et al., 1998).

Em condigdes fisioldgicas, os acidos graxos sao responsaveis por 60 a 80%
do consumo de oxigénio para produgao energética cardiaca. Estudos mostram que o
treinamento fisico reduz a perda da capacidade de metabolizar acidos graxos no
coragao, no processo de envelhecimento (IEMITSU et al., 2002). No entanto, os
mecanismos responsaveis por este beneficio ainda nédo sao claros; IEMITSU et al.,
2002 demonstraram que o treinamento fisico atenua a reducéao, induzida pela idade,
do percentual de expressdo do RNAm do gene que codifica o PPARa e da
expresséo protéica de PPARa, que é um regulador transcricional dos genes das
enzimas metabdlicas de acidos graxos no coragao

Em estudo inédito e importante, BURELLE et al. (2004) verificaram aumento
na taxa de oxidagao de palmitato em coragdes de ratos treinados, antes e apos a
isquemia. Naquele estudo, eles relatam ja ter sido constatado que o treinamento em
esteira aumenta a oxidagdo da palmitoil-carnitina em homogenato de camadas sub-
endocardias de ventriculo esquerdo; aumenta a atividade da CPT-1 do miocardio e
reduz a sensibilidade do miocardio a alteragées de pH

A utilizacao celular representa outro ponto importante do controle da oxidacao
de acidos graxos que pode ser afetado pelo treinamento. No estudo mencionado no
paragrafo anterior (BURELLE et al.,, 2004), ndo foram verificadas alteragdes, em
coracdo de ratos treinados, na expressdo de duas proteinas envolvidas no
transporte de acidos graxos pelo sarcolema (FAT/CD36 e FABPpm). No entanto, a
oxidagao de acidos graxos aumentou com o treinamento e os autores sugerem que
pode ter havido uma translocacdo na distribuicdo subcelular do FAT/CD36 para o
sarcolema.

A constatagdo de que o aumento da taxa de oxidagdo de acidos graxos de
ratos treinados esta associado a uma resposta cardiaca melhor apés a isquemia,
reforca a hipotese de que o aumento na oxidagdo de acidos graxos, pelo
treinamento, protege o coracdo de efeitos nocivos dos acidos graxos apos a
isquemia, principalmente em concentragbes elevadas de acidos graxos, como as
utilizadas no trabalho do grupo. O aumento das taxas de oxidagao de acidos graxos
dos coragbes treinados pode, parcialmente, prevenir o acumulo de acidos graxos e

limitar seus efeitos toxicos no citosol e nas mitocondrias. As observagdes ja



realizadas sugerem que estas hipoteses venham a ser mais investigadas. Além
disto, a oxidacao fracional da glicose foi maior nos coragbes de ratos treinados,
antes e apos a isquemia, apesar do aumento verificado nas taxas de oxidagao de
acidos graxos nestes coragdes. Esta observagao sugere que os efeitos deletérios
decorrentes dos altos niveis de acidos graxos que podem ocorrer no metabolismo da
glicose, durante a reperfusao, foram reprimidos nos coragdes de ratos treinados,
possibilidade que também requer mais estudos no futuro (BURELLE et al., 2004).

Outra observagéao interessante feita por BURELLE et al.(2004) é a de que
avaliar o conteudo de proteinas, ou enzimas relevantes, em um via metabdlica, é
insuficiente para tirar conclusées sobre fluxo metabdlico no 6rgao intacto e sobre
como este fluxo é controlado.

Neste trabalho nds nos propusemos a investigar a relagdo entre o aumento de
acidos graxos, a sinalizagdo de Ca** e sua interagdo com o treinamento fisico, tendo

como foco principal, o cardiomiécito ventricular.



3 OBJETIVOS

Estudar os efeitos de tratamentos in vivo ou in vitro, com acidos graxos, na

sinalizagao intracelular de calcio de camundongos treinados ou n&o.

4 RESULTADOS

Cardiomiécitos de camundongos ApoE KO tratados com dieta rica em
gorduras trans e carboidratos simples (GC) e camundongos C57/BL6 controle que,
com a mesma dieta, apresentaram valores altos de colesterol, glicose e menor
sensibilidade a insulina; os cardiomiocitos dos camundongos ApoE KO e C57/BL6
tratados com a dieta GC, apresentaram disfuncdo na sinalizacado intracelular de
calcio, caracterizada por redugao na amplitude e aumento do tempo de decaimento
do transiente de Ca®". O treinamento fisico aerdbio, por 6 semanas, reverteu a
disfungdo na sinalizag&o intracelular de calcio dos camundongos controle e ApoE
KO, tratados com a dieta GC, atenuou a resisténcia a insulina em camundongos
C57/BL6 mas nao induziu outras melhoras metabdlicas. Em uma segunda etapa do
estudo, cardiomiocitos de camundongos diabéticos (db/db) e controle foram
incubados com o acido graxo saturado palmitato e o insaturado (EPA). As células de
db/db apresentaram disfun¢gées na sinalizagdo de calcio e isto ndo foi agravado
pelos acidos graxos; por outro lado, em cardiomidcitos do grupo controle, a
sinalizacao de calcio era normal, mas apresentava disfuncdes na presenca destes
acidos graxos. Comparamos os efeitos destas incubagbes em cardiomidcitos de
camundongos controle submetidos ou ndo a um programa de treinamento fisico
aerobio. Células de camundongos treinados apresentaram um aumento da liberagao
global de Ca*" que n3o foi alterada pela exposicédo ao palmitato ou ao EPA. Além
disso, em cardiomiécitos de camundongos controle ndo treinados, a incubagdo com
o palmitato levou a maior producdo de ROS, fato que foi completamente revertido
quando usados cardiomidcitos dos camundongos treinados. A disfungdo na
sinalizacdo de Ca?* observada nas células de camundongos controle ndo pdde ser
explicada por uma alteracédo na duracéo do potencial de agdo, uma vez que esta nao
se mostrou diferente nas células de treinados, ou nao treinados, na presenca ou

auséncia dos acidos graxos.



5 CONCLUSOES
As principais conclusdes do presente estudo foram:

1) a presenca de altas doses de acidos graxos saturados, nos cardiomiécitos,
esta associada a disfungdo da sinalizagdo intracelular de Ca** e ao aumento na
producao de espécies reativas de oxigénio (ROS);

2) os cardiomiécitos de camundongos db/db séo refratarios as alteragdes na
sinalizagdo intracelular de Ca?* induzidas por altas doses de acidos graxos saturados
e insaturados;

3) a presenga de altas doses de acidos graxos insaturados, nos
cardiomidcitos, leva a reducéo da amplitude do transiente de Ca®, sugerindo que as
melhoras observadas por agédo deste acido graxo envolvam outros mecanismos no
cardiomiécito, como por exemplo, a redugao na producao de ROS;

4) o treinamento fisico aerébio melhora a sinalizagdo de calcio, mesmo na
presenca de doses altas de acidos graxos saturados e trans, tidos como nao
saudaveis, provavelmente por induzir a reducao da producado de superdxidos pelas

mitocondrias e aumentar a capacidade oxidativa da célula.
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