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Resumo

Fundamento: Treinamento fisico (TF) aumenta a sensibilidade dos horménios tireoidianos (HT) e a expressao génica de
estruturas moleculares envolvidas no movimento intracelular de célcio do miocardio, enquanto a restricao alimentar
(RIA) promove efeitos contrarios ao TF.

Objetivo: Avaliar os efeitos da associacao TF e RIA sobre os niveis plasmaticos dos HT e a producao de mRNA dos
receptores HT e estruturas moleculares do movimento de cdlcio do miocardio de ratos.

Métodos: Utilizaram-se ratos Wistar Kyoto divididos em: controle (C, n = 7), RIA (R, , n = 7), exercicio fisico (EX, n = 7)
e exercicio fisico + RIA (EX_,, n = 7). A RIA foi de 50% e o TF foi natacao (1 hora/dia, cinco sessdes/semana, 12 semanas
consecutivas). Avaliaram-se as concentragées séricas de triiodotironina (T,), tiroxina (T,) e horménio tireotréfico (TSH).
O mRNA da bomba de cilcio do reticulo sarcoplasmatico (SERCA2a), fosfolamban (PLB), trocador Na*/Ca*? (NCX),
canal lento de calcio (canal-L), rianodina (RYR), calsequestrina (CQS) e receptor de HT (TR , e TRm) do miocardio foram
avaliados por reacao em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real.

Resultados: RIA reduziu o T,, TSH e mRNA do TR , e aumentou a expressao da PLB, NCX e canal-L. TF aumentou a
expressao do TR, canal-L e NCX. A associacao TF e RIA reduziu T, e TSH e aumentou 0 mRNA do TR, SERCA2a, NCX,
PLB e correlagao do TR, com a CQS e NCX.

p1

Conclusao: Associacao TF e RIA aumentou 0 mRNA das estruturas moleculares calcio transiente, porém o eixo HT-receptor
nao parece participar da transcricao génica dessas estruturas. (Arq Bras Cardiol. 2011; [online].ahead print, PP.0-0)
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Abstract
Background: Chronic exercise and food restriction (FR) have directionally opposite changes in transcription of molecular structures of calcium
handling and thyroid hormone (TH) status.

Objective: Evaluate the association of chronic exercise and FR on serum thyroid hormones and gene transcription of molecular structures of
intracellular calcium transients and thyroid receptors in myocardium of rats.

Methods: Male Wistar Kyoto rats, divided into two groups: control (C, n = 7), FR(R,, n = 7), chronic exercise (EX, n = 7) and chronic exercise
+ FR(EX,,, n = 7). FR was of 50% and exercise was swimming (1 hour/day, 5 days/week, during 12 weeks). Serum concentrations of T, T, and
TSH were determined. The mRNA gene expression of the sarcoplasmatic reticulum calcium pump (SERCA2a), phospholamban (PLB), Na*/Ca*?
exchanger (NCX), calcium channel L-type (L-channel), ryanodine (RYR), calsequestrin (CQS) and HT receptor (TR, and TR) of the myocardium
was performed by PCR real-time.

Results: FR reduced serum levels of T, and TSH and TR , mRNA and increased the expression of PLB, NCX and L-channel. Exercise increased the
TR[” receptor, [-channel and NCX. The association of exercise and FR reduced plasma T, and TSH, TRW mRNA increase, SERCA2a, NCX and PLB,
and there was a significant correlation of TR[” with CQS and NXC.

Conclusion: Chronic exercise and food restriction increased the mRNA of transient Ca** proteins; however, TH-receptor axis cannot participate
in the transcription of MRNA of myocardial calcium transient proteins. (Arq Bras Cardiol. 2011, [online].ahead print, PRO-0)
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Introducao

Intervengdes como atividade fisica e restricao alimentar
(RIA) tém sido frequentemente utilizadas visando manutengao
da satide ou estética corporal. Entretanto, dependendo da
intensidade, duracao e frequéncia da RIA e da atividade
fisica, podem ocorrer prejuizos ao organismo'’. Pesquisas
mostram que essa associagao pode deprimir® ou melhorar o
desempenho cardiaco®'.

Estruturas moleculares presentes no sarcolema, canal
lento de calcio tipo-L (canal-L) e o trocador sédio/potassio
(NCX), e presentes no reticulo sarcoplasmdtico, canal de
rianodina, a calsequestrina (CQS), a bomba de célcio do
reticulo sarcoplasmético (SERCA2a) e a fosfolambam,
estdo envolvidas no movimento intracelular de célcio e
participam no processo de contragdo e relaxamento do
miusculo cardiaco'. Trabalhos mostram que a RIA promove
reducdo da expressao génica de rianodina’, da SERCA2",
de canal-L", enquanto o treinamento fisico (TF) aumenta
o mMRNA da SERCA2'>"7, da rianodina'' e do canal-L%.
A transcricao das estruturas moleculares envolvidas no
movimento intracelular de célcio pode ser modulada pelos
hormonios tireoidianos (HT), via receptores nucleares de
HT?'-23. Sabe-se que a restrigdo alimentar reduz a sintese
e liberagdo dos hormonios HT'™ e o exercicio fisico
pode aumentar a liberagao e/ou a sensibilidade desses
horménios?'. Entretanto, a relacdo entre RIA, TF e os
horménios tireoidianos nao esta estabelecida.

Ha escassa literatura que analisa a relagao RIA, treinamento
fisico, hormonios tireoidianos e transcricao génica de estruturas
moleculares do transito cdlcio miocardico. Katzeff e cols.'
verificaram redugao dos niveis plasmaticos dos hormonios
HT e decréscimo da expressao génica de SERCA2 de ratos
restritos. lemitsu e cols.??> mostraram que o treinamento
fisico aumentou na expressdo de receptores TR , e TR, e a
transcrigao génica da SERCA2 no miocdrdio de ratos idosos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da
associacao do treinamento fisico e da RIA sobre as
concentragoes plasmaticas dos hormonios tireoidianos e o
mRNA dos receptores HT, SERCA2a, canal-L, NCX, rianodina,
calsequestrina e fosfolamban do miocérdio de ratos.

Métodos

Animais e protocolo experimental

No presente estudo foram utilizados 28 ratos Wistar-Kyoto
(WKY), com 60 dias de idade, provenientes do Biotério
do Laboratério Experimental do Departamento de Clinica
Médica da Faculdade de Medicina de Botucatu. Durante
a fase experimental, os animais foram mantidos em gaiolas
individuais, em ambiente com temperatura controlada (24 +
2° (), ciclo claro-escuro (12:12 h) e alimentados com ragao
comercial e agua. O projeto seguiu normas estabelecidas
no Guide for the Care and Use of Laboratory Animals e os
Principios Eticos na Experimentagio Animal do Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal (Cobea) sendo aprovado
pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina de Botucatu
- Unesp, sob protocolo de 575/2006.

Os ratos foram divididos em quatro grupos: controle com
ragao ad libitum (C); restricdo alimentar de 50% (R, ); exercicio
cronico com ragao ad libitum (EX); exercicio cronico com
restricdo alimentar de 50% (EX, ).

Os animais dos grupos C e EX receberam ragao comercial
labina (Purina, Paulina, SP, Brasil) composta por 3,76% de
gordura, 20,96% de proteina, 52,28% de carboidrato, 9,60%
de cinzas e 13,40% de umidade. Os animais dos grupos R, e
EX,, receberam a mesma racao comercial, porém com uma
redugao de 50% da quantidade média consumida pelo grupo
controle. O periodo de RIA foi de 90 dias. O consumo de
ragdo foi controlado diariamente e o peso dos animais foi
monitorado semanalmente.

O treinamento fisico foi a natagdo com sobrecarga de peso
de 5% do peso corporal. Para as sessoes de natagao, foram
utilizados dois tanques de fibra de vidro com as seguintes
dimensoes: 100 cm de comprimento, 80 cm de largura e
80 cm de altura que continham 4gua aquecida (32 = 1° C),
mantidos no nivel de 60 cm. A sobrecarga de peso foi realizada
por meio de chumbadas de pesca envolvidas em esparadrapo
e fixada ao térax do rato por meio de eldstico. Foram mantidos
no maximo seis animais por sessao de treinamento.

Os animais dos grupos EX e EX,, foram submetidos a
cinco sessoes de natacao semanais, durante 12 semanas
consecutivas. Nas primeira, segunda e terceira semanas,
os animais nadaram durante 30, 45 e 60 minutos,
respectivamente, sem carga adicional. A partir da quarta
semana, as sessoes de natagcao foram de 60 minutos e com
sobrecarga. Os ratos desses grupos foram previamente
submetidos a um periodo de adaptacao a agua. Durante uma
semana, eles foram mantidos por 15 minutos no interior do
tanque contendo agua aquecida, cujo nivel inicial de agua
era de 7,0 cm, sendo progressivamente aumentado, no
decorrer da semana, até atingir a altura de 60 cm.

Dosagem séricade T, T, e TSH

Previamente ao sacrificio, os animais foram mantidos em
jejum de 12 horas e entdo foram mortos por decapitagao,
previamente anestesiados com pentobarbital sédico (0,1 ml/
kg) e o sangue foi imediatamente transferido em tubos de
ensaio. As dosagens de triiodotironina (T,), tiroxina (T,) e
horménio tireotréfico (TSH) foram determinadas utilizando
kit comercial especifico para rato, painel de tireoide
(LINCOplex) no laboratério de analises clinicas da Génese,
Séo Paulo - Brasil.

Avaliacao das caracteristicas gerais dos animais

Ap6s a coleta de sangue, o coracao foi removido, foram
dissecados o atrio, o ventriculo direito e o ventriculo
esquerdo que foram pesados e congelados para as andlises
da expressao génica. As varidveis morfoldgicas utilizadas para
caracterizar cada grupo de animais foram: peso corpéreo
inicial (PCI) e final (PCF), peso do ventriculo esquerdo
(VE), relacdo entre o peso do ventriculo esquerdo e o peso
corporal final (VE/PCF x 10°), peso do ventriculo direito (VD),
relagao entre o peso do ventriculo direito e o peso corpéreo
final (VD/PCF x 10°%).
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Avaliacao da expressao génica por reacao em cadeia da
polimerase em tempo real apos transcricao reversa

Extracao de RNA

Fragmentos do ventriculo esquerdo foram rapidamente
congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer a
-80° C. A amostra congelada foi homogeneizada em aparelho
Polytron (lka Ultra Turrax® T25 Basic, Wilmington, USA) apés
adicao de T ml de TRIzol® (Invitrogen Brasil, Sao Paulo) para
cada 100 mg de tecido. O TRIzol®, solugao monofésica de
fenol e guanidina isotiocianato, tem como finalidade manter
a integridade do RNA durante a lise celular que ocorre no
processo de homogeneizagao®:.

A amostra homogeneizada foi transferida para um tubo
e incubada a temperatura ambiente durante 5 minutos,
para permitir a completa dissociacdo do complexo nicleo-
proteico. Em seguida, foi adicionado cloroférmio (Merck KGaA,
Damstadt, Germany) na proporcao de 0,2 ml/T ml TRIzol®; a
amostra foi agitada, manualmente, com vigor por 15 segundos
e incubada por 3 minutos a temperatura ambiente. Ap6s essa
segunda incubacdo, o material foi centrifugado (Eppendorf
5804R, Hamburg, Germany), a 14.000 rpm durante 15 minutos
a4° C. Nesse processo a amostra ficou separada em trés fases:
a) uma inferior, de fenol-cloroférmio e de coloragao rosada,
contendo DNA; b) uma interfase branca com proteinas; e ¢)
uma fase superior, aquosa, incolor, contendo RNA.

A porcao de RNA foi transferida para um tubo com
0,5 ml de alcool isopropilico (Merck KGaA, Damstadt,
Germany). A amostra foi agitada manualmente 10 vezes por
inversao, incubada por 10 minutos a temperatura ambiente
e, posteriormente, centrifugada a 14.000 rpm durante 10
minutos a 4° C. O pellet foi lavado com éalcool etilico 75%
(Merck KGaA, Damstadt, Germany) na proporgao de 1 ml/1
ml de TRIzol® e centrifugado a 7.500 rpm por 5 minutos a 4°
C. Ap6s o élcool etilico ser descartado, o pellet foi seco por
10 minutos a temperatura ambiente. O sedimento de RNA foi
diluido em 30 ul de agua ultrapura e incubado por 10 minutos
a60° C em banho-maria (Fanem mod 100, Sdo Paulo, Brasil);
esse procedimento teve como finalidade inativar a possivel
presenga de RNase.

O RNA foi analisado com auxilio de um espectrofotdmetro
(GeneQuant® RNA/DNA Calculator, Amersham Pharmacia
Biotech, Cambridge, England) pela absorbancia em 260 nm.
A pureza do RNA foi constatada pela razao das absorbancias
em 260/280 nm. As amostras cujas razoes foram inferiores
a 1,6 foram descartadas por apresentarem contaminagao
por proteinas.

Verificacao da integridade do RNA por eletroforese

Amostras de 1,0 ul de RNA total diluidas em 8,0 ul de
dgua ultrapura e 1,0 ul de corante (Orange G, Acros Organics,
New Jersey, USA), foram aplicadas em gel de agarose 1%
(0,3 gagarose, 30 ml de TAE Buffer 1x, 3,0 ul de brometo de
etidio) e submetidas a uma voltagem de 60 mV (Power Pac
Basic® Bio-Rad) por 20 minutos. A integridade do RNA foi
constatada pela visualizagao das bandas de RNA ribossomico,
28S e 18S, e auséncia de rastros de RNA no gel. As amostras
que se mostrarem integras foram utilizadas como substrato
para a transcrigao reversa.

Transcricao reversa do RNA (RT)

As amostras de RNA do musculo cardiaco foram submetidas
a transcricao reversa pela agdo da enzima transcriptase reversa,
utilizando-se kit SuperScript First-Strand Synthesis System for
RT-PCR® (Invitrogen, Brasil, Sao Paulo). As amostras utilizadas
no experimento foram incubadas em um termociclador
(Mastercycler Gradient Eppendorf® Hamburg, Germany).
Inicialmente uma mistura contendo 1.000 ng/ml de RNA total,
1,0 ml de dNTP mix 10 mM, 1,0 ml de random hexamers
(50 ng/ml) e 8,0 ml de H,0O DEPC (dietil pirocarbonato) foi
incubada durante 5 minutos a 65° C. A seguir, ap6s adi¢ao 9,0
ml de uma solugao contendo, 2,0 ml de tampao RT 10x, 4,0
ml de MgCl, 25 mM, 2,0mlde DTT 0.1 M e 1,0 ml de inibidor
de RNase, RNaseOUT®, a mistura foi incubada por 2 minutos
a 25° C. Ap6s o acréscimo de 1,0 ml da enzima SuperScript
11®, procedeu-se nova incubacao por 10, 50 e 15 minutos a
25° C, 42° C e 70° C, respectivamente. Apds adicao 1,0 ml
de RNase H a solucao foi incubada por 20 minutos a 37° C.

Para checar a qualidade da transcricdo reversa, foram
empregados dois métodos:

1) Controle positivo - O kit contém um RNA transcrito a
partir do gene da cloranfenicol acetiltransferase e primers
controles A e B. Esses primers, na reagdo em cadeia da
polimerase, geram um produto de 500 pares de base (pb);

2) Controle negativo - Para comprovar a auséncia de DNA
genoémico residual uma amostra de RNA foi submetida a
reacao de RT, porém a enzima SuperScript II® foi substituida
por 1,0 ml de H,O DEPC. Esse produto foi utilizado nas
reacoes de PCR e a auséncia de DNA genémico residual foi
confirmada pela auséncia de produtos de amplificagao.

Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real

Aliquotas da reagdo de RT contendo 2,0 ug de cDNA
foram adicionadas a uma mistura contendo TagMan® Universal
PCR Master Mix (Applied Biosystems) e ensaio customizado
contendo primers “sense” e “anti-sense” e sonda Tagman®
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) especificos para
cada gene, e o volume completado para 25 ml com &dgua
tratada com DEPC. As reagoes foram realizadas em triplicatas
para cada gene alvo no Sistema Real Time PCR 7500 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) de acordo com as instrugoes
do fabricante. Para cada amostra foi plotado um gréfico de
amplificagao mostrando aumento do reporter dye fluorescente
(ARn) em cada ciclo da PCR. A partir desse grafico, foi
determinado o ciclo onde a reaco cruza o limiar de deteccao
(cycle threshold - C), baseado na variabilidade dos dados
da baseline obtidos a partir dos ciclos iniciais da PCR. Os
primers para os genes analisados (Quadro 1) foram obtidos
por meio do software Primer Express® (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA), a partir de sequéncias publicadas no
GenBank (www.pubmed.com). A quantificagdo relativa de
cada gene, normalizada pela referéncia enddgena (ciclofilina),
foi realizada de acordo com o User Bulletin #2 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA).

Analise estatistica

Os resultados experimentais foram expressos como média
+ DP. As comparagdes entre os grupos foram realizadas por
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andlise de variancia (ANOVA) de dois fatores, exercicio e dieta,
seguida com o teste de Tukey. As relagdes entre 0 mRNA da
SERCA2a, PLB, CQS, NCX, canal-L e RYR2 e receptores dos
hormoénios tireoidianos, TR, e TR ;, foram medidas pelo
coeficiente de correlacao de Pearson. O nivel de significancia
foi de 5%.

Resultados

As caracteristicas gerais dos animais estdao apresentadas
na tabela 1. Os pesos corporais iniciais e as relagoes VD/
PCF nao foram diferentes entre os grupos. Os animais com
restricdo, R, e EX,, apresentaram pesos corporais finais,
do VE, VD, atrio e consumo de ragdo, significativamente
inferiores aos respectivos controles (Cvs R, e EXvs EX, ). Os

animais treinados, EX e EX, , apresentaram redugao nos pesos

Primers utilizados

corporais finais em relagao aos ratos C e R,  respectivamente.
Os ratos EX aumentaram o peso do &trio em relagdo aos
animais C. A relagao VE/ PCF aumentou significativamente
nos animais EX,  quando comparados aos animais EX.

A tabela 2 apresenta os resultados da avaliagdo do mRNA
pela técnica de PCR em tempo real. Verificou-se que os animais
R., aumentaram a expressao do NCX, canal de célcio-L e PLB e
reduziram a expressao do TR | em relagdo aos ratos controles.
Os animais do grupo EX aumentaram a expressao do NCX,
canal-L e do receptor TR, em relagao aos animais controles. A
associagdo do treinamento fisico e RIA, grupo EX, , aumentou
a expressao da SERCA2a, NCX e PLB em relacdo aos animais
EXeR,,. Além disso, os animais EX,  apresentaram aumento na
expressdo do TR, quando comparados aos ratos R, .

As dosagens séricas de T,, T, e TSH estdo apresentadas na
tabela 3. Nao houve alteragdo na concentragao sérica do T,
pela agao da RIA ou treinamento fisico. Os ratos treinados,
EX, ndo apresentaram alteragdo das concentragoes séricas
de T, e TSH. Entretanto, verificou-se significativa redugao do

Gene Cadigo
SERCA2a Rn00568762_m1
Avaliaga mRNA por PCR tempo real
PLB Rn01434045m_1 aliagdo do por PCR tempo rea
RyR2 Rn01470303_m1 c R, EX EX,,
CcsQ2 Rn00567508_mf n=t n=t n=t n=7
I-L 1,00+034 234+048* +0,76 * 2,74 £0,76*
NCX RN00570527_m1 Cana ,00£0,3 34+£048* 360+0,76 , 0,76
- NCX 1,00£032 189+056* 248+0,33* 3,13+0,52*tF
Canal de calcio tipo-L Rn00709287_m1
RyR2 1,00+0,18  1,08+0,17 1,11+0,23 1,26 £0,23
TR, Rn00579692m1
Serca2a 1,00£036 092+027 104+024 1,42+0,10 *tF
TR, Rn00562044_m1
PLB 1,00 £ 0, 1,25+0,19% 1,14+022 151+026*
Ciclofilina Rn00690933_m1 002009 520,19 0 51402671
SERCA2a - Célcio ATPase do reticulo sarcoplasmatico (RS), isoforma cardiaca csaz 100£029 1,03+0.21 1,07 £0,22 1,27 £0.25
responsével pela captagdo de Ca* para o RS; PLB - fosfolambam, proteina que R, 1,00£029 067+0,16* 0,78+0,23 0,86 £ 0,26
atua como inibidor da captagédo de Ca** da SERCAZ2a; RyR2 - receptor rianodina, R 1,00 0.29 0064025 147 +040° 166 £ 0171

via de saida do Ca* do RS para o citosol; CSQ -calsequestrina, proteina
abundante no interior do RS que atua como reservatério de Ca?; NCX -trocador
Na*/Ca* presente no sarcolema, responsavel pela expulsdo do Ca* para o meio
extracelular; Canal de célcio tipo-L - canal lento de Ca* do sarcolema, é aberto
pela chegada potencial de agdo; TR, - receptor de horménio tireoidiano; TRm
- receptor de hormoénio tireoidiano; Ciclofilina - gene constitutivo, utilizado na
normalizagéo da quantidade do produto transcrito do gene-alvo.

Caracteristicas gerais dos animais

i

Valores expressos em media + desvio padréo; C - ratos-controle; R, - ratos com
restrigéo de ingestéo alimentar (RIA) de 50%; EX - ratos treinados; EXy, - ratos
treinados com RIA de 50%; RyR2 - canal rianodina; Serca2a - bomba de célcio
do reticulo sarcoplasmatico; PLB - fosfolamban; CSQ2 - calsequestrina; NCX -
trocador Na*/Ca?; TR - receptor de horménio tireoidiano; *versus C;  versus Ry
1 versus EX; ANOVA, Tukey, p < 0,05.

c EX EX,,

n=7 n=7 n=7 n=7
Consumo de ragéo (g) 202+23 10,1+11* 20,7+25 104+12*
PCI (g) 292+£12 291 + 21 294 £10 293 £ 17
PCF (g) 354+ 19 219+ 8 333+16* 207 +8*tt
VE (9) 0,694 + 0,064 0,462 £0,016 * 0,672 0,053 0,474 0,024 *
VD (g) 0,213 0,030 0,126 £0,019* 0,217 £ 0,050 0,149 £ 0,022 *
Atrio (g) 0,059 + 0,006 0,042 0,005 * 0,077 £0,013* 0,049 + 0,006 *f
VE/PCF (mglg) 1,962 + 0,139 2,135+ 0,142 2,017 £0,122 2,284 £0,100 *t
VD/PCF (mg/g) 0,601 + 0,069 0,571 0,069 0,654 +0,177 0,721 +0,121

Valores expressos em media  desvio padréo; C - ratos-controle; R, - ratos com restrigéo de ingestéo alimentar (RIA) de 50%; EX - ratos treinados; EX., - ratos treinados
com RIA de 50%; PCI - peso corporal inicial (g); PCF - peso corporal final (g); VE - peso do ventriculo esquerdo (g); VD - peso do ventriculo direito (g); * versus C; f versus

R, 1 versus EX - ANOVA, Tukey, p < 0,05.
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Concentragao plasmatica dos hormdnios tireoidianos

c R, EX EX,,
n=7 n=7 n=7 n=7
T, (mgldI) 4354132  311+134 552+272 396236
T, (mg/dl) 242429 M3+£17* 191+ 61 126 +6*f
TSH(mg/dl) 635177 1,94x075* 507313 1,54+0,66"F

Valores expressos em media + desvio padréo; C - ratos-controle; R, - ratos
com restrigao de ingestéo alimentar (RIA) de 50%, EX - ratos treinados; EX, -
ratos treinados com RIA de 50%; T - triiodotironina; T, - tiroxina; TSH - hormdnio
tireotrofico; * versus C; 1 versus EX - ANOVA, Tukey, p < 0,05.

T, e TSH nos grupos R_, e EX

50 50
controles (Cvs R, e EXvs EX, ).

em relagdo aos respectivos

Os coeficientes de correlagao e as significincias entre
mRNA das estruturas do transito cdlcio e receptores de
hormonios tireoidianos estao na tabela 4. Estdo apresentadas
somente as correlagdes positivas (r > 0,70) no grupo EX,,
desde que o objetivo desse estudo foi avaliar a associacao e
treinamento fisico e restricdo alimentar sobre a transcricao
génica de estruturas moleculares envolvidas no transito de
célcio e a influéncia do eixo HT - receptor no miocardio.
Assim, os coeficientes de correlagao para os grupos C, R_, e
EX foram apresentados para definir as participagoes dos fatores
exercicio, restricao alimentar e associacao entre os dois fatores.

Observou-se que o gene do TR, apresenta mais
correlagbes com as estruturas moleculares do transito de calcio
que o gene TR | (tab. 4). Embora os mRNA do canal-L e PLB
tenham apresentado aumento significativo nos ratos EX, , esses
genes nao apresentaram correlagdo com os genes do TR , ou
TR, O mRNA da rianodina teve significante correlagao com
o mRNA do TR, em todos grupos e ficou maior na associagao
da RIA com treinamento fisico. O mRNA da SERCA2a também
apresentou boa correlagio com o mRNA do TR, nos grupos
R.,, EX'e EX,, apesar de ndo ser estatisticamente significante,
o que pode ser decorrente do baixo nlimero de amostras.
Os genes calsequestrina e NCX apresentaram correlagao
com o mRNA TR, e TR ,, respectivamente, somente no

al/

Coeficiente de correlagao de Pearson entre mRNA
de proteinas do transito de calcio e receptores de hormdnios
tireoidianos

c R, EX EX,,
n=7 n=7 n=7 n=7
r=0,09 r=0,18 r=0,16 r=0,73
NCXXTR,  p=0g5 p=0.71 p=073 p=0,06
r=078 r=080 r=0,69 r=096
RYRZXTRy 50037 p=003 p=009  p=00007
Serca2a x r=0,11 r=0,67 r=0,69 r=0,72
R, p=082 p=0,09 p=0,09 p=0,07
CSQ2 x r=032 r=-046 r=004 r=091
R, p =049 p=0.30 p=093  p=0,004

C - ratos-controle; R, , - ratos com restri¢éo de ingestéo alimentar (RIA) de 50%;
EX - ratos treinados; EX, - ratos treinados com RIA de 50%; RyR2 - rianodina;
Serca2a - bomba de calcio do reticulo sarcoplasmatico; PLB - fosfolamban;
CSQ2 - calsequestrina; NCX - trocador Na*/Ca* ; TR - receptor de hormdnio
tireoidiano; r - coeficiente de correlagéo; p - nivel de significancia.

grupo EX, indicando a dependéncia da associagdo dos dois
fatores. Interessante ressaltar que o mRNA da CQS e RYR2
apresentaram forte correlagdo com TR nos animais EX, .
Entretanto, nao houve aumento de expressao génica da CQS
e RYR2 nesse grupo. Contrariamente, o gene NCX aumentou,
mas apresentou correlagao apenas com o gene TR ;. O gene
da SERCA2a foi o Ginico a apresentar correlagdo com o mRNA
da TR, e aumento na expressao génica nos animais EX .

Discussao

O objetivo deste estudo foi avaliar a participagao dos
hormonios tireoidianos na associacdo entre a severa restricao
alimentar e treinamento fisico e a correlacao entre os receptores
de HT e a expressao génica das estruturas moleculares envolvidas
no movimento de célcio intracelular do miocardio. Os resultados
deste estudo mostraram que o treinamento fisico associado
a severa RIA promoveu aumento significante do mRNA da
SERCA2a, do canal-L, da fosfolamban e do trocador Na*/Ca?*.
Essas alteragdes foram acompanhadas por elevagao na expressao
dos receptores de hormonios tireoidianos (TR , apesar dos niveis
séricos de T, estarem normais e T, e TSH reduzidos.

Os protocolos de RIA e treinamento fisico promoveram
importantes alteragoes morfolégicas (tab. 1). As reducoes
do peso corporal, peso do VD e peso do VE induzidas pela
RIA estdo associadas ao grau de restricao calérica. Restricao
alimentar, excesso de ingestdao ou estado de jejum alteram
o gasto energético e a composigao corporal®. A redugao
do gasto energético durante a restricao alimentar tem sido
documentada e representa um mecanismo de conservacao
de energia, que previne a perda de peso corporal em
excesso®’. As cdmaras cardiacas foram reduzidas na mesma
proporgdo da redugdo de peso corporal, como observado
pelas relagdes VE/PC e VD/PC. A diminuicao do peso corporal
pelo treinamento fisico estd associada ao aumento do gasto
energético decorrente das sessoes de treinamento fisico; as
relagdes VE/PC e VD/PC foram mantidas em relacdo ao grupo
controle. A associacdo do TF e RIA intensificou a reducao
de peso corporal, porém preservou a massa do VE e do VD
e manteve as relagdes VE/PC e VD/PC quando comparados
com os ratos R_ . Assim, os resultados referentes as camaras
cardiacas indicam que a RIA promoveu significante redugao
da massa cardiaca e o treinamento fisico, isolado ou associado
a RIA, ndo promoveu hipertrofia cardiaca. Esses resultados
foram semelhantes aos constatados em estudos anteriores'.

ARIA, isolada ou em ratos treinados, reduziu os niveis de
T,e TSH, enquanto o treinamento fisico ndo alterou os niveis
séricos dos hormdnios tireoidianos. Apesar de a RIA reduzir
o nivel sérico de T, em 29% em ambos os grupos (R, e EX_ ),
essa reducao nao foi de magnitude suficiente para mostrar
diferenca estatistica entre os grupos. A auséncia de alteragao
nos niveis de T, pode ser decorrente da dosagem do T, total
endodo T, livre, que é a forma ativa do horménio. Dados de
literatura indicam que, em estados de jejum e severa restrigao
calérica, ocorrem acentuado aumento de T, reverso'. Assim
€ possivel que a relagéo entre T, livre e T, reverso tenha sido
reduzida nos animais submetidos a RIA. Acredita-se que a
privagdo de energia pode modular a concentragdo sérica
de T, e reduzir a atividade ou concentracao de iodotironina
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deiodinase que converte T, em T,%. A significante redugao
dos niveis séricos de T, e TSH induzido pela RIA indica estado
de hipotireoidismo, o que também foi observado em estudos
experimentais®'*?”? e clinicos®. O mecanismo responsavel
pela reducao dos niveis plasméticos dos hormoénios
tireoidianos induzida pela RIA pode estar relacionado a
prépria redugao no consumo energético. A redugao dos niveis
de hormonios tireoidianos esta relacionada ao mecanismo de
conservacao de energia, uma vez que esses hormonios sao os
principais responsaveis pelo gasto energético®. Considerando
que o gasto energético é reduzido na restricao alimentar, seria
esperada redugao dos niveis de HT. O treinamento fisico nao
promoveu alteragdes nos niveis plasmaticos dos horménios
tireoidianos. Este resultado difere do observado por lemitsu e
cols.?? e Katzeff e cols."®, que verificaram aumento nos niveis
sérios de T4. Essa discrepancia de resultados pode ter sido
decorrente do tipo, intensidade e volume de treinamento
fisico. Em conclusdo, enquanto a RIA promoveu o estado
de hipotiroidismo, o treinamento fisico parece nao ter efeito
direto sobre a acdo dos hormonios tireoidianos.

No coracao de ratos, mais de 70% de todos os receptores
HT sao TR,,, com TR constituindo apenas 30%*. O
horménio tireoidiano liga-se a elementos responsivos de
tireéide (receptores de HT) em regi6es promotoras de varios
genes, regulando a transcrigao de genes alvo no coragao
incluindo trocador Na*/Ca?*, rianodina, canal de célcio
tipo-L e principalmente SERCA2a e fosfolambam?°. Essa
regulagao pelo HT é um importante mecanismo no processo
de contragao e relaxamento do miocardio®'.

Os resultados deste estudo indicam que o estado de
hipotireoidismo induzido pela RIA reduziu a expressao
do gene TR ,, receptor predominante do miocardio. Esse
resultado era esperado, uma vez que a reducao de HT
acarreta feedback negativo no receptor HT. O treinamento
fisico, isolado ou associado a RIA, aumentou a expressao do
TR, sem alterar os niveis de TR ;. A escassa literatura sobre
o papel dos receptores TR , e TR | na transcricdo génica de
protefnas do transito de célcio do miocardio. Kinugawa e
cols.?" mostraram que o TR_, esta relacionado com transcrigao
da a-MHC e sintese proteica miocardica, enquanto o TR,
estd relacionado com SERCA2a, o préprio TR, e inibicao
da b-MCH. Assim, nossos dados sugerem que a redugao do
gene TR | pela RIA poderia ser um mecanismo associado
a perda de massa cardiaca; a auséncia de hipertrofia nos
animais treinados poderia ser decorrente da manutengao
dos niveis de TR ,.

Os efeitos das intervengdes, RIA e TF, resultaram em
alteragdes no mRNA das estruturas moleculares reguladoras
do transito de cédlcio (tab. 2). O aumento da SERCA2a e PLB
nos ratos EX,  observados neste estudo sugere que o processo
de recaptura de célcio pelo reticulo sarcoplasmético (RS) pode
estar facilitado. A explicagdo para essa hipétese baseia-se
nos dados referentes aos efeitos da RIA que, isoladamente,
promoveu somente aumento da PLB indicando piora no
processo de recaptura de célcio pelo RS. Como esse processo é
dependente de ATP e, na severa restricao alimentar, necessita-
se de economia de energia, o aumento da fosfolamban podera
acarretar reducao da atividade da SERCA2a. Quando a RIA foi
associada ao treinamento fisico houve aumento proporcional

da SERCA2a e da PLB, indicando que o treinamento fisico
protegeu o miocardio dos prejuizos provocados pela RIA.
A melhora no processo de recaptura de calcio pelo RS
induzido pelo treinamento fisico esta de acordo com estudos
de Kemi e cols.>* que observaram aumento da recaptura de
calcio no miocardio decorrente da elevagdo da SERCA2a
e fosfolamban fosforilada (PLB-thr17) em ratos treinados.
O aumento do canal de célcio-L observado nos animais
EX,, sugere um aumento do influxo de célcio no sentido de
melhorar a resposta contrétil. A elevagdo do gene NCX teria
como finalidade compensar o aumento do influxo de célcio
pelos canais lentos de célcio sarcolemal.

Neste estudo ndo foi possivel relacionar os receptores
HT com as estruturas moleculares do transito de célcio
no miocdrdio de ratos treinados e submetidos a severa
RIA, considerando que o teste de correlagdo nao mostrou
significancia no mRNA da SERCA2a, PLB, NCX, canal-L com
os receptores TR ou TR . Dados de literatura mostram
associagao das estruturas moleculares envolvidas no movimento
de célcio com receptores de HT induzidos pelo treinamento
ou estado de hipotireoidismo; lemitsu e cols.? verificaram
aumento significativo na expressao dos receptores TR ; e
TR, acompanhado de aumento na expressdo da SERCA2a
pero treinamento fisico. Em condicbes de hipotireoidismo,
a insuficiéncia da tireoide esta associada a diminuicao da
SERCA2a e aumento da fosfolamban?3, aumento na expressao
do NCX* e niveis de canal-L inalterados* ou aumentados®.

Os mecanismos moleculares para o0 aumento da transcrigao
génica da SERCA2, PLB e NCX no exercicio isolado ou
associado a RIA ainda ndo estdo esclarecidos; como citado
anteriormente, nossos achados sugerem que os HT e/ou
receptores de HT nao participam da transcrigdo génica das
estruturas moleculares do transito de calcio nesse grupo de
animais. O processo de remodelagao cardiaca é consequente
de estimulos extracelulares que ativam sinalizagbes citosélicas
complexas, com inlimeros pontos de integracao, e processos
transcricionais nucleares. Dentre os estimulos extracelulares os
agonistas de receptores acoplados a proteina G (angiotensina,
endotelinas, catecolaminas), citocinas e fatores de crescimento
(IGF, TGF, FGF) sao os principais candidatos que poderiam,
portanto, estimular a transcricao génica de estruturas do
movimento de célcio*®?”. Entretanto, nao existe dados de
literatura que permitam especular os mecanismos responsaveis
pelo aumento da transcrigao génica da SERCA2, PLB e NCX
na interagdo exercicio e restricao alimentar.

Limitacoes do estudo

Nossos achados de expressdo génica de mRNA obtidos
por meio de PCR quantitativo da SERCA2a, fosfolamban,
trocador Na*/Ca?*, canal de cilcio tipo-L, calsequestrina
e receptores de HT podem nao se traduzir em formagao
de proteinas. Dados recentes obtidos em nosso laboratério
verificaram significante reducao da expressao proteica do
canal tipo-L em ratos com severa RIA, contrariando nossos
achados de aumento de mRNA da mesma proteina'.
Portanto, a continuidade desses achados serd a determinacao
da expressao proteica por Western Blot. Também nao foi
possivel estabelecer uma relagao entre causa-efeito dos
hormoénios tireoidianos e/ou receptores de HT com o
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mRNA do transito de cdlcio; seriam necessérios estudos
com tratamento de HT ou utilizando animais monoclonais
especificos para HT.

Em conclusao, os dados do trabalho mostraram aumento

da expressao de mRNA das estruturas moleculares envolvidas
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