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RESUMO

O aumento da atividade nervosa simpatica e a taquicardia em repouso ou durante esforcos fisicos estao
associados ao aumento da morbimortalidade, mesmo na auséncia de sinais clinicos de doenca cardiaca.
Sabendo-se da importancia dos receptores o,/0,-adrenérgicos na modulacao da atividade nervosa e
frequéncia cardiaca (FC), o presente trabalho utiliza um modelo genético de cardiomiopatia induzida por
excesso de catecolaminas circulantes baseado na inativacao génica dos receptores o.,,/0.,-adrenérgicos em
camundongos (o1,,/ 01, KO) para verificar a resposta da FC ao exercicio fisico (EF), assim como o controle sim-
patovagal da FC ao EF. Testou-se a hipotese de que haveria resposta taquicardica exacerbada durante o EF nos
camundongos o,,/0, KO mesmo quando a funcgéo cardiaca ainda estivesse preservada em repouso, sendo
0 receptor a,, adrenérgico o principal responsavel por essa resposta. Camundongos machos da linhagem
(C57Bl6J, controle (CO) e com inativacdo génica para 0s receptores o, (0,KO), 0, 0, KO) e o1,/ 01, KO foram
submetidos a um teste de tolerancia ao esforgo fisico. Outros dois grupos de camundongos, CO e o,/ 0, KO,
foram submetidos ao bloqueio farmacolégico dos receptores muscarinicos e 3-adrenérgicos e ao EF progres-
sivo para se avaliar a contribuicdo simpatovagal para a taquicardia de EF. Observou-se intolerancia ao esforco
fisico (1.220 £ 18 e 1.460 + 34 vs. 2.630 + 42m, respectivamente) e maior taquicardia ao EF (765 + 16 e 792 +
13 vs. 603 + 18bpm, respectivamente) nos camundongos o,,KO e ot,,/01, KO vs. CO. Além disso, o balanco
autondmico estava alterado nos camundongos a,,/0, KO pela hiperatividade simpética e menor efeito va-
gal cardiaco. Esses resultados demonstram a importancia dos receptores o,,/0,-adrenérgicos no controle
autondmico nao so No repouso, mas também durante o EF, sendo o receptor o,,-adrenérgico o responsavel
pela hiperatividade simpatica e menor efeito vagal observados. Essa resposta taquicéardica exacerbada nos
camundongos o,,,/0, KO esta presente mesmo quando ainda néo se observa disfungao cardiaca.

Palavras-chave: frequéncia cardiaca, receptores o-adrenérgicos, exercicio fisico, resposta taquicdrdica,
controle autonémico cardiaco.

ABSTRACT

Increase of sympathetic nervous activity and tachycardia at rest or during physical exertions are associ-
ated with increase of morbimortality, even in the absence of clinical signs of cardiac disease. Considering the
importance of the o,,/0,-adrenergic receptors in the modulation of the nervous activity and heart rate (HR),
the present study uses a genetic model of cardiomyopathy induced by excess of circulating catecholamine
in the gene inactivation of the o,,,/0, adrenergic receptors in mice (a,,/ 0, KO) to verify the HR response to
physical exercise (PE), as well as the sympathetic-vagal control of the HR to PE. The hypothesis is that there
would be exacerbated tachycardic response during PE in o,,/at, KO mice even when the cardiac function was
still preserved at rest, being the a.,,_ adrenergic receptor the main reason for this response. Male mice of the
C57Bl6] lineage, control (CO) and with gene inactivation for the a,, (01,,KO), 0t 01, KO) and ot,,/01, KO recep-
tors were submitted to tolerance to a physical exercise test. Two other groups of mice, CO and 0,,/0, KO, were
submitted to pharmacological blocking of the muscarinic and f-adrenergic receptors as well as to progressive
PE to assess the sympathetic-vagal contribution to PE tachycardia. Intolerance to physical exercise (1.220 + 18
and 1460 + 34 vs. 2.630 + 42m, respectively) and higher tachycardia to PE (765 + 16 e 792 + 13 vs. 603 + 18
bpm, respectively) in the o,,KO and o,,/0,, KO vs. CO mice was observed. Moreover, the autonomic balance
was altered in the a,,/0,KO mice by the sympathetic hyperactivity and lower cardiac vagal effect. These
outcomes demonstrated the importance of the o,,/0,c-adrenergic receptors in autonomic control not only
at rest, but also during PE, being thea,,-adrenergic receptor responsible for the sympathetic hyperactivity
and lower vagal effect observed. This exacerbated tachycardic response in a,,/a,KO mice is present even
when cardiac dysfunction is not observed.

Keywords: heart rate; a,-adrenergic receptors; physical exercise; tachycardic response; cardiac autonomic control.
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INTRODUCAO

O balanco autonémico cardiaco esté alterado na insuficiéncia car-
diaca (IC), sendo observada hiperativacédo do sistema nervoso simpa-
tico e reducao no ténus vagal cardiaco. Na fase inicial da sindrome, a
ativacdo do sistema nervoso simpatico, assim como niveis plasmaticos
elevados de renina, noradrenalina, horménio natriurético e arginina
vasopressina, representa importantes mecanismos compensatorios
para a manutencao do débito cardiaco e da pressao arterial’*?: nao
é observada disfuncdo cardiaca em repouso, porém, apenas durante
a realizacdo de esforco fisico. No entanto, exposicoes cronicas as ca-
tecolaminas liberadas pelos terminais nervosos simpaticos levam a
aumento continuo da atividade simpatica que contribui para o dano
miocardico e para a deterioracdo da funcao cardiaca®.

A inativagdo génica dos receptores o, € 0O,c-adrenérgicos em
camundongos (at,,/0,cKO) provoca hiperatividade do sistema ner-
voso simpatico®®”, sendo um 6timo modelo experimental, pois mi-
metiza as alteracdes fisiopatoldgicas caracteristicas de pacientes com
insuficiéncia cardiaca para o estudo de quadros clinicos associados a
hiperatividade simpética. Essa hiperatividade ocorre devido a regula-
cdo inibitoria exercida pelos receptores o, € 0., Sobre a secrecao de
noradrenalina pelos terminais nervosos simpaticos®®’9. No entanto,
0s receptores o, adrenérgicos exercem sua agao inibitéria, quando
ha despolarizacdo de alta frequéncia dos terminais, enquanto os re-
ceptores o, adrenérgicos inibem a secrecado de noradrenalina em
despolarizacdes de baixa frequéncia, proximas as observadas em re-
pouso®. Camundongos o,,/0, KO apresentam concentragdes plas-
méticas de noradrenalina elevadas®®’#% No entanto, aos trés meses
de idade, essa hiperatividade simpatica ndo repercute em disfuncéo
cardiaca ou remodelamento cardiaco!'?, sendo observados, somente
aos sete meses de idade, sinais clinicos de insuficiéncia cardiaca, tais
como, disfun¢do cardfaca grave, edema pulmonar e taxa de mortali-
dade de 50% 19,

Varios autores®/821112 demonstraram o papel dos receptores o,
e o, adrenérgicos na regulacao da liberacdo de noradrenalina e con-
sequente hiperatividade simpatica em situacao de repouso, porém,
nao ha na literatura nenhum estudo que verifique a funcdo desses
receptores quando o organismo € submetido a algum estresse que
altere sua FC e o balanco autonémico.

Como esses camundongos com hiperatividade simpdtica, des-
critos acima, ainda ndo apresentam disfuncdo miocdrdica aos trés
meses de idade e o eletrocardiograma de esforco é um teste mais
sensivel para deteccdo de doenca cardiaca mesmo quando a funcao
cardiaca estd preservada em repouso>'? , o presente estudo teve
como objetivos: verificar o comportamento da FC durante o teste
de tolerancia ao esforco fisico nos camundongos CO, 0,,KO, a1, KO e
0,/ 0, KO aos trés meses de idade, quando a cardiomiopatia esta em
estagio inicial e com funcao cardiaca preservada; e avaliar a contribui-
¢do do sistema nervoso simpatico e parassimpatico sobre a resposta
taquicérdica ao exercicio fisico nos camundongos o,,/0, KO e CO,
por meio de bloqueio farmacolégico de receptores muscarinicos e
[-adrenérgicos.

METODOS

Amostra

A amostra foi composta por camundongos machos (C57BL/6J) com
12 semanas de idade, distribuidos em dois protocolos experimentais
distintos:

e Protocolo 1: 32 camundongos, sendo oito CO, 0ito o,,/ct,c KO,
oito a,,KO e oito o, KO ;

e Protocolo 2: 31 camundongos, sendo 15 CO e 16 0,,/01,KO.
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Os camundongos foram mantidos em gaiolas com temperatura
controlada entre 22 e 25°C, ciclo claro-escuro (12 horas) invertido e
racao e dgua ad libitum. Todos os procedimentos adotados seguiram as
recomendagdes do Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (www.
cobea.org.br) e foram aprovados pelo Comité de Etica da Escola de
Educacéo Fisica e Esporte da Universidade de Sao Paulo (CEP # 004).

Genotipagem

Os camundongos o,,KO, o, KO e a1, /0, KO foram genotipados a
partir da extracdo de DNA genémico por meio de biopsia realizada na
orelha esquerda dos animais. A genotipagem foi realizada por meio da
reacao em cadeia da polimerase (PCR-polymerase chain reaction) com
termociclador utilizando oligonucleotideos iniciadores (primers) para a
deteccdo dos genes intactos e com ruptura dos genes dos receptores
0O,y € Olyc- adrenérgicos'.

Eletrocardiograma durante o teste de tolerancia aos
esforcos fisicos

Para possibilitar o monitoramento da FC, foram implantados trés
eletrodos de aco inoxidavel nas regides tordcica direita, esquerda e
dorsal, com fixacdo das extremidades externas junto a cabeca dos ca-
mundongos o,,KO, ar,KO, o1, /0, KO e CO anestesiados com ketamina
(80mg/ka) e xilasina (12mg/kg).

Durante o teste de tolerancia ao esforco fisico foi realizado o registro
do eletrocardiograma dos camundongos. O sinal do eletrocardiograma
foi amplificado por um bioelétrico (Hewlett-Packard) e posteriormente
registrado em microcomputador em tempo real (AT/CODAS 1000Hz).

Protocolo 1. Resposta taquicardica durante o teste de
tolerancia ao esforco fisico

O teste de tolerancia ao esforco fisico foi realizado em camundon-
gos CO, 01,/ 01, KO, a,,KO e a,KO aos trés meses de idade em esteira
rolante®, com protocolo de intensificacéo de EF escalonado. Apds um
periodo de 15 minutos de repouso na esteira, 0s camundongos foram
submetidos ao EF escalonado progressivo, com incremento de carga
de trés metros/minuto a cada trés minutos, iniciando com velocidade
de seis metros/minuto, até a exaustdo do animal e um perfodo de
recuperacao de cinco minutos(’®.

Protocolo 2. Controle autondmico da resposta taquicardica
durante o exercicio fisico progressivo

Para possibilitar a administracdo dos farmacos para o bloqueio dos
receptores muscarfinicos e adrenérgicos, foi implantada uma canula
na veia jugular dos camundongos /0, KO e CO anestesiados com
ketamina (80mg/kg) e xilasina (12mg/kg).

Vinte e quatro horas apds a execucao do teste de tolerancia ao
esforco fisico foi realizado o teste de EF progressivo em trés diferentes
intensidades, 30%, 60% e 85% da velocidade maxima obtida no teste
realizado no dia anterior, com duragdo de trés minutos em cada carga;
a FC dos camundongos foi registrada sob blogueio farmacolégico
dos receptores muscarinicos cardiacos com metilatropina (1mg/kg,
iv.). Apds o término do EF, propranolol foi injetado (3mg/kg, iv.) e, 15
minutos apos, o EF foi repetido. Esse Ultimo experimento foi realizado
visando obter a FC intrinseca durante o EF progressivo.

No dia seguinte, o mesmo experimento com blogueio farmacolé-
gico foi realizado em ordem inversa, ou seja, primeiro houve a admi-
nistragao de propranolol.

O célculo dos efeitos vagal e simpatico durante o EF foi realizado
conforme previamente descrito por Gava et al'9, utilizando as sequin-
tes formulas:

Efeito vagal = FC pds-bloqueio com metilatropina — FC da sessao
controle
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Efeito simpatico = FC da sessdo controle — FC p6s-blogueio com
propranolol.

O comportamento da FC intrinseca durante o EF foi calculado pela
resposta da FC ap6s blogueio duplo com metilatropina e propranolol.

O desenho experimental do estudo pode ser observado na figura 1.
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Figura 1. O estudo é composto pelo protocolo experimental 1 (resposta taquicardica
durante o teste de intolerancia aos esforcos fisicos) e pelo protocolo experimental 2
(controle autonémico da resposta taquicardica durante o exercicio fisico progressivo).

Analise estatistica

Os resultados séo apresentados na forma de média + erro padrao
da média. A resposta taquicardica ao EF e os efeitos simpatico e vagal
durante o EF foram comparados entre os grupos por meio de anélise de
variancia de um fator (gendtipo) para medidas repetidas. Para os casos de
significancia foi utilizado o teste post-hoc de Tukey. Utilizamos estatistica
paramétrica apés aplicacdo de teste de normalidade (teste de Kolmogo-
rov-Smirnov) e de homocedasticidade (teste de Bartlett. Os resultados
foram considerados estatisticamente significantes quando p < 0,05.

RESULTADOS

Resposta taquicérdica durante o teste de tolerdncia ao esforco
fisico.

Os camundongos 0,,KO, 0, KO, ar,,/01, KO e CO foram submetidos
ao teste de tolerancia ao esforco fisico com protocolo de intensificacdo
de EF escalonado. Os camundongos o.,,KO e o,,/a1,KO percorreram
distancias significantemente inferiores a percorrida pelos camundongos
CO de mesma faixa etéria (figura 2A), apresentando nitida intolerancia
a realizacdo de esforcos. Quando comparamos a resposta taquicardica,
verificamos que os camundongos o,,KO e o,,/a, KO apresentaram
maior elevacéo da FC com o incremento de carga durante o teste que
0s camundongos CO (figura 2B).

Controle autonémico da resposta taquicérdica durante o exercicio
fisico progressivo.

Na figura 3 observa-se que a FC durante o EF progressivo apre-
sentou valores absolutos superiores nos camundongos o.,,/0.,KO
quando comparados com os camundongos CO (30%, 680 * 23,1 vs.
647 +23,3bpm; 60%, 721 £ 13 vs. 684 £ 20bpm; 85%, 741 £ 8,8 vs. 706 =
19,6bpm), corroborando os dados prévios desses grupos apresentados
na figura 2B. Essa resposta estava associada ao menor efeito vagal nos
camundongos a.,,/0, KO em relagdo aos camundongos CO (30%, 61,6
+ 29,1 vs. 76,3 £ 20,1bpm; 60%, 31,8 £ 17,3 vs. 55,5 £ 13,2bpm; 85%,
19,8 £ 21 vs. 27,6 £ 15,1bpm), uma vez que o efeito simpatico ndo foi
diferente entre os grupos (figura 4).
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Figura 2. Distadncia méaxima percorrida (painel A) e frequéncia cardiaca (painel B)
observada em teste de tolerancia aos esforcos em camundongos controle (CO) e com
inativacao génica dos receptores o, (01,,KO), 0 (0, KO) e o1, € oryc-adrenérgicos
(01,,/0,,cKO), n = 8 para cada grupo. Rep.: repouso.
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Figura 3. Resposta taquicérdica ao exercicio fisico progressivo realizado a 30, 60 e 85%
da velocidade méxima atingida no teste até a exaustdo em camundongos controle
(CO) e com inativagdo génica dos receptores 0., e ot,-adrenérgicos (0t,,/ o, KO).
n =8 para cada grupo.

*p < 0,05 ot/ KO vs. CO.
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Figura 4. Efeito vagal (atropina-controle) e simpatico (propranolol-controle) sobre a
FC durante o exercicio fisico realizado a 30, 60 e 85% da velocidade méaxima atingida
no teste até a exaustao (camundongos controle (CO) e com inativagédo génica dos
receptores 0., & 0,,-adrenérgicos (or,,/0,KO)). n = 8 para cada grupo.
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DISCUSSAO

Os receptores o,-adrenérgicos regulam a atividade do sistema
nervoso simpatico, sendo os receptores a.,, € 0O,-adrenérgicos os
responsaveis pelo controle da liberacao de noradrenalina nos terminais
nervosos simpaticos e no tecido cardiaco!?.

Neste estudo, os camundongos 0.,,KO e o,,/a1,KO apresentaram
intolerancia a realizacdo de esforco fisico e maior resposta da FC du-
rante o teste de tolerdncia ao esforco fisico quando comparados com
o0s camundongos a,KO e CO. Isso pode ter ocorrido devido ao maior
controle inibitério sobre a secrecao de noradrenalina apresentado pelos
receptores o, adrenérgicos®'?, Em camundongos com inativagéo
génica para os receptores o.,,-adrenérgicos, hd aumento na atividade
simpatica com taquicardia de repouso!'”, 0 que ndo ocorre com aque-
les que tém os receptores o,c.adrenérgicos inativados!'®,

Essa resposta taquicardica durante o esforco deve estar relacionada
com hiperatividade simpatica nos camundongos a,,KO e ¢t,,/0,,KO,
que é acompanhada de intolerancia a realizacdo de esforco. Em ca-
mundongos o,,/a,KO jd observamos intolerancia aos esforcos, que se
agrava com a progressao da doenca'™ e associa-se tanto a disfuncao
cardiaca’®'® quanto a alteracdes na funcéo e na estrutura da muscu-
latura esquelética®.

Em relacao ao balanco autondémico durante o EF progressivo, ob-
servou-se que a resposta da FC foi maior nos camundongos o, /o, KO
em comparacao com os camundongos CO. Essa resposta esta associada
a menor efeito vagal, ja que o tonus basal simpético nos camundon-
gos o,,/0, KO é mais alto, 0 que acarreta menor reserva simpatica
para elevacao da FC durante o EF nos camundongos ot,,/0, KO em
relacao aos CO.

A hiperatividade simpdtica tem um papel importante na fisiopa-
tologia e evolucdo da doenca cardiovascular?”. Nos camundongos
0L,/ 0, KO, 0s niveis plasmaticos elevados de catecolaminas fazem
com que o coragao se adapte inicialmente, causando um remodela-
mento cardiaco com hipertrofia e aumento da FC. Contudo, hd uma
falha no mecanismo compensatério com o avancar da idade nesses
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camundongos'?, acarretando insuficiéncia cardiaca grave e 50% de
mortalidade aos sete meses de idade"?. Portanto, os resultados do
presente estudo demonstram, pela primeira vez, a importancia dos
receptores a.,,/0,-adrenérgicos no controle autonémico, ndo sé no
repouso, mas também durante o EF, sendo o receptor a.,,-adrenérgico
o responsavel pela hiperatividade simpética e menor efeito vagal ob-
servados. Além disso, alteragdes na resposta taquicardica, mesmo na
auséncia de disfuncdo cardfaca, sugerem que a FC possa ser utilizada
como ferramenta prognostica.

Trabalhos do nosso grupo também corroboram a hipoétese de
que o treinamento fisico aerdbico constitui-se em uma estratégia nao
farmacoldgica que reduz a FC e melhora o balango autonémico em
camundongos com insuficiéncia cardiaca durante o EF'91?), Dessa
forma, o exercicio fisico regular seria altamente recomendado para
minimizar os efeitos deletérios da hiperatividade simpética presentes
nas doengas cardiovasculares e fatores de risco.

Apesar de 0s nossos dados apresentarem como limitagdo o fato
de os camundongos terem realizado os protocolos experimentais com
eletrodos subcutaneos implantados, acreditamos que isso ndo tenha
interferido de maneira importante no seu desempenho fisico durante
o esforco, pois os resultados desses testes ndo foram diferentes dos
realizados sem a presenca dos eletrodos.

CONSIDERAGOES FINAIS

Nossos dados mostraram intolerancia aos esforcos fisicos e taqui-
cardia exacerbada nos camundongos o,,KO e 0t,,/0, KO em relagao
aos CO. Além disso, verificou-se balanco autonémico alterado nos
camundongos o,,,/0,KO durante o exercicio fisico progressivo com
menor efeito vagal, evidenciando a hiperatividade do sistema nervoso
simpatico e a importancia desses receptores no controle da FC e do
balanco autondmico. tanto em repouso quanto em exercicio fisico.
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