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Resumo
Fundamento: A capacidade aerébica é fundamental para o desempenho fisico, e a baixa capacidade aerébica esta
relacionada ao desencadeamento de diversas doencas cardiovasculares.

Objetivo: Comparar a contratilidade e a morfologia de cardiomiécitos isolados de ratos com baixo desempenho e
desempenho padrao para o exercicio fisico.

Métodos: Ratos Wistar, com 10 semanas de idade, foram submetidos a um protocolo de corrida em esteira até a fadiga,
e foram divididos em dois grupos: Baixo Desempenho (BD) e Desempenho Padrao (DP). Em seguida, ap6s eutanasia,
o coracao foi removido rapidamente e, por meio de dissociacao enzimatica, os cardiomiécitos do ventriculo esquerdo
foram isolados. O comprimento celular e dos sarcomeros e a largura dos cardiomiécitos foram medidos usando-se um
sistema de deteccao de bordas. Os cardiomidcitos isolados foram estimulados eletricamente a 1 e 3 Hz e a contracao
celular foi medida registrando-se a alteracao do seu comprimento.

Resultados: O comprimento celular foi menor no grupo BD (157,2 = 1,3 um; p < 0,05) em relacao ao DP (161,4 + 1,3 um),
sendo o mesmo resultado observado para o volume dos cardiomidcitos (BD, 25,5 = 0,4 vs. DP, 26,8 + 0,4 pL; p < 0,05).
Os tempos para o pico de contracao (BD, 116 = 1 vs. DP, 111 = 2 ms; p < 0,05) e para o relaxamento total (BD, 232
+ 3 vs. 143 = 3 ms; p < 0,05) foram maiores no grupo BD.

Conclusao: Conclui-se que os midcitos do ventriculo esquerdo dos animais de baixo desempenho para o exercicio
fisico apresentam menores dimensées que os dos animais de desempenho padrao, além de apresentarem perdas na
capacidade contratil. (Arq Bras Cardiol 2012;98(5):431-436)

Palavras-chave: Midcitos cardiacos, ratos, exercicio, fadiga, contracao miocardica, condicionamento fisico animal.

Abstract
Background: Aerobic capacity is essential to physical performance, and low aerobic capacity is related to the triggering of various
cardiovascular diseases.

Objective: To compare the morphology and contractility of isolated rat cardiomyocytes with low performance and standard performance for exercise.

Methods: Wistar rats with 10 weeks of age underwent a protocol of treadmill running until fatigue, and were divided into two groups: Low Performance
(LP) and Standard Performance (SP). Then, the animals were sacrificed, the heart was quickly removed and, by means of enzymatic dissociation, left
ventricular cardiomyocytes were isolated. The cell and sarcomeres length and width of cardiomyocytes were measured using an edge detection system.
The isolated cardiomyocytes were electrically stimulated at 1 and 3 Hz and cell contraction was measured by registering the change of their length.

Results: The cell length was shorter in the LP group (157.2 = 1.3 um; p < 0.05) compared to SP (161.4 = 1.3 um), and the same result was
observed for the volume of cardiomyocytes (LP 25.5 + 0.4 vs. SP 26.8 = 0.4 pL; p < 0.05). The time to peak contraction (LP 116 = 1 vs. SP
111 £ 2ms; p < 0,05) and total relaxation (LP 232 = 3 vs. SR 143 = 3 ms; p < 0.05) were higher in the LP group.

Conclusion: We conclude that left ventricular myocytes of animals with low performance for exercise are smaller than animals with standard
performance. In addition to that, they present losses in contractile capacity.
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Introducao

A capacidade aerébica é fundamental nao sé para
o desempenho fisico, mas também estd relacionada
ao desencadeamento de diversas doengas. Uma baixa
capacidade aerébica esta associada a incidéncia de doengas
cardiovasculares e maior mortalidade’>.

A capacidade aer6bica é uma varidvel complexa que
estd sob a influéncia de fatores genéticos e ambientais®.
Os fatores genéticos podem representar de 70% a 90% nas
variagdes observadas na capacidade aerébica®. O termo
capacidade aerdbica intrinseca tem sido utilizado para se
referir ao conjunto de genes que determinarao as variagoes na
capacidade aerdbica quando ndo houver treinamento fisico
prévio (estado nao treinado)*®. O principal fator determinante
da capacidade aerdbica intrinseca ¢ a capacidade do coragao
de manter um fluxo sanguineo adequado aos tecidos
corporais. Trabalhos prévios demonstraram que ratos com Alta
Capacidade Aerébica Intrinseca (ACAI) apresentaram ganhos
na fungdo cardiaca*, maior consumo méximo de oxigénio
(VO,, ) e, em nivel celular, apresentaram parametros
morfolégicos e contriteis maiores em relagdo a ratos com
Baixa Capacidade Aerébica Intrinseca (BCAI)®. Esses resultados
evidenciaram a importancia da atividade contrétil cardiaca na
determinagao da capacidade aerébica intrinseca.

No nivel celular, a capacidade contratil do cardiomidcito
estd diretamente associada a homeostasia do Ca**. O Ca** esta
envolvido no processo de acoplamento excitagao-contragao,
tanto no momento da excitabilidade dos cardiomiécitos
quanto na ativagdo final dos filamentos contrateis causando
a contragao'*'. Resultados anteriores de nosso grupo de
estudo mostraram que cardiomidcitos isolados de ratos com
alto desempenho para o exercicio fisico (AD) apresentaram
ganhos na fungao contritil (sistélica e diastdlica), além de um
maior transiente intracelular global de Ca’* (transiente de
[Ca?*]) em relagdo a ratos com desempenho padrao (DP)'2.

Estudos sobre a morfologia e a fungao contrétil de
cardiomidcitos de animais com baixo desempenho e
desempenho padrao sdo escassos. Dessa forma, o objetivo
deste estudo foi comparar parametros contrdteis e
morfolégicos de cardiomidcitos isolados de ratos BD (baixo
desempenho para o exercicio fisico) e DP (desempenho
padrdo para o exercicio fisico). De acordo com nossa
hipétese, os cardiomiécitos dos animais BD apresentam
perdas na morfologia e na capacidade contratil.

Métodos

Animais

Para realizagao dos experimentos foram utilizados ratos
Wistar machos (Rattus norvegicus), com 10 semanas de
idade, pesando 224 = 5 g no inicio do periodo experimental,
provenientes do biotério central da Universidade Federal
de Vigosa (MG). Os animais foram mantidos em caixas de
polietileno, com no méximo 5 ratos por caixa, em uma sala
a 23 2C, com ragao comercial e agua ad libitum e um ciclo
de 12-12 h claro/escuro (6h00 — 18h00). Foram seguidas
as normas estabelecidas no Cuide for the Care and Use of
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Laboratory Animals (Institute of Laboratory Animal Resources,
National Academy of Sciences, Washington, D.C., 1996) e
respeitados os principios éticos na experimentagao animal
do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (Cobea). O
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagao
Animal da Universidade Federal de Minas Gerais — Cetea/
UFMG (protocolo n2 015/08).

Protocolo de exercicio

Os animais foram submetidos a um protocolo baseado no
tempo total de exercicio até a fadiga (TTF)'2. Uma semana
antes dos testes os animais passaram por um periodo de
adaptagao a esteira (Insight Instrumentos — Ribeirdao Preto,
SP,. Brasil), durante cinco dias consecutivos (5 min/dia; 5% de
inclinacao) e com aumentos didrios da velocidade da esteira
(10, 10, 11, 13, 15 m/min). Apds a semana de adaptagdo,
cada animal realizou, em trés dias alternados, trés testes de
exercicio progressivo até a fadiga (velocidade inicial de 10 m/
min; 5% de inclinacdo). Durante os testes, a velocidade da
esteira foi aumentada em 1 m/min a cada 3 min. O teste foi
interrompido quando o animal entrou em fadiga. O momento
da fadiga foi definido quando o rato ndo conseguia manter a
corrida de acordo com a velocidade da esteira''3.

Estratégia de selecao

A estratégia de selegao utilizada no presente estudo foi
baseada no TTF para cada rato'?. Dados anteriores de nosso
laboratério mostraram que por meio dessa estratégia de selegao
trés grupos podem ser determinados: Baixo Desempenho
(BD), Desempenho Padrao (DP) e Alto Desempenho (AD).
Baseados nesses dados os animais foram divididos em dois
grupos: grupo BD (n = 10) e grupo DP (n = 10).

De acordo com o critério metodolégico adotado, o grupo
BD foi constituido pelos animais com TTF abaixo de 16,63
min, ou seja, um TTF que fosse menor que pelo menos um
desvio padrao da média da populagao. Por sua vez, os animais
com TTF entre 16,33 e 46,57 min foram incluidos no grupo
DP, ou seja, que tivesse um TTF que nao fosse maior e nem
menor que um desvio padrao da média da populagao'.

Massa corporal, eutanasia, massa do coracao e
ventricular, isolamento dos cardiomiocitos

A massa corporal do animal foi medida imediatamente
antes da eutandsia por meio de uma balanga eletronica (Marte
—Brasil). O coracao foi removido, lavado em solugao contendo
750 uM de CaCl, para retirar o excesso de sangue, e pesado
em balanga de precisao (Gehaka — Brasil). Apds a pesagem
do coragao, a artéria aorta foi canulada e esse foi perfundido
com uma solucdo de isolamento, contendo: [composicao
(mM): 130 Na*; 5,4 K*; 1,4 MgCl,; 140 ClI; 0,75 Ca’* 5,0
Hepes; 10 glicose; 20 taurina; e 10 creatina; pH = 7,3 em
temperatura ambiente]'*'>. Em seguida, trocou-se a perfusao
para uma solucao livre de Ca** contendo 0,1 mM de ECTA,
durante 6 min, para destruicao das bandas escalariformes
entre os cardiomiécitos. Em seguida, o coracao foi perfundido
com uma solugdo contendo 1 mg.mL" de colagenase tipo
2 (Worthington, EUA) e 100 uM de CaCl, durante 25 min,
para a destruigao das fibras colagenas extracelulares. Todas
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as solugdes utilizadas no procedimento foram oxigenadas (O,
100% — White Martins, Brasil) e mantidas em temperatura de
37 2C. Ao final da perfusao os ventriculos foram separados dos
atrios e pesados'. Apés, o ventriculo esquerdo foi separado
em fragmentos que foram colocadas em frascos contendo 5
mL da solugdo enzimdtica (colagenase) suplementada com
1% de albumina bovina sérica. Os frascos foram agitados
moderadamente durante 5 min, em “banho-maria”, a 37 °C. A
seguir, o contetido dos frascos foi filtrado e centrifugado (3000
rpm) por 30 s. O sobrenadante foi removido e as células foram
suspendidas na solugao de 750 uM de CaCl,. As células foram
armazenadas por um prazo de até 6 horas apds o procedimento
de isolamento'. Os indices de hipertrofia cardiaca e ventricular
foram calculados pelas razdes dos pesos do coragao e do
ventriculo, respectivamente, pelo peso corporal.

Contracao celular

A contragao celular foi medida por meio da técnica de
alteracao do comprimento do cardiomidcito, usando-se um
sistema de deteccao de bordas, montado em um microscépio
invertido (lonoptix, EUA), conforme descrito previamente'* 5.
Os cardiomidcitos foram acomodados em uma camara
experimental com a base de vidro e banhados por solugao
tampao com a seguinte composicao (em mM): 136,9 NaCl;
5,4 KCl; 0,37 NaH2PO4; 0,57 MgCl2; 5 Hepes; 5,6 Glicose;
1,0 CaCl2 (pH = 7,4). Os cardiomidcitos foram visualizados
em um monitor por meio de uma camera (Myocam,
lonoptix, 240 Hz) acoplada ao microscépio utilizando-se um
programa de detecgao de imagens (lonwizard, lonoptix). Os
cardiomidcitos foram estimulados nas frequéncias de 1 e 3
Hz (10 V de 5 min) utilizando-se um par de eletrodos de ago
e um estimulador elétrico de campo (Myopacer, lonoptix).
Os movimentos das bordas longitudinais dos cardiomiécitos
foram capturados pelo sistema de deteccao de bordas e
armazenados para analise posterior. Foram utilizados para
as medidas de contragdo somente os cardiomiécitos que
estavam em boas condigbes, com as bordas e as estriacoes
sarcoméricas bem definidas, relaxados em repouso e sem
apresentar contragoes voluntdrias. As contragdes foram
analisadas por meio de um software caseiro desenvolvido na
plataforma MatLab®.

Dimensoes dos cardiomiocitos

O comprimento e a largura dos cardiomiécitos foram
medidos usando-se um sistema de deteccao de bordas. As
imagens das células foram visualizadas e capturadas como

descrito anteriormente'. O comprimento foi definido por
meio da medigdo da imagem gerada no monitor, por meio
de uma régua em um, desde a borda direita até a borda
esquerda das células. A largura foi definida pela medicao
da imagem gerada no monitor, por meio de uma régua em
um, desde a borda superior até a borda inferior, no ponto
médio das células. O volume celular foi calculado usando-
se a formula: [Volume (pL) = comprimento (mm) x largura
(mm) x (7,59 x 10°pL/mm?)]'®. O comprimento do sarcbmero
foi medido usando-se um sistema de captagao de imagens
(lonoptix, EUA). Esse sistema permite visualizar as estrias dos
cardiomidcitos, e por meio do contraste da imagem gerada
medir a distancia entre eles.

Analise estatistica

A analise final dos dados foi feita por meio de teste-t nao
pareado. Os dados sao apresentados como média + erro-
padrao da média. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

Resultados

Baseado no critério de selegao adotado'?, os grupos BD e
DP foram constituidos por animais com TTF de 13,67 = 2,11
min e 37,26 = 6,61 min, respectivamente (p<0,05).

Nao foram observadas diferengas significativas entre os
grupos BD e DP na massa corporal, na massa do coragao, no
peso relativo do coragdo e na massa do ventriculo (tabela 1).

Os resultados da morfologia dos cardiomiécitos dos animais
BD e DP sao mostrados na tabela 2. O comprimento dos
cardiomidcitos do ventriculo esquerdo foi significativamente
menor no grupo BD em relacao ao DP. Todavia, a largura
celular nao foi estatisticamente diferente entre os grupos.
O volume celular foi menor nos animais BD em relagao aos
DP (p < 0,05). Nao houve diferencas significativas entre o
comprimento dos sarcomeros dos grupos BD e DP.

A tabela 3 apresenta os resultados das variaveis contrateis
entre os grupos BD e DP, nas frequéncias de 1 e 3 Hz. A
1 Hz nao foram encontradas diferencas significativas para
as variaveis observadas. Quando os cardiomiécitos foram
estimulados a 3 Hz, os resultados demonstraram que houve
diferenga para os parametros tempo até o pico de contragao
(T,.,) & tempo do pico de contragao até o relaxamento total
(T,.), sendo medidos valores maiores nos cardiomiécitos do
grupo BD em relacao ao DP (p < 0,05). Nao foram observadas
diferengas significativas na amplitude de contragdo e no tempo

do pico de contrago até 50% do relaxamento total (T,,).

Massa corporal, massa do coragao, peso relativo do coragdo e massa do ventriculo de ratos BD e DP

Variaveis BD (n=10) DP (n=10)
Massa corporal (g) 3515+ 11,0 365,0 £ 10,0
Massa do coragdo (mg) 16+0,1 1,701
Peso relativo do coragéo (mg/g) 45+0,1 46+0,2
Massa do ventriculo (mg) 1,5+0,1 1,4+0,1

Os dados sdo mostrados como média + erro padréo da média; n - numero de animais; BD - baixo desempenho; DP - desempenho padréo.

(Arq Bras Cardiol 2012;98(5):431-436)
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Discussao

O presente estudo teve como objetivo comparar as variaveis
morfolégicas e contrateis de cardiomidcitos isolados de ratos com
baixo desempenho e desempenho padréo para o exercicio fisico.
Confirmando nossa hipétese, foi demonstrado que a selegao de
ratos com baixa capacidade aerébica intrinseca associou-se a
perdas na morfologia e na capacidade contrétil. Foi observado
também que os cardiomiécitos dos ratos de baixo desempenho
apresentaram menor comprimento e volume celular, além de
apresentarem um maior tempo para o pico de contracao e para
o relaxamento celular.

Para a selecao dos grupos nesse estudo, os animais BD foram
selecionados de acordo com o TTF e entdo comparados com os
ratos DP. Estudos anteriores com animais BCAI/ACAI mostraram
que na 112 geracao as duas linhagens divergiram em 347% na
distancia percorrida até a fadiga, o que correspondeu a um TTF
de 14,3 e 41,6 min, respectivamente”'”. No presente estudo,
os animais BD e DP obtiveram valores de TTF de 13,67 min e
37,26 min, respectivamente. Esses valores aproximam-se dos
obtidos nos estudos prévios. As principais diferencas para a
selecao dos animais no atual estudo, para o modelo original,
foram a utilizacao de ratos com desempenho padrao, em vez de
ratos com alto desempenho, a ndo utilizagdo de nenhum tipo de
cruzamento direcionado para selecionar os animais e a utilizagao
de uma linhagem de ratos que nao é modelo de doenga.

Os dados do presente trabalho mostraram que os
cardiomidcitos dos animais BD apresentaram perdas na
morfologia e na capacidade contratil. Os animais do grupo BD

apresentaram menor comprimento celular associado a um menor
volume. Tais diferencas podem refletir numa menor cavidade
ventricular e, consequentemente, em menor débito cardiaco e
volume de ejegao*™®. Além disso, ganhos na morfologia podem
refletir em alteragoes no tamanho do musculo e no volume
das camaras ventriculares. A hipertrofia fisiolégica do musculo
cardiaco é uma resposta do cardiomiécito a estimulos mecanicos
e neuro-hormonais, permitindo uma melhora da funcao da
bomba cardiaca™. A hipertrofia fisioldgica ocorre por meio do
aumento da massa muscular cardiaca causada primariamente
pelo aumento das dimensées dos cardiomidcitos?*'. Além disso,
o aumento da dimensdo interna das camaras ventriculares esta
vinculado especialmente ao aumento da distensibilidade do
tecido muscular cardiaco e ao aumento do comprimento dos
cardiomiécitos?>*.

Em estudos com animais BCAI/ACAI, os animais BCAI
apresentaram menor capacidade aerébica, debito cardiaco
e volume de ejecao* quando comparados aos ACAI. Estudos
prévios também analisaram a morfologia dos cardiomidcitos
do ventriculo esquerdo desses animais. Foi observado que os
animais BCAl apresentam menor comprimento e volume celular
em relacao aos ACAI>?*. Similar aos estudos anteriores, nossos
resultados mostram que os cardiomidcitos dos animais BD
apresentam menor comprimento e volume celular em relagao
aos animais DP.

Associado as diferengas na morfologia, foi observado que
os cardiomiécitos dos animais BD apresentaram alteragbes
na capacidade contrdtil. O T e o T foram maiores nos

relax

Variaveis morfolégicas dos cardiomiécitos isolados do ventriculo esquerdo de ratos BD e DP

Grupo BD (n =323) DP (n = 395)
Comprimento (um) 1572+13 1614 £1,3*
Largura (um) 214+0,3 219+03
Volume (pL) 255+04 26,8 +0,4*
Comprimento do Sarcomero (.um) 1,7+0,1 1,7+0,1

Os dados séo mostrados como média + erro padrdo da média; O asterisco (*) indica diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05); n - nimero de células; BD - baixo
desempenho; DP - desempenho padréo.

Propriedades contrateis de cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo de ratos BD e DP

BD DP

Variaveis

1Hz (n = 110) 3Hz (n=101) 1Hz (n=111) 3Hz (n=99)
Fungao sistolica
Amplitude (% c.c.r) 62+02 85+0,2 6,0+£02 82+03
T o (M) 163 +4 116 £ 1* 1513 111+2
Funcéo diastolica
T (MS) 237+9 23243 235+8 143+3
T,y (MS) 79+3 60+2 80+3 60+2

Os dados sdo mostrados como média + erro padrao da média; O asterisco (*) indica diferenga (p < 0,05) em relagdo ao grupo DP; n - nimero de células. BD - baixo
desempenho; DP - desempenho padréo. Amplitude (% c.c.r.) - amplitude de contragédo expressa como percentual do comprimento celular de repouso; Tpm - Tempo
até o pico de contragéo; T, - Tempo do pico de contragéo até o relaxamento total; T, - Tempo do pico de contragéo até 50% do relaxamento total.

relax

(Arq Bras Cardiol 2012;98(5):431-436)
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cardiomidcitos do grupo BD. Nos cardiomidcitos a velocidade de
contragao esta relacionada diretamente a dois fatores. Primeiro, a
liberacao do Ca** armazenado no Reticulo Sarcoplasmaético (RS)
para o citoplasma mediante os receptores de rianodina (RyR2),
gerando um transiente de [Ca?*]"". Segundo, a capacidade da
miosina ATPase hidrolisar ATP'®. Dados anteriores de nosso
grupo de pesquisa mostraram que o transiente de [Ca?'] esta
diretamente relacionado ao desempenho fisico nesse modelo de
selegao’. Os mesmos resultados foram observados também em
animais BCAI quando comparados aos ACAI*. Além disso, foi
encontrado também uma relacdo entre a capacidade aerébica
intrinseca e a expressao dos RyR2'2.

Além de perdas na velocidade de contragao, foi observada
também uma velocidade de relaxamento mais lenta nos
cardiomidcitos do grupo BD. A capacidade de relaxamento
das células cardiacas esta relacionada com a remocao de Ca?*
do citosol'"'. Em cardiomiécitos de ratos, a remocao de Ca** do
citosol ocorre por quatro processos que envolvem a Ca?*-ATPase
do RS (SERCA2a) e do sarcolema, o trocador sédio-célcio (NCX) e
arecaptagao mitocondrial™®. A atividade da SERCA2a é o principal
desses mecanismos®, correspondendo por aproximadamente
92% da recaptacdo total de Ca** em cardiomidcitos de ratos?”.
O relaxamento mais rapido pode ter um impacto positivo na
contragao celular, pois acelera a recaptacao de Ca?* para o RS'.
Nesse sentido, uma expressao aumentada de SERCA2a em ratos
de alta capacidade para o exercicio aerébico pode refletir em
uma melhora na funcao contratil'.

O presente estudo teve como objetivo comparar as varidveis
morfolégicas e contréteis de cardiomidcitos isolados de ratos com
baixo desempenho e desempenho padréao para o exercicio fisico.
Confirmando nossa hipétese, foi demonstrado que a selegao de
ratos com baixa capacidade aerdbica intrinseca associou-se a
perdas na morfologia e na capacidade contratil. Foi observado
também que os cardiomiécitos dos ratos de baixo desempenho
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