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Resumo

Objetivo: Avaliar o efeito da associaciio terapéutica entre
o transplante autélogo de células-tronco e o exercicio fisico
aquatico, sobre a fracio de ejecio do ventriculo esquerdo
(FEVE) de ratos com disfuncao ventricular pés-infarto
agudo do miocardio (IAM).

Métodos: Foram induzidos ao IAM, por ligadura da
artéria coronaria esquerda, 21 ratos Wistar. Os animais
foram submetidos a ecocardiografia para avaliacdo da FEVE
(%) e dos volumes diastélico e sistélico finais do ventriculo
esquerdo (VDF, VSF, ml), randomizados e ao transplante das
células-tronco mononucleares. Os animais foram divididos
em quatro grupos: grupo sedentario sem células (n=5),
sedentario com células (n=5), treinado sem células (n=5) e
treinado com células (n=6). O treinamento fisico foi iniciado
30 dias apo6s o IAM e realizado em piscina adaptada durante
30 dias. No inicio e no final do protocolo de treinamento fisico,
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foram realizadas dosagens de lactato. Os animais foram
submetidos a nova ecocardiografia apo6s 60 dias do IAM.

Resultados: Comparacio dos valores de FEVE 30 dias e
60 dias pos-IAM, respectivamente: sedentario sem (35,20 +
7,64% vs. 22,39 £ 4,56% P=0,026), com células (25,18 +£7,73%
vs. 23,85 £ 9,51% P=0,860) e no treinado sem (21,49 £+ 2,70%
vs. 20,71 = 7,14% P=0,792), treinado com células (28,86 = 6,68
vs. 38,43 £7,56% P=0,062). Identificou-se a diminuicio de
fibras colagenas, nas regides de fibrose miocardica no grupo
treinado com e sem células.

Conclusdo: A associagio terapéutica entre exercicio fisico
e o transplante autologo de células-tronco foi benéfica contra
as acoes do remodelamento ventricular.

Descritores: Infarto do miocardio. Transplante de células-
tronco. Exercicio.
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Abreviaturas, acronimos & simbolos

ANOVA Analise de variancia

FEVE Fragdo de ejegdo do ventriculo esquerdo
H&E Hematoxilina-eosina
IAM Infarto agudo do miocardio

IMDM Iscove s Modified Dulbecco'’s Media
PUCPR Pontificia Universidade Catodlica do Parana

rpm Rotagdes por minuto
SBF Soro bovino fetal
SD com Grupo infartado sem exercicio, sedentario, com células
SD sem Grupo infartado sem exercicio, sedentario
TR com Grupo infartado treinado, com células
TR sem Grupo infartado treinado, sem células
VDF Volume diastolico final
VE Ventriculo esquerdo
VSF Volume sistolico final
Abstract

Objective: To analyze the functional and anatomical-
pathological effect of transplantation of bone marrow
mononuclear cells associated to aquatic physical activity
after myocardial infarction in rats.

Methods: Twenty-one rats were induced by myocardial
infarction, through left coronary artery ligation. After a
week, the animals were subjected to echocardiography

INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares, principal causa de
morte no mundo, constituem-se nas principais causas de
morbimortalidade, sendo o infarto agudo do miocardio
(IAM) a mais frequente dentre as doencas isquémicas
do coragdo. Os avangos tecnologicos na terapéutica e
no diagnoéstico tém aumentado muito a sobrevida dos
pacientes, contudo as op¢des disponiveis para o tratamento
do TAM ainda sdo paliativas e limitadas, evidenciando a
necessidade de desenvolvimento de novas modalidades
terapéuticas [1,2].

Apesar de alguns autores sugerirem que haja divisdo
mitotica do coragdo, a grande maioria dos cardiomiocitos
ndo tem capacidade de regeneracdo apos o IAM e,
quando isto ocorre, existe deterioragdo da atividade
contratil e, sendo a area do IAM extensa, pode ocorrer o
remodelamento ventricular e a insuficiéncia cardiaca [3].

Estudos experimentais indicam a possibilidade de
regeneracdo miocardica por meio de transplante de células-
tronco, como alternativa para o tratamento dessa enfermidade.
Em modelos experimentais de isquemia miocardica aguda
e cronica, o implante de células mononucleares de medula
Ossea foi capaz de melhorar a contracdo e a perfusdo
miocardica. Tais resultados foram reproduzidos em estudos
clinicos recentes em humanos [4,5].

for evaluation of left ventricle ejection fraction (LVEF, %)
and dyastolic and end systolic volume of the left ventricle
(EDV, ESV, ml), randomized and the transplantation of
mononuclear stem cells. The animals were divided into four
groups: sedentary group without cells (n=5), sedentary with
cells (n=5), trained without cells (n=5) and trained with
cells (n=6). The physical training was started 30 days after
infarction and held in swimming during 30 days. At the
beginning and at the end of the physical training protocol
were held assay of lactate. The animals have been subjected
to new echocardiography after 60 days of myocardial
infarction.

Results: Two months after the transplant, were observed
decrease in FE in the control group (35.2 to 23.54 P=0.022)
and addition of LVEF and stabilization of ventricular
remodeling in the group trained with cells (29.85 to 33.43%
P=0.062 and 0.71 to 0.73 ml, P=0.776, respectively). Identified
the reduction of collagen fibers, myocardial fibrosis regions
in the group trained with and without cells.

Conclusion: The group trained with cells improves
ventricular function compared to the control group, suggesting
the benefit of associated cell therapy will physical activity.

Descriptors: ~ Myocardial infarction. Stem  cell
transplantation. Exercise.

Exercicios  fisicos sistematicamente realizados
resultam em grande parte em mudangas no organismo. As
mudangas tém o seu lugar ao nivel das estruturas celulares,
dos tecidos e do corpo como um todo. As mudancgas
estendem-se desde os processos metabdlicos celulares
com seus mecanismos moleculares até a capacidade
funcional das estruturas celulares dos 6rgdos e de seus
sistemas. Alteragdes pronunciadas t€ém sido encontradas
em relacdo aos mecanismos de controle das fungdes
corporais e dos processos metabdlicos, incluindo os niveis
de autorregulacdo celular, hormonal e neural [6].

Dessa forma, buscamos avaliar se a atividade fisica
aquatica associada ao transplante de células mononucleares
da medula déssea também no IAM apresenta esse mesmo
beneficio. O objetivo deste estudo ¢ analisar o efeito
funcional e anatomopatologico do transplante de células-
tronco da medula dssea associada a atividade fisica
aquatica pos-IAM com disfungdo ventricular em ratos
Wistar.

METODOS

A pesquisa foi realizada no Centro de Cirurgia e
Diagnéstico do Laboratorio Experimental de Técnica
Cirtrgica da Pontificia Universidade Catolica do Parana
(PUCPR), apds ter sido aprovada pelo Comité de Etica
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em Pesquisa (registro no CEUA/ PUCPR n° 434), com
animais provenientes do biotério da PUCPR, segundo
os principios do Colégio Brasileiro de Experimentagdo
Animal [7].

Foram utilizados 30 ratos Wistar machos, pesando
entre 260 e 300 g. Os ratos foram mantidos agrupados e
armazenados em gaiolas de polipropileno em ambiente
com temperatura (22°C 24°C) e luz controladas,
sob ciclos claro/escuro (12/12h), e agua ad libitum.
Todos os animais foram submetidos a indugdo do IAM.
Apo6s sete dias, os mesmos foram submetidos a andlise
ecocardiografica e os animais que apresentavam fragdo
de ejecao do ventriculo esquerdo (FEVE) abaixo de
35% foram incluidos no estudo (n=21). Os demais nove
animais morreram em decorréncia de [AM extenso. Nesse
momento, os animais foram randomizados e divididos em
quatro grupos experimentais, a seguir relacionados:

. Grupo I: Infartado sem exercicio, sedentario (SD
sem). Os animais foram acompanhados por 60 dias (n = 5);

. Grupo II: Infartado sem exercicio, sedentario, com
células (SD com). Os animais foram transplantados com
células mononucleares da medula 6ssea e acompanhados
por 60 dias (n =5);

. Grupo III: Infartado treinado sem células (TR
sem). Os animais foram submetidos a atividade fisica
durante 15 minutos, trés vezes por semana e acompanhados
por 60 dias (n =5);

. Grupo IV: Infartado treinado com células (TR
com). Os animais foram transplantados com células
mononucleares da medula dssea e submetidos a atividade
fisica durante 15 minutos, trés vezes por semana e
acompanhados por 60 dias (n = 6).

A atividade fisica teve inicio 30 dias ap6s inducdo do
TIAM, ap6s um periodo de adaptacdo aquatica.

Descriciao do procedimento

Todos os ratos do experimento foram submetidos a
anestesia geral com a associacdo de ketamina e xilazina (50
mg/kg), por via intramuscular. Apds inducdo anestésica,
foi observada auséncia do reflexo ocular palpebral. Com o
relaxamento do animal, foi obtida uma via aérea definitiva
através da intubacdo orotraqueal com cateter venoso
periférico numero 14. Apés cada procedimento cirargico,
a paténcia da via aérea foi verificada, conectando-se o
cateter ao sistema de ventilacdo mecanica com volume
de 2,5 ml (O,/min.) e frequéncia de 50 ciclos por minuto,
observando-se a expansao dos pulmoes.

Em seguida, foram realizadas antissepsia do torax
com iodopovidona topica e toracotomia lateral esquerda,
no terceiro espaco intercostal. Apds abertura da pleura
esquerda, o animal foi conectado ao sistema de ventilagao
mecanica. Foram utilizados respiradores a volume
(Harvard®, Inc., respirador modelo 683, Massachusetts,
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USA) para animais de pequeno porte, com oxigénio
a 21% (ar ambiente). O pericardio foi aberto para
luxagdo e melhor visualizacdo da area a ser abordada.
Apos a exteriorizacdo do coracdo, a auricula esquerda
foi afastada e a artéria corondria esquerda ligada com
fio de sutura polipropileno azul monofilamentar nao
absorvivel 7.0, entre a via saida da artéria pulmonar e
o atrio esquerdo. A regido infartada foi imediatamente
visualizada pela diferenga de coloracdo da area afetada.
Em seguida, o coracdo foi reposicionado ao térax, os
pulmdes hiperinsulflados e a parede toracica suturada
por planos com fio de sutura mononailon monofilamentar
ndo absorvivel 4.0. Apds a recuperagdo da anestesia, os
animais foram mantidos em gaiolas, alimentados com
racdo comercial padrdo e livre acesso a agua.

Ecocardiografia

Os animais foram analisados com equipamento
de ecocardiografia bidimensional modelo Sonos 5500
(Hewlet Packard, USA), com transdutores setorial
S12 (5-12 mHz) e linear 15L6 (7-15 mHz).Todos os
animais, independente do grupo a que pertenciam, foram
anestesiados com ketamina e xilazina, na dose de 25 mg/kg
e 5 mg/kg, via intramuscular, para a realizacdo do exame.
Todos os animais foram submetidos a ecocardiografia
no 7° 30° e 60° dias pos-lesao miocardica, com o intuito
de acompanhar a evolu¢do do IAM. Todos os animais
foram monitorizados nas derivacdes periféricas com
eletrodos pediatricos, obtendo-se a frequéncia cardiaca
com visualizagdo cardioscopica. O transdutor foi colocado
na porc¢ao ventrolateral esquerda da parede toracica, as
imagens foram vistas em duas dimensoes, ¢ as camaras
ventriculares visualizadas em dois cortes, transversal e
longitudinal. No corte longitudinal, foi obtida visao axial
do ventriculo esquerdo (VE), incluindo valva mitral,
valva aortica, parede anterior, posterior ¢ apice do VE;
enquanto que, no corte transversal, observou-se a parede
septal, anterior, lateral e posterior na regido basal média e
apical do VE. Os parametros analisados foram: FEVE (%),
volume diastélico final (VDF) do VE e volume sistdlico
final (VSF) do VE. As medidas foram obtidas pelo método
de Simpson, utilizando o software do computador, tanto
na sistole como na diastole. Todas as medidas foram feitas
trés vezes pelo mesmo observador, de forma cega, tendo
como resultado final a média das trés.

Obtencdo do sangue da medula éssea

Apos 7 dias do TAM, foi realizada a obtencdo do
sangue da medula 6ssea. Para tal, foi utilizado o método
de puncao-aspiracao na medula 6ssea dos ratos de forma
autdloga, sempre precedida de anestesia: ketamina (50 mg/
kg) e xilazina (10 mg/kg). Os animais foram colocados em
posicao de decubito lateral, com a perna superior flexionada
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e a inferior reta. A pungdo-aspiragdo foi realizada na crista
iliaca posterior do fémur com seringa descartavel (BD-
Plastipak®) de 5 mL, com 0,2 mL de heparina (5.000 Ul/
mL), com agulha 25X8 21 mm G1 (BD- Precision Glide®);
foi coletado cerca de 1 mL do sangue da medula éssea de
cada rato, seguida de identificagdo das seringas [8].

Isolamento das células da medula o6ssea, fracao
mononuclear

Para o isolamento da fragdo mononuclear utilizou-se o
gradiente de densidade (d=1, 077 g/m3) (Ficoll-Hypaque
-Sigma, St. Louis, MO) de acordo com Bdyum, em meio
de Dulbecco modificado por Iscove (IMDM-GIBCO
BRL) suplementado com 1% de antibidtico (penicilina
e estreptomicina) e 20% de solu¢do tampao. O material
coletado de cada rato foi colocado em tubo estéril de
centrifuga de plastico de 15 mL. Logo apds, completado
esse tubo até 12 ml, com meio de cultura IMDM (Iscove s
Modified Dulbecco’s Media), suplementado com solugdo
tampao 4% e antibidtico (penicilina e estreptomicina) 1% e
homogeneizado. Em um tubo de plastico de 15 mL, foram
colocados 3 mL de solucdo de separacdo por gradiente
densidade (d: 1,077) (Ficoll-Hypaque) e, logo em seguida,
adicionado o homogeneizado contendo a medula 6ssea do
animal e meio de cultura IMDM, cuidadosamente para que
esta nao se misturasse [8,9].

Esse tubo foi levado a centrifuga e submetido a 1400
rotagdes por minuto (rpm), durante 40 minutos, a 22°C.
Logo apds, levado a fluxo novamente, e retirado o anel
formado entre o meio e o gradiente. Esse homogeneizado
foi retirado, onde se encontravam as células-tronco
mononucleares, foram colocados em outro tubo de plastico
de 15 mL. Foi completado com meio IMDM até 15 mL e
centrifugado novamente por 1500 rpm, por 10 minutos, a
22°C. Apos retirada do tubo da centrifuga, foi realizado
descarte rapidamente do sobrenadante. Observou-se um
precipitado no fundo do frasco, sendo este as células-tronco
mononucleares. Repetida a etapa anterior e colocando 13
mL de meio no tubo, o precipitado foi ressuspendido e
centrifugado novamente a 1500 rpm, por mais 10 minutos,
a 22°C. Apos essa fase, foi descartado o sobrenadante,
colocados 3 mL de meio no tubo e ressuspendidas as
células, para contagem destas. Essa contagem foi realizada
em camara de Neubauer e analisada em microscdpio optico
Olympus® CX31 em objetiva de 40X [8].

Transplante das células

As células derivadas da medula Ossea, fragdo
mononuclear foram suspensas no IMDM, contendo 20%
de soro bovino fetal (SBF, Gibco BRL, Grand Island, NY)
e 1% de antibiotico (100 pg/mL de penicilina e 100 pg/mL
estreptomicina). O transplante das células foi realizado no
mesmo dia da pun¢do da medula 6ssea, na area de transi¢ao

entre o IAM e o miocardio integro, na parede anterior do
VE. A infusdo foi de 15 pl de células, na concentracao de
5 x 106, usando seringa de Hamilton (1701 LT, Hamilton
Bonaduz AG).

Exercicio

Protocolo de adaptacio

A atividade fisica com natacdo foi realizada em
ambiente com temperatura controlada a 30°C, usando uma
piscina de 85 cm de comprimento por 30 cm de largura
por 50 cm de altura. Os animais foram adaptados antes do
treinamento durante 10 minutos em trés diferentes niveis
de coluna de agua: primeiro dia com 20 cm, segundo dia
30 cm e ultimo dia 40 cm [10].

Protocolo de treinamento

A atividade fisica com natagao ocorreu por 30 dias nos
grupos treinados. Os animais se exercitaram durante 15
minutos por dia, durante trés dias por semana. O inicio da
atividade ocorreu apos 30 dias do IAM. O mesmo tempo
foi respeitado para o grupo de animais controle, ou seja,
sem exercicio [10].

Analise sanguinea do lactato

As amostras de sangue (25 pL) foram coletadas da
cauda do animal, para quantificacdo do exercicio. As
coletas foram realizadas em dois periodos: no primeiro dia
da atividade fisica, sendo considerados dados basais e 30
dias apos as atividades fisicas. Os ratos que se exercitaram
foram submetidos ao teste imediatamente antes e depois da
atividade fisica. Foram analisados os grupos treinados com
e sem células. A concentracdo de lactato foi determinada
através do lactimetro portatil (Accutrend). Os grupos
sedentarios com e sem células passaram pela analise
da concentra¢do do lactato, com objetivo de ampliar o
controle da amostra.

Eutanasia

Todos os animais que foram submetidos a eutanasia
receberam a dose letal (DL50) (148 mg/kg) do anestésico
ketamina [11]. As amostras foram enviadas para analise
anatomopatologica.

Estudo anatomopatolégico

Os coragdes foram preservados em frascos contendo
formol 10%, durante 24 horas. Apds esse periodo,
os coragdes foram clivados em quatro partes iguais
transversais no micrétomo (Leica modelo RM2145), com
espessura de 5 mm.

Foi realizada desidratagdo dos cortes, sendo estes
submetidos a banhos sucessivos em alcool 70%, 80%,
90%, trés banhos em alcool 100% (Leica modelo
TP1020), durante uma hora. Logo apos, impregnada
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parafina liquida nos cortes através de trés banhos a 65°C,
no mesmo aparelho. Em seguida, os cortes histologicos
foram montados em laminas ¢ corados com solucdo de
hematoxilina-eosina (H&E) e Picrosirius Red. De cada
fragmento foram realizadas duas ldminas com os quatro
cortes e com as coloracdes citadas.

Analise morfométrica

A anélise morfométrica foi realizada no 60° dia apos
o IAM, uma vez que os marcadores estavam direcionados
para fase cronica da cicatrizacdo. Foi realizada andlise
do colageno, corando-se os cortes histologicos pela
técnica de H&E e examinou-se em microscopia optica.
Examinaram-se as laminas com conhecimento da
identificag@o conhecida, em microscopio optico (Olympus
BX40), aumento de 200 X, acoplado a uma camera Sony®
e a um computador. Utilizou-se um sofiware de analise de
imagens digitais Image Pro-plus® for Windows.

Asimagens das laminas foram capturadas para posterior
andlise em computador e, com auxilio do programa
Image pro-plus®, as areas selecionadas de interesse foram
mensuradas.

Com a ferramenta “conta gotas”, selecionaram-se os
objetos de interesse e o programa automaticamente gerou a
medida. Uma vez que a area total do exame era constante,
selecionou-se a estatistica do programa que fornecia o
percentual da drea ocupada pelo objeto do estudo, ou seja,
o colageno.

Mediram-se dez campos por cortes histologicos em
cada lamina na area do IAM, obtendo-se, entdo, uma
média da leitura daqueles cortes.

Analise estatistica

Para comparar os momentos pré e pos dentro de
cada grupo, foi usado o teste t de Student para amostras
pareadas. Para a comparagdo dos grupos em relagdo aos
resultados da avaliagdo pré, foi usado o modelo de analise
de variancia (ANOVA) com um fator. Para a comparacao
dos grupos em relag@o aos resultados da avaliagdo pos e
em relagdo as diferencgas entre pré e pos, foi usada a analise
de covariancia, considerando-se a medida pré e o resultado
de lactato como covariaveis. Valores de P<0,05 indicaram
significancia estatistica. Os dados foram organizados
em planilha Excel e analisados com o uso do programa
computacional Statistica v.8.0.

RESULTADOS

Anaélise ecocardiografica intragrupo

Com relagdo a FEVE, identificou-se diminuicao desse
parametro nos grupos sedentario sem e com células e no
grupo treinado sem células 60 dias apds o IAM (35,20 +
7,64% vs. 22,39 £ 4,56% P=0,026 e 25,18 + 7,73% vs.
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23,85+9,51% P=0,860 ¢ 21,49 £2,70% vs. 20,71 £ 7,14%
P=0,792, respectivamente). Com relagdo ao grupo treinado
com células, identificou-se aumento desse parametro de
29,85 £ 6,68% vs. 33,43+7,56%, P=0,246 (Figura 1).

Com relacdo ao VS, identificou-se aumento desse
parametro nos grupos sedentario sem e com células e no
grupo treinado sem células 60 dias apds o IAM (0,39 +
0,15 ml vs. 0,65 £ 0,12 ml P=0,020; 0,50 + 0,07 ml vs.
0,98 £ 0,12 ml P=0,018; 0,50 = 0,09 ml vs. 0,64 + 0,05 ml
P=0,014, respectivamente). Com relagdo ao grupo treinado
com células, identificou-se diminui¢do desse parametro de
0,61 £ 0,14 ml vs. 0,59 £ 0,22 ml (P=0,872).

Com relacdo ao VDF, identificou-se aumento desse
pardmetro nos quatro grupos estudados 60 dias apos o
IAM: sedentario sem e com células e treinado sem e com
células (0,59 + 0,19 ml vs. 0,83 £+ 0,13 ml P=0,117; 0,89
+ 0,13 ml vs. 1,25 + 0,20 ml P=0,033 0,70 + 0,14 ml vs.
0,82 £+ 0,09 ml P=0,058; 0,71 = 0,13 ml vs. 0,73 + 0,06 ml
P=0,776, respectivamente).
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Figura 1- Fragdo de ejegdo dos grupos:
$D_S (Sedentarios sem células), $D_C (Sedentarios com células),
TR_$ (Treinados sem células), TR_C (Treinados com células).

Fig. 1. Fragdo de ejegdo do ventriculo esquerdo

Analise ecocardiografica intergrupos

Comparando-se o0s quatro grupos entre si, foi
identificada diferenca estatisticamente significativa dos
valores ecocardiograficos de 30 dias apos o IAM nos
parametros de FEVE e VDF do VE.

Com relag@o a FEVE 30 dias ap6s o IAM, identificou-
se que os grupos ndo eram homogéneos (P=0,022),
dessa forma foi utilizada uma andlise de covaridncia.
Quando analisados os resultados em 60 dias apds o IAM,
identificou-se diferenga estatisticamente significativa
apenas quando se compararam os grupos sedentarios
sem células com os treinados com células (P=0,031) ¢ os
grupos treinados com e sem células (P=0,015).
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Tabela 1. Lactato.

Variavel Grupo n Meédia Desvio padréo Valor de P
(comparagdo dos 4 grupos)
Lactato basal SD sem cel 5 2,50 1,28
SD com cel 5 4,28 1,04
TR sem cel 5 3,70 0,80
TR com cel 6 4,50 0,67 0,016
Lactato 30 dias SD sem cel 5 3,28 0,64
SD com cel 5 3,00 1,27
TR sem cel 5 3,40 1,46
TR com cel 6 5,98 1,83 0,019
Tabela 2. Lactato. Analise do colageno
Comparagio dos grupos dois a dois Pré Pos Com relag¢do a analise do coldgeno na area do 1AM,
SD sem x SD com 0,009 0,762 os resultados em 60 dias revelaram que houve diferenga
SD sem x TR sem 0,065 0,897 estatisticamente significativa entre os grupos treinado com
SD sem x TR com 0,003 0,007 e sem células (Tabela 3 e Figura 2).
SD com x TR sem 0,354 0,666
SD com x TR com 0,710 0,003
TR sem x TR com 0,187 0,009 Arealam

Com relagdo ao parametro do VDF 30 dias apos o
IAM, identificou-se que os grupos também ndo eram
homogéneos (P=0,040), dessa forma, foi utilizada analise
de covariancia. Quando analisados os resultados em 60 dias
observaram-se diferencas estatisticamente significativas
entre os grupos sedentario com e sem células (P<0,001),
sedentario com células e treinado sem células (P<0,001) e
sedentario e treinado com células (P<0,001).

Com relacdo ao parametro do VSF 30 dias apos o [AM,
identificou-se que os grupos eram homogéneos (P=0,052).
Apo6s 60 dias observaram-se diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos sedentirios com e sem
células (P=0,008), sedentario com células e treinado sem
células (P=0,007) e sedentario e treinado com células
(P=0,002).

Analise do lactato

Os valores obtidos apds a dosagem de lactato sdo
apresentados nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 3. Colageno.
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Fig. 2. Colageno

DISCUSSAO

A atividade fisica pode produzir alteragdes na perfusdo
miocardica. O fluxo coronariano ¢ inversamente proporcional
a resisténcia vascular exercida em grande parte pelos vasos
situados na microcirculagdo. O aumento do metabolismo

Variavel Grupo n Média Desvio padrio Valor de P
Area IAM SD sem cel 5 42 3,8

SD com cel 5 42 2.5

TR sem cel 5 9,7 2.7

TR com cel 6 3,8 3,5 <0,001

IAM = infarto agudo do miocardio
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cardiaco produzido pelo exercicio promove a diminuigao
do tonus vascular (microcirculacdo), melhorando por
consequéncia a perfusdo miocardica. Essa melhora pode
ser considerada expressiva, quando considerados ainda
outros componentes envolvidos no processo, como
funcdo endotelial, microcirculagdo, regressao das lesdes
ateroscleroticas coronarianas, aumento da circulagdo
colateral, redu¢do da viscosidade do sangue e aumento do
tempo de perfusdo diastolica [12,13].

O transplante de células-tronco mononucleares da
medula 6ssea na cardiomiopatia isquémica vem sendo
realizado com resultados que sugerem melhora funcional
do miocardio, principalmente pelo seu mecanismo de
angiogénese no local do transplante [14].

A atividade fisica também apresenta potencial de
vasodilatagdo regional nas regides proximas ao IAM, o
que possibilita melhora da perfusao do miocardio infartado
e também recuperacao global da funcdo do VE. Essas duas
opgdes de tratamento vém sendo aplicadas em pacientes
com insuficiéncia cardiaca associada. Neste estudo,
foi utilizado em um modelo experimental semelhante,
pois foram incluidos animais com fibrose estabelecida e
disfuncao ventricular esquerda grave.

A associacdo entre as duas terapias demonstrou
tendéncia de melhor controle sobre os fatores deletérios
do remodelamento ventricular, uma vez que nao houve
diferenca significativa dos valores de FEVE obtidos antes
e 60 dias pds-treinamento. Inclusive em valores absolutos
houve aumento.

Com relacdo a andlise funcional no periodo pré-
transplante, os quatro grupos apresentaram os parametros
da FEVE e VDF do VE com diferenga estatistica entre
si; dessa forma, os pardmetros de FEVE e VDF foram
analisados como covarincia, na tentativa de homogeneizar
0S Mesmos.

O grupo controle, ou seja, sedentario sem células,
apresentou deterioragdo importante de FEVE apo6s 60 dias
do TAM, comprovando o efeito da necrose muscular e,
como consequéncia, o desenvolvimento da insuficiéncia
cardiaca, o que ja era de se esperar. Foi identificada
pequena queda da FEVE, tanto no grupo sedentario com
células como no grupo treinado sem células, sugerindo
estabilizacdo da funcdo cardiaca. Essa estabilizacao
pode ser justificada pelo proprio beneficio da atividade
fisica no grupo treinado e pela acdo das células-tronco
mononucleares da medula 6ssea no grupo sedentério, o
que também ja foi identificado em outros trabalhos [15].

Com relacdo ao grupo treinado com células,
identificou-se beneficio funcional, que pode ser justificado
pela agdo tanto das células-tronco mononucleares como
da atividade fisica, pelos mecanismos acima justificados.
Na comparagdo entre os grupos sedentario sem célula
(controle) com treinado com células, esse resultado foi
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evidente. Entretanto, na comparagdo entre 0s grupos
treinado com e sem células também foi identificado
beneficio no grupo com células, sugerindo que o beneficio
das células-tronco mononucleares da medula 6ssea possa
ter sido mais significativo.

Analisando-se apenas os animais que foram submetidos
a atividade fisica, ou seja, os treinados, identificou-se que
0s animais que receberam as células-tronco mononucleares
da medula O6ssea apresentaram efeito protetor do
miocardio em relacdo aos animais que ndo receberam
células. E verdade que quando analisado o pardmetro da
FEVE intragrupo, mesmo no grupo treinado sem células,
houve estabilizagdo da FEVE, pois um decréscimo de
21,49% para 20,71% ¢ considerado irrelevante. Dessa
forma, sugere-se o efeito protetor da atividade fisica nesse
modelo, apesar de ter sido identificada maior porcentagem
de colageno, ou seja, fibrose miocardica, nesse grupo.

Quando analisamos os animais sedentarios, observou-
se que os animais que nao receberam células podem ser
considerados grupo controle, pois os mesmos foram
infartados, ndo praticaram atividade fisica e também
nao receberam células. No grupo sedentdrio que recebeu
células, identificamos diminuicdo da FEVE de 25,18% para
23,85%, variacdo também considerada sem significancia,
sugerindo um mecanismo protetor miocardico das células
transplantadas.

Com relagdo ao VDF do VE, os quatro grupos estudados
apresentaram aumento dos seus valores apos 60 dias do
IAM. No grupo controle, em consequéncia de deterioracao
da funcdo ventricular p6s-IAM, ja havia uma previsao
que ocorreria remodelamento ventricular. Entretanto,
o grupo sedentdrio com células apresentou dilatacao
ventricular estatisticamente significativa, o que também foi
identificado em um estudo publicado pelo mesmo grupo
[14]. Com relagdo ao grupo treinado com células, apesar da
dilatagdo ventricular identificada, considerou-se que houve
estabilizagcao do remodelamento ventricular.

Com relacdo ao VSF do VE, os grupos sedentdrios com
e sem c¢lulas e o grupo treinado sem células apresentaram
aumento dos seus valores nesse mesmo periodo, sugerindo
perda da capacidade contratil, entretanto no grupo
treinado com células identificou-se diminuicao desse
parametro. Apesar de ndo ter sido significativa, sugere-
se uma capacidade de protecdo funcional do tratamento
combinado proposto.

Como foram incluidos no estudo animais com FEVE
inferior a 35% e como j4 existia disfungdo ventricular
importante, com aumento dos volumes ventriculares
previamente ao transplante, ¢ dificil de compreender que
o transplante de células possa exercer um mecanismo
antirremodelamento, pois o tratamento ¢ apenas regional.
Acredita-se que o beneficio da atividade fisica associado
possa justificar esses resultados.
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De acordo com Ferraz et al. [16], a insuficiéncia
cardiaca nao deve ser considerada como um doenga
simples e pura, mas sim como uma sindrome complexa que
envolve: disfungdo endotelial, alteracdo da composicao
das fibras musculares estriadas esqueléticas periféricas,
anormalidades do fluxo sanguineo e do controle
quimiorreflexo ventilatério. Todas essas alteragdes
resultam em menor tolerancia ao exercicio e em menor
capacidade funcional.

Guimardes et al. [17] descreveram os efeitos
limitantes ao exercicio em pacientes portadores de
insuficiéncia cardiaca, destacando o comportamento de
quimiorreceptores centrais e periféricos. Nesses pacientes,
ocorre aumento da sensibilidade em quimiorreceptores
periféricos, que resulta em maior ativagdo do sistema
nervoso simpatico, aumentando a pressao arterial,
a ventilacdo e a resisténcia vascular periférica. Esse
fendmeno € descrito como mecanorreflexo. Além disso,
durante a realizagdo de exercicios, pacientes portadores
de insuficiéncia cardiaca apresentam precoce fadiga
muscular ventilatoria, que resulta em maior demanda de
estimulos aferentes ao sistema nervoso central pelas fibras
do nervo frénico, ativando o sistema nervoso simpatico
e desencadeando vasoconstrigdo periférica e menor
tolerancia ao exercicio. Esse fendmeno foi descrito como
metaborreflexo [17,18].

Em decorréncia do mecanorreflexo e do metaborrefiexo,
ocorre uma alteragdo na composicao das fibras musculares
periféricas de pacientes portadores de insuficiéncia
cardiaca. De acordo com Schulze et al. [19], pacientes
portadores de insuficiéncia cardiaca sofrem atrofia das
fibras tonicas, em decorréncia da reducdo do nimero de
mitocondrias e mioglobinas presentes nessas fibras por
consequéncia da menor circulacdo sanguinea permitida pelo
aumento da resisténcia vascular periférica. Assim sendo,
as fibras musculares tipo II (fasicas) passam a ser mais
ativadas, sendo a glicolise anaerobia a principal forma de
fornecimento de energia para a realizacdo de movimentos,
resultando em maior acidose latica e em menor tolerancia ao
exercicio. Dessa forma, portadores de insuficiéncia cardiaca
tendem a apresentar maior produgao de lactato em repouso,
quando comparado a pacientes sem disfungdo ventricular.
Esse comportamento ¢ similar em ratos.

O exercicio aerébio e ou o treinamento muscular
ventilatério reduzem os efeitos provocados pelo
metaborreflexo e pelo mecanorreflexo. Chiappa et al. [20]
demonstraram que individuos que fizeram treinamento
muscular ventilatorio reduziram a resisténcia vascular
periférica, melhorando a perfusdo em decorréncia de um
melhor condicionamento diafragmatico e inibi¢ao da acao
do sistema nervoso simpatico. Ferraz et al. demonstraram
que pacientes treinados aerobicamente apresentam similar
resposta [16-20].

Assim sendo, neste trabalho esperava-se que, com o
treinamento aerobio, os animais apresentassem redugao
nos valores de lactato de repouso, de acordo com Li
et al. [21]. Além disso, com a inje¢do de células-tronco
mononucleares e possivel melhora da fungdo ventricular, os
efeitos da insuficiéncia cardiaca poderiam ser minimizados
e a composi¢do das fibras musculares periféricas
reorganizadas de maneira adequada, permitindo melhor
aproveitamento oxidativo como substrato energético [21].

O que chama atengdo ¢ que os ratos que receberam
células e treinaram aumentaram o lactato de repouso,
0 que pode ser um sinal de que nesse grupo os efeitos
provocados pelo metaborreflexo e pelo mecanorreflexo
nao foram controlados. A diferenca entre os valores
de lactato de repouso antes e apds 30 dias de atividade
fisica foi significativa com P= 0,019, porém ¢ importante
ressaltar que em dois grupos houve aumento nos valores
de repouso.

Com relacdo a compara¢do dos grupos dois a dois
no parametro do lactato, foram encontradas diferencas
significativas quando comparados o grupo sedentario
sem células com o grupo treinado com células. Esse
resultado sugere uma readaptacdo ao sistema oxidativo
de fontes de energia das fibras musculares periféricas do
grupo que recebeu células. Outra diferenga significativa
foi encontrada entre o grupo sedentdrio que recebeu
células e o que foi treinado com células. Essa diferenca
foi significativa, uma vez que o valor de lactato de repouso
dos ratos sedentarios que receberam células reduziu,
enquanto que o dos que foram treinados aumentou. Isso
demonstra favoravel adaptacdo periférica das fibras dos
ratos que receberdo células, enquanto que no grupo que
recebeu treinamento ndo houve melhora da perfusao
sanguinea periférica.

Ferraz et al. [16] demonstraram que pacientes
submetidos a treinamento de baixa intensidade (intensidade
equivalente ao limiar anaerdbio) apresentaram melhora
da capacidade aerobia superior aqueles que treinaram
em alta intensidade (proximo ao ponto de compensagao
ventilatorio). Isto pode ter acontecido, pois o grupo
treinado com células treinou durante o periodo em uma
intensidade acima do limiar de lactato, ou limiar anaerobio.

Um fator limitante deste estudo foi o fato de ndo ter
sido determinado o ponto de limiar de lactato ou fase
estavel de exercicio. Assim sendo, os ratos podem ter sido
treinados constantemente em anaerobiose, o que pode ter
resultado em pequena melhora da tolerancia ao exercicio
ou niveis de lactato em repouso.

Por meio da técnica da analise morfométrica foram
feitas avaliacdes quantitativas do coldgeno nos coragdes
apos 60 dias do IAM. O principal resultado deste estudo
com relacdo a andlise do coldgeno na area do IAM foi
observada uma quantidade significativamente menor no
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grupo treinado com células. Acredita-se que os fatores
liberados devido ao efeito pardcrino das células-tronco
possam promover reducdo da area de fibrose, sugerindo
recuperagao da fungdo ventricular esquerda, que pode
ser corroborada com a melhora da FEVE e a limitacao
do remodelamento ventricular. Esses dois mecanismos
podem também ser explicados pelo potencial angiogénico
das células-tronco mononucleares da medula Ossea,
previamente descritos em outros trabalhos e pelos
mecanismos de vasodilatagdo produzidos pela atividade
fisica [14,15].

Um estudo realizado por Bolli et al. [22] demonstrou,
apos injecdo direta de células-tronco mesenquimais em
coragdes isquémicos, decréscimo da fibrose, apoptose,
além de aumentar a FEVE.

Em outro estudo realizado por Xu etal. [23] demonstrou-
se que, em ratos infartados e treinados, apds atividade
fisica precoce, a porcentagem de coldgeno no grupo
treinado foi significativamente maior no grupo sedentério,
sugerindo que o treinamento fisico precoce po6s-IAM reduz
a expressao de metaloproteinases. No presente estudo,
esse dado ndo foi identificado, pois houve maior presenga
de coldgeno no grupo treinado sem células. Entretanto,
foi identificada reducdo da expressao do colageno quando
associado ao transplante das células mononucleares.
Esses resultados sugerem que o treinamento fisico com
auxilio das células-tronco mononucleares da medula 6ssea
melhorou a capacidade fisica e a fun¢ao desses animais.

CONCLUSAO

Com base no estudo realizado podemos concluir que,
apos 60 dias do IAM, observou-se que o transplante
de células mononucleares da medula 6ssea associado
ao exercicio fisico minimizou os efeitos deletérios do
remodelamento ventricular.
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