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RESUMO

Introducdo: As células-tronco tem apresentado resultados importantes pés
infarto do miocardio. O treinamento fisico tem sido amplamente utilizado
como importante tratamento ndo farmacolégico no manejo de doencas
cardiovasculares. No entanto, resultados referentes a utlizacdo de
tratamentos associados ainda sdo controversos e poucos explorados.
Objetivo: Analisar o efeito funcional e anatomo-patolégico do transplante de
células mononucleares da medula 6ssea associada a atividade fisica
aquatica poés infarto do miocardio em ratos. Método: Foram induzidos ao
infarto do miocardio, por meio de ligadura da coronéria esquerda 21 ratos
Wistar. Ap6s uma semana, 0s animais foram submetidos a ecocardiografia
para avaliacdo da fracdo de ejecdo (FE,%) e dos volumes diastélico e
sistélico finais do ventriculo esquerdo (VDF, VSF, ml), randomizados e o
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 apds o infarto e realizado em piscina
adaptada durante 30 dias. No inicio e no final do protocolo de treinamento
fisico foram realizadas dosagens de lactato. Os animais foram submetidos a
nova ecocardiografia apos sessenta dias do infarto do miocéardio.
Resultados: Dois meses apés o transplante, foram observados diminuicédo
da FE no grupo controle (35,20 = 7,64% para 23.54 + 4,56% p=0,022) e
acréscimo da FE e estabilizacdo do remodelamento ventricular no grupo
treinado com células (29,85t 6,68% para 33,43t 7,56%, p=0,062 e
0,71+0,13ml para 0,73+0,06ml, p=0,776, respectivamente). ldentificou-se a
diminuicdo de fibras colagenas, nas regides de fibrose miocéardica no grupo
treinado com e sem células. Conclusdo: O grupo treinado com células
apresentou uma tendéncia de melhora da funcao ventricular em relacdo ao
grupo controle, sugerindo o beneficio da terapia celular associado a
atividade fisica.

Descritores: infarto do miocardio, transplante, células tronco, atividade
fisica.






ABSTRACT

Introduction: The stem-cells have presented important results post
myocardial infarction. Physical training has been used as a better treatment
for cardiovascular disease than pharmacological means. Therefore, results
referent to the use of both treatments are still controversial and little explored.
Goal: Analyze the functional effect and pathological anatomy of the
transplant of cell mononuclear of bone marrow associated to the physical
aquatic activity post myocardial infarction in mice. Method: They were
induced to myocardial infarction, via ligature of the left coronary in 21 Wistar
rats. After one week, the animals were submitted to the echocardiography to
evaluate the ejection fraction (EF, %) and the diastolic and sistolic volumes
finals of the left ventricle (DVF, SVF, ml), randomized and the transplant of
stem cell mononuclears. The animals were divided in four groups: the
sedentary group without cells (n5), the sedentary with cells (n5), the trained
without cells (n5) and trained with cells (n6). The physical training started
thirty days after the myocardial infarction and contunied in an adapted
swimming pool for thirty additional days. At the beginning and at the end of
the physical training protocol were performed dosages of lactate. The
animals were submitted to the new echocardiography after sixty days of the
myocardial infarction. Results: Two months after the transplant, it was
observed decrease of EF (ejection fraction) in the group control (35,20 + 7,
64% for 23.54 + 4,56% p=0,022) and increase of EF and stabilization of
ventricular remodeling in the group trained with cells (29,85 + 6,68% to 33,
43 + 7,56%, p=0,062 and 0,71 + 0,13ml to 0,73 % 0,06ml, p=0,776,
respectively). It identified the dicrease of collagen fibers, in the regions of
myocardial fibrosis in the group trained with and without cells. Conclusion:
The group trained with cells showed a trend to improvement of the ventricular
function relative to the control group, suggesting the benefit of cell therapy

associated to the physical activity.

Descriptors: myocardial infarction, transplant, stem cells, physical activity.
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As doencas cardiovasculares, principal causa de morte no mundo,
representaram 27,3% dos 946.392 6bitos registrados no Brasil em 2000 e
constituem-se nas principais causas de morbi-mortalidade, sendo o infarto
agudo do miocéardio a mais freqiente dentre as doencas isquémicas do
coracdo. O infarto do miocardio caracteriza - se pela diminuicdo do aporte
sanguineo que leva a perda de tecido e prejuizo da funcéo cardiaca, sendo
um processo de irreversibilidade da vitalidade tecidual 2,

Os avancos tecnologicos na terapéutica e no diagnostico tém
aumentado muito a sobrevida dos pacientes, contudo as terapéuticas
disponiveis para o tratamento do infarto do agudo miocardio (IAM) ainda sao
paliativas e limitadas, evidenciando a necessidade de desenvolvimento de
novas modalidades terapéuticas. Apesar de alguns autores sugerirem que
haja divisdo mitotica do coracdo a grande maioria dos cardiomiécitos nao tem
a capacidade de regeneracdo apOs o infarto do miocardio e quando isto
ocorre existe uma deterioracdo da atividade contréatil, e sendo a area do
infarto extensa pode ocorrer o remodelamento ventricular e a insuficiéncia
cardiaca ©

Estudos experimentais recentes indicam a possibilidade de
regeneracao miocardica por meio de transplante de células tronco, como
alternativa para o tratamento desta enfermidade. Varias linhagens celulares
tém sido investigadas em modelos experimentais “®:

Em modelos experimentais de isquemia miocardica aguda e crénica,

o implante de células mononucleares de medula Ossea foi capaz de
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melhorar a contracdo e a perfusdo miocardica. Tais resultados foram
reproduzidos em estudo clinicos recentes em humanos ©*°

Exercicios fisicos sistematicamente realizados resultam em grande
parte mudancas no organismo. As mudancas tém o seu lugar ao nivel das
estruturas celulares, dos tecidos, dos érgdos e do corpo como um todo. As
mudancas estendem-se desde o0s processos metabdlicos celulares com
seus mecanismos moleculares até a capacidade funcional das estruturas
celulares dos érgaos e de seus sistemas. Alteracdes pronunciadas tém sido
encontradas em relacdo aos mecanismos de controle das func¢des corporais
e dos processos metabdlicos, incluindo os niveis de auto-regulacéao celular,
hormonal e neural .

A atividade fisica pode produzir alteracbes na perfusdo miocardica.
O fluxo coronariano € inversamente proporcional a resisténcia vascular
exercida em grande parte pelos vasos situados na microcirculagdo. O
aumento do metabolismo cardiaco produzido pelo exercicio promove a
diminuicio do toénus vascular (microcirculacdo) melhorando por
consequéncia a perfusdo miocéardica. Esta melhora pode ser considerada
expressiva, quando considerados ainda outros componentes envolvidos no
processo como: a funcdo endotelial, a microcirculacdo, a regressao das
lesbes arterosclerdticas coronarianas, o aumento da circulacdo colateral,
reducdo da viscosidade do sangue e aumento do tempo de perfuséao
diastolica®**?)

Xu et al demonstraram que em ratos com infarto do miocardio,

submetidos ao exercicio fisico em esteira apresenta melhores resultados em
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relagdo a restauracdo de zonas musculares, analisando a quantidade de

colageno na area de cicatriz®.
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O transplante de células tronco da medula 6ssea no infarto do
miocéardio com disfuncdo ventricular e a atividade fisica em esteira
apresentaram beneficio funcional quando usadas independentemente. Desta
forma, gostariamos de avaliar se a atividade fisica de alta intensidade
aquatica associada ao transplante de células tronco da medula Ossea

também no infarto do miocardio apresenta este mesmo beneficio.
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3.1 Objetivo geral

Analisar o efeito funcional do miocérdio e anatomopatolégico do
transplante de células tronco mononucleares da medula 6ssea associada a
atividade fisica de alta intensidade aquatica pés infarto do miocardio com

disfuncao ventricular em ratos Wistar.

3.2 Objetivos especificos

e Comparar a fracdo de ejecdo, volumes diastolicos e sistélicos
finais do ventriculo esquerdo entre o periodo de sessenta dias

apos o infarto e seus valores basais.

e Comparar a quantidade de colageno entre os grupos treinados
e nao treinados entre o periodo de sessenta dias ap0s o infarto

e seus valores basais.
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4.1 Anatomiadas artérias coronarias em ratos

As artérias corondrias dos ratos podem ser vistas a olho nu em
coracdes intactos como uma fina linha vermelha sobre a superficie do
coracdo, no entanto, ndo sdo mais visiveis na autopsia naturalmente. Duas
artérias coronarias (direita e esquerda) surgem da aorta e descem para 0
apex do coracdo. A coronaria esquerda é predominante e irriga o ventriculo
esquerdo com seus ramos. Nao existe uma verdadeira artéria circunflexa
como é vista em espécies maiores %,

Rodrigues, et al., produziram trinta modelos anatdémicos de coracdes
de vertebrados com o intuito de estudar as artérias corondarias esquerda e
direita de diversas espécies. Um dos mamiferos estudados foi o rato albino
da variedade Wistar. A anatomia cardiaca encontrada neste animal
evidenciou dois atrios, dois ventriculos, valvas atrioventriculares e aorta
saindo do ventriculo esquerdo; a anatomia coronariana apresentou artéria
coronaria direita emergindo de Ostio préprio, dirigindo-se para a margem
direita do ventriculo direito, com seu ramo interventricular posterior, e a
artéria coronaria esquerda emergindo de ostio proprio, bifurcando-se, em
seguida, em artéria circunflexa e artéria interventricular anterior com ramo

diagonal *©.
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4.2 Modelos experimentais de Infarto agudo do miocardio (IAM)

através da ligadura da artéria coronéria

Johns e Olson realizaram um estudo experimental sobre infarto
agudo do miocardio induzido por ligadura da artéria coronaria esquerda em
roedores de pequeno porte, identificando de imediato, mudancas na
coloracdo e da contratilidade do ventriculo esquerdo. O mesmo
procedimento foi realizado em cachorros, no entanto com uma taxa de
sobrevida menor e com areas de infarto com pouca extensédo. Outro dado
importante encontrado foi a quase auséncia de arritmia ventricular grave
pos-infarto agudo do miocardio em roedores, apresentando apenas um caso
dentre mais de duzentos que se reverteu ap0s massagem cardiaca. Em
contrapartida, os cachorros apresentaram uma alta incidéncia de arritmia
ventricular grave com pouca tolerancia a interrupcdo do fluxo coronariano
(15)

Seguindo o modelo de Johns e Olson, outros autores como Mill,
Stefanon et al.,, Pfeffer, Pfeffer et al.; Leor, Patterson et al.; Liu et al.
realizaram o infarto agudo do miocardio em ratos através da ligadura da
artéria coronaria esquerda. O procedimento é realizado através de uma
toracotomia lateral esquerda apds anestesia geral e obtencdo de uma via
aérea definitiva. O pericardio € aberto, as artérias corondrias visualizadas e
entdo o infarto é induzido através da ligadura da artéria coronaria esquerda

com fio de sutura 7-0. A regido infartada é visualizada de imediato pela

diferenca de coloracéo e alteracdo de contratilidade do ventriculo esquerdo.
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ApOs este ultimo procedimento, o torax é fechado por camadas e o animal é
extubado ** 1720

Liu, et al., realizaram um estudo com 78 ratos nos quais foi ligada a
artéria coronaria esquerda para a inducdo da insuficiéncia cardiaca
congestiva. Onze por cento dos animais faleceram nas primeiras vinte e
guatro horas, nove por cento de 24h h& seis meses (mortalidade total de
20%) e apenas 3% dos animais nao apresentaram sinais de infarto agudo do
miocardio. Pesou os corac¢des dos animais infartados na primeira e segunda
semana pos-ligadura, no primeiro, segundo, terceiro, quarto e sexto mes,
sendo que s6 houve diferenca significativa da massa cardiaca a partir do
primeiro més em diante. Com os dados citados acima, adicionados de
parametros ecocardiograficos, os autores identificaram disfuncéo ventricular
e desenvolvimento de dilatacdo do ventriculo esquerdo ja na primeira
semana, apresentando piora progressiva da funcédo do ventriculo esquerdo e
dilatacdo do mesmo entre o primeiro e segundo més @?,

Degabriele, et al., fizeram um estudo com 46 camundongos com
peso variando de 20-25¢g (6-10 semanas de vida). Dividiram os animais em
guatro grupos: 1°- IAM com sutura alta (proximal), ou seja, 0o ramo
descendente anterior da coronaria esquerda foi ligado na juncéo
atrioventricular; 2°- sutura média (0,3mm da juncdo atrioventricular); 3°-
sutura baixa (0,6mm da juncédo atrioventricular) e 4°- grupo controle (animais
sem intervencdo). Nao encontraram diferenca na sobrevida em 7 dias nos
animais do grupo controle, sutura baixa e média apresentando as sobrevidas

de 100%, 90% e 73% respectivamente. Todavia, houve baixa sobrevida nos



Revisdo da Literatura 13

animais do grupo da ligadura alta com sobrevida de 33% (67% de
mortalidade). Concluiram que a oclusdo da artéria coronaria descendente
anterior 0,3mm distal a juncdo atrioventricular reproduz uma reducao
significativa da func&o ventricular com baixa mortalidade 2.

A oclusdo da artéria coronaria nesses animais tem um grande
impacto na disfungéo ventricular, podendo variar de alteragcdo minima a

faléncia ventricular esquerda, sempre dependendo do tamanho do infarto .

4.3 Fisiopatologia

Modelos de animais pds-infarto tém sido amplamente estudados,
pois a isquemia miocardica e o infarto agudo do miocéardio sdo causas
frequentes de insuficiéncia cardiaca (IC) em humanos. No entanto, nem
todos os coracdes pos-infarto evoluem para IC, pois ja é demonstrado que a
dilatacdo do ventriculo esquerdo ocorre apenas em grandes infartos
transmurais ¥,

Nos infartos miocéardicos transmurais em ratos, Hochman e Bulkley,
relataram que a extensao do infarto ndo estava relacionada apenas com o
tamanho, mas também com o tempo de evolu¢édo, ndo havendo mudancas
estruturais nos primeiros dois dias ap0s o infarto, mostrando alteracdes na
estrutura celular em 65% dos animais infartados do quinto ao sétimo dia pés-

(25).

ligadura Em contrapartida, Pfeffer et al., evidenciaram mudancas

estruturais (aumento de volume) j& nas primeiras 4-6 horas apés a ligadura
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da coronaria em 51% dos ratos com grandes infartos e em 41% dos ratos
com moderados infartos ?%’

A remodelacéo pos-infarto pode ser dividida em uma fase precoce
(primeiras 72 horas) e uma fase tardia (ap6s 72 horas). A fase precoce
envolve a expansédo da zona de infarto, ao qual pode resultar em ruptura
ventricular ou formagcdo de aneurisma, enquanto a fase de remodelagéo
tardia envolve o ventriculo esquerdo (VE) como um todo, ou seja, dilatacao
do VE, modificacao da forma ventricular e hipertrofia da parede do ventriculo
@ Mudancas adaptativas do ventriculo pés-infarto incluem dilatacao,
hipertrofia e formacao de fibra colagena. A remodelacdo ventricular pode
continuar por semanas ou mesmo meses, até que exista um contrabalanco
entre as forcas de distensdo e a formacdo de colageno. O balanco é
determinado pelo tamanho do infarto, localizacdo, se € ou nao transmural,
paténcia ou ndo da artéria infartada e fatores locais “”.

A funcédo do VE infartado ndo é apenas dependente da contratilidade
do musculo viavel, mas também da capacidade de formacdo de tecido
fibrético na area necrosada, sendo ambos 0s processos tempo dependentes
(17)-

Em infartos miocardicos induzidos de moderada a grande extensao,
pode haver mudancas significativas de presséo, volume, massa e fracdo de
ejecdo, ao contrario dos ratos que evoluem com infarto de pequena
extensdo ®®. Em moderados e grandes infartos induzidos do ventriculo

esquerdo, ha um processo inflamatério, desenvolvimento de edema e

aumento do peso do ventriculo, ao qual retorna a valores normais apos
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hipertrofia compensatéria do miocéardio residual. Durante a resolucdo da
resposta inflamatdria, ocorre dilatacdo do ventriculo esquerdo independente
do tamanho da area infartada. Apés a cicatrizacdo completa da &rea afetada,
ratos com pequenos infartos ndo evoluem com aumento da camara
cardiaca, processo ao qual € demonstrado em moderados e grandes
infartos, nos quais apresentam dilatacdo de suas camaras. Com a resolucao
da resposta inflamatéria aguda e a formacdo de tecido cicatricial, a massa
ventricular cai progressivamente para niveis quase normais no sétimo e
décimo nono dia pos-infarto, retornando a valores de base no centésimo
sexto dia apos o IAM, reflexo do mecanismo compensatorio do miocardio
residual ®*®),
Apo6s o infarto do miocardio, os cardiomiécitos da regido afetada sao
gradativamente substituidos por tecido fibrotico com perda da funcao
contratil regional. O remodelamento ventricular resulta em um afilamento da
parede podendo formar um aneurisma de ventriculo esquerdo, além de
insuficiéncia cardiaca. A disfuncdo miocardica € primariamente causada pela
perda dos cardiomiécitos

Anversa, et al., descreveram que a hipertrofia do ventriculo direito
apos infarto do ventriculo esquerdo pode ser atribuida a dois fatores: a
estimulacdo mecéanica desencadeada pela hipertensdo pulmonar e a
ativacdo do sistema neuro-hormonal sistémica ou local .
Bolognese e Cerisano demonstraram que a hipertrofia

compensatéria do ventriculo esquerdo e direito ndo se deve apenas ao

estimulo mecéanico da elevacdo da pré-carga ou da pos-carga. Estimulos
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mecanicos locais via estiramento e ativacdo de mecanotransdutores,
associados a reacao inflamatéria decorrente de necrose dos midcitos,
promovem a liberacdo de fatores de crescimento que estimulam a hipertrofia
e fibrose %

As mudancas patoldgicas que ocorrem apos a ligadura da artéria
coronaria em rato tém sido muito estudadas. O remodelamento ventricular
desenvolvido apés o IAM em ratos é similar ao que acontece com 0 humano
3 |nicialmente ocorre uma diminuicédo da espessura da parede ventricular
da area infartada, enquanto ha uma hipertrofia das paredes néo afetadas em
resposta ao aumento de estresse, importante processo adaptativo de ambos
os ventriculos na manutencdo da funcdo mecanica do ventriculo esquerdo.
Ratos com menos de 20% de area infartada tem pouca ou nenhuma
alteracdo hemodinamica. Entretanto, animais com grandes infartos
desenvolvem aumento da presséo diastolica final do ventriculo esquerdo,
mesmo que numa avaliacdo inicial nas trés primeiras semanas nao haja
mudancas na funcédo e na complacéncia do musculo ndo afetado. Todavia
ap6s seis semanas de IAM ha uma disfuncdo contratil, perda da
complacéncia ventricular, hipertrofia dos miocitos e aumento das fibras
colagenas no miocardio nao infartado, pois as mudancas de pressao e
volume estdo diretamente relacionadas ao tempo de infarto, podendo o
ventriculo esquerdo continuar a dilatar por até um ano apés a isquemia®?.

Epifanio, et al., realizaram um estudo com 35 ratos Wistar machos

sobre a remodelacdo miocardica apos infarto agudo do miocéardio. O IAM

acompanhou-se de hipertrofia do ventriculo esquerdo e direito, indicando
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gue o crescimento muscular foi altamente compensatorio. A analise
estatistica mostrou que os pesos médios dos ventriculos corrigidos pelos
pesos corporais (VE/PC), foram menores nos grupos tratados com
medicacdo do que no grupo controle quando comparados ao grupo com
infarto agudo sem tratamento. O infarto agudo levou a um aumento da
massa ventricular direita. Houve aumento estatisticamente significante da
fracdo do colageno intersticial do ventriculo esquerdo do grupo ndo tratado
em relagdo aos grupos controle e tratados com medicacdes, concluindo que
a remodelacdo miocardica pos-infarto € caracterizada pelo aumento da
massa ventricular remanescente e aumento de colageno intersticial. Outro
dado importante demonstrado por este autor foi que, dependendo do
tamanho da éarea infartada, a medida do peso do ventriculo tende a
subestimar a presenca da hipertrofia ventricular. Em vigéncia de infarto
agudo do miocérdio, a medida da area celular do miocito € o melhor indice
para hipertrofia do musculo cardiaco. Descreveu também um aumento de
fibrose intersticial em areas remotas ao infarto pela medida de fracdo do
colageno do ventriculo esquerdo ©¥.

Mesmo com o avanco dos métodos de diagndstico e tratamento da
insuficiéncia cardiaca congestiva, ela tem sido uma das doencas
cardiovasculares com maior incidéncia, prevaléncia e alta mortalidade em
nosso meio, sendo o infarto agudo do miocardio como sua principal etiologia
(34)-

A insuficiéncia cardiaca congestiva se caracteriza como uma

sindrome clinica complexa na qual o cora¢do encontra-se impossibilitado de
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fornecer um débito cardiaco adequado para as necessidades do organismo
ou sO consegue fazé-lo em condi¢cbes de elevada pressdo de enchimento
Pode-se dividir a insuficiéncia cardiaca como cronica e aguda. A
caracterizacdo como aguda relaciona-se com o modo de instalacao, rapido
ou suUbito, geralmente apresentando-se como edema pulmonar agudo,
choque cardiogénico ou combinagdo de ambos. A insuficiéncia cardiaca
cronica secundaria a um infarto agudo do miocardio € uma das mais sérias e
importantes doencas, sendo que tais pacientes sao responsaveis por 50%

dos candidatos para transplante cardiaco ©®.

4.4 Avaliacdo da quantificacdo do IAM em modelos experimentais

Scorsin, et al. propuseram estudo com o objetivo de analisar se o
namero de células mioblasticas transplantadas no miocardio de ratos
infartados poderia influenciar na melhora da funcdo ventricular esquerda.
Realizaram uma toracotomia lateral esquerda e induziram o infarto do
miocardio com a ligadura da artéria coronaria esquerda em 44 ratos. Trés
dias apds o infarto do miocardio foi realizado estudo ecocardiografico
bidimensional para avaliar a funcdo do ventriculo esquerdo, quantificando
desta maneira a extensdo do infarto. Obtiveram uma variante muito grande.
Dez dos animais com fracao de ejecdo (FE <25%), dezessete entre 25-35%,

nove entre 35-40% e oito considerados normais (FE>40%).%®
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Com o objetivo de uma aplicabilidade clinica do transplante celular,
compararam o transplante de cardiomiécitos fetais e de mioblastos em
coracdes de ratos infartados, procuraram identificar qual tipo de transplante
apresentaria uma melhor recuperacao da funcéo ventricular esquerda, apés
infarto do miocardio em 42 ratos através da ligadura da coronéria esquerda.
A andlise ecocardiografica para avaliagdo da funcéo ventricular esquerda foi
realizada no quarto dia e um més apdés o IAM, tanto no grupo controle
(infarto apenas) como no grupo com transplante de células. Os resultados
mostraram melhora da FE dos coragbes do grupo tratado com
cardiomiocitos fetais e do grupo tratado com células mioblasticas, pois os
valores variaram de 39 para 45% e de 40 para 47%. Nos animais do grupo
controle houve um decréscimo do mesmo parametro avaliado, 40 para
36%.°%)

Guarita-Souza, et al., fizeram um estudo sobre transplante de
células tronco mesenquimais e células mioblasticas esqueléticas com cultura
isolada e em conjunto, usando como modelo experimental 72 ratos Wistar
com peso aproximado de 400g. Para avaliacdo de parametros funcionais,
utilizou a ecocardiografia transtoracica bidimensional, usando como
parametro principal a fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo. Nos animais
do grupo controle (IAM por ligadura com FE<40) houve uma diferenca
significativa da FE entre o 7° e 30° dia de pos-infarto. No entanto, obteve
melhora significativa da FE apenas nos animais com transplante de células

musculares isoladas ou em co-cultura ¢”
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De Pasquale, et al., quantificaram o infarto agudo do miocéardio
através da planimetria do total da circunferéncia infartada sobre a
circunferéncia total do ventriculo esquerdo. Para a afericdo destes dados, 0s
coracOes foram dissecados e separados o ventriculo esquerdo do direito. O
ventriculo esquerdo foi preservado em formaldeido e quatro cortes
transversais foram realizados para a afericdo das circunferéncias. Foram
classificados como: auséncia de infarto (0% do ventriculo esquerdo),
pequeno (até 25% do ventriculo esquerdo), moderado (25-45% do ventriculo
esquerdo), e grande (acima de 45% do ventriculo). Dos trinta e nove ratos
estudados, a analise histolégica mostrou que quinze dos animais nao
infartaram, sete ratos apresentaram grande infarto e dezessete ratos com

infarto moderado ®®

45, Células mononucleares

45.1. Origem

Durante o desenvolvimento embrionario, os diferentes tipos de
células sdo determinados, dando origem a um organismo multicelular
complexo. No periodo apds o crescimento, as células podem limitar a sua
capacidade proliferativa com certas restricbes moduladas e sua
caracteristica especifica permanece possivelmente fixada na expresséo
génica. A proliferacdo celular ocorre, mas ndo mais com a eficiéncia e

rapidez de um organismo embrionario ou fetal. A maioria das células-tronco
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adultas mantém a mesma taxa de proliferacdo e carater especializado,
mesmo transferindo-a em um novo ambiente. Porém, as células
especializadas podem retomar um potencial proliferativo, mas de forma
limitada. Em um tecido adulto, surgem freqiientemente células diferenciadas
devido a continua renovacao celular, originarias de duas fontes: formar-se
pela simples duplicacdo de células diferenciadas, que se dividem para dar
outras células filhas do mesmo tipo; ou elas podem ser geradas a partir de
células-tronco relativamente indiferenciadas por um processo que envolve
situacbes pouco conhecidas apresentando um direcionamento do seu
fendtipo celular para um fenétipo semelhante ao tecido que sofreu injaria ©
Estas células-tronco sdo encontradas na maioria dos 0rgaos, mas o
local mais frequiente € o sangue da medula 6ssea, e dentre este a medula
O0ssea da crista iliaca € a regido preferencial de coleta, devido ao volume

maior de sangue e facil acesso ©2.

4.5.2. Classificacao

As células-tronco apresentam notada capacidade de originar tecidos
a partir de sua forma indiferenciada. Estas células em seus sitios passam do
estado quiescente, diferenciando-se em tipos celulares diversos quando
necessario. Existem dois tipos de células-tronco: as células-tronco
embrionarias e as células-tronco adultas. As células-tronco embrionarias

originam da massa celular interior do blastocisto (do 4° ao 5° dia) nos
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estagios iniciais de desenvolvimento e apresentam capacidade de compor
todos os tecidos, incluindo as células germinativas e tecido placentario,
possuindo um grande potencial de transformacao, consideradas totipotentes
(40).

As células-tronco adultas sé@o pluripotentes e surgem na fase tardia
da embriogénese e do desenvolvimento fetal. Podem fornecer copias
idénticas delas mesmas por longo periodo de tempo ou podem também dar
origem a varios tipos celulares maduros que possuam caracteristicas
especializadas. Sua funcédo € manter o estado de homeostase do organismo
e dos tecidos, preservando as suas fungdes, através da reposicao de células
destruidas por lesdes ou doencas

As células-tronco oriundas do corddo umbilical sdo também
consideradas adultas, pois sdo retiradas do recém nascido a termo; no
entanto com o diferencial de uma capacidade proliferativa maior do que as
células-tronco adultas de um individuo adulto, porém podem apresentar

potencial de teratogenicidade “*"

4.5.3 Células-tronco da Medula Ossea

As células mononucleares da medula éssea apresentam linhagens
celulares distintas tendo funcbes especificas: as células-tronco
hematopoiéticas, células progenitoras endoteliais e células-tronco né&o

hematopoiéticas “?.
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As células-tronco hematopoiéticas de (1-2%) apresentam a funcéo
de dar origem a componentes do sangue. Ja as células progenitoras
endoteliais apresentam funcdo de secretar diversos fatores de crescimento
endotelial, promovendo angiogénese nos tecidos patoldgicos. As células-
tronco ndo hematopoiéticas demonstram grande plasticidade e aderéncia
nos frascos de cultivo e foram primeiramente descritas como células
estromais, mas muito recentemente elas tém sido designadas como células-
tronco mesenquimais (<0,05%), porque € delas a capacidade para
diferenciacdo para linhagens mesodermas: miogénicas, osteogénicas,

(5. %0 Além disto, as células-tronco

condrogénicas e adipogénicas
mesenquimais sao capazes de diferenciar em células ndo mesenquimais
incluindo células do figado e células da glia. Muito recentemente, foram
observadas células-tronco de medula 6ssea se diferenciando em células
neuronais “in vitro” %%,

Diferencas importantes ocorrem entre as células-tronco
mesenquimais e as hematopoiéticas. Embora estes dois tipos celulares sao
de facil obtencéo in vitro e seus isolamentos sado realizados por gradiente de
concentragdo, as células-tronco mesenquimais apresentam alta capacidade
de aderéncia em superficies plastificadas, o que ajuda na distingdo destas
células 9 49

Uma das consideracfes que deve ser feita também € a propriedade
gue as células-tronco mesenquimais apresentam de se diferenciarem de

meio para meio. Assim, revela-se a importancia da implantacdo no

microambiente. A aparente transdiferenciacdo das células-tronco deve ter
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dois caminhos: a célula fusiona com células do parénquima, ou entdo as
células-tronco apresentam especifica funcédo de diferenciacdo “°.

As extensas pesquisas referentes as células-tronco oriundas da
medula Ossea projetam seus beneficios na regeneracdo tecidual,
principalmente na formacdo de novos vasos sanguineos, o que motiva
pesquisadores a realizar pesquisas experimentais e clinicas na tentativa de

efetivar seu uso nas terapias de diversas doencas “”.

4.5.4. Uso Terapéutico: Reparo do Miocardio

Grande parte das pesquisas basicas e descobertas sobre células-
tronco foram realizadas em modelos animais, principalmente em
camundongos. Em 1867, o patologista Cohnhein sugeriu pela primeira vez a
existéncia de células ndo hematopoiéticas na medula éssea. Anos apos, em
1970, Friedenstein e colaboradores consolidaram a hipotese, demonstrando
a capacidade de aderéncia das células estromais da medula Ossea,
cultivadas em frascos de plasticos, e que estas células aderentes possuiam
pluripotencialidade e rapida diferenciacéo em tecidos mesenquimais ©9

Estudos “in vitro”, demonstram que células-tronco da medula éssea
diferenciam-se em cardiomiécitos, quando extraidas de ratos e colocadas
em cultivo. Sob cultura observou-se formacdo de miotubos e contracéo
espontanea, apds adicéo de 5-azactidina “®
Embora controverso, estudos realizados utilizando células da

medula 6ssea demonstraram a ocorréncia de diferenciacdo cardiomiogénica
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das células-tronco da medula éssea quando transplantadas bem como sua
sobrevivéncia e efeitos funcionais do tecido miocardio apés infarto “9,

O transplante de células cultivadas ou ndo em tecidos cardiacos
lesados tem sido proposto como uma alternativa para tratamento de
insuficiéncia cardiaca, principalmente pos-infarto, limitando a extensdo do
tecido cicatricial ®?.

Uma das possibilidades sugeridas é que o transplante de células-
tronco pluripotentes, as quais tém potencial de multiplicacéo e diferenciagcéo
em ceélulas contrateis e células endoteliais na cicatriz do infarto, promovam
uma angiogénese e uma capacidade de regeneracao tecidual ®V.

Os resultados levaram a crer que, na medula Ossea, tanto
precursores hematopoiéticas quanto 0s mesenquimais sdo capazes de
promover regeneracao cardiaca. Podem ser obtidas por puncdo medular ou
isoladas do sangue periférico. Diferentes modos tém sido propostos e
utilizados para promover a chegada de células-tronco no miocardio, tais
como: injecdo intravenosa periférica, injecdo intracoronaria e injecdo
intramiocardica; além da mobilizacdo de angioblastos autélogos da medula
0ssea por citoquinas e diversos fatores de crescimento (fator de estimulacéo
macroéfago-granulacito-GM-CSF, fator de célula tronco-SCF, fator de
estimulacdo de colbénia de granulécitos-G-CSF, unidade formadora de
col6nia-fibroblasto-CFU-F) para auxiliar na revascularizacdo do miocéardio. A
terapia celular em conjunto com terapias tradicionais, oferece potencial de

melhora aos pacientes ©?
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4.6 Exercicio fisico na Insuficiéncia Cardiaca

Os beneficios cardiovasculares, metabdlicos e autonémicos apés o
exercico agudo ou crbnico tém levado muitos investigadores a sugerir 0
treinamento fisico como uma conduta ndo farmacoldgica importante no
tratmanto de muitas patologias, detre elas a insuficiéncia cardiaca®®.

O treinamento fisico induz adaptacao significativa em uma ampla
variedade de capacidades funcionais relacionadas ao transporte e a
utilizagdo do oxigénio, produz melhoras significativas na capacidade para o
controle respiratério no musculo esquelético que contém mitocondrias
maiores e mais numerosas, além do aumento da atividade das enzimas
oxidativas. A atividade aumentada das enzimas [-oxidacdo e um
melhoramento generalizado do potencial oxidativo das fibras musculares
tornam possivel a maior utilizacdo dos lipideos 2,

Pacientes com disfuncédo ventricular esquerda — fracdo de ejecao
inferior a 20%, denominada doenca cardiaca em estagio terminal, sugere um
prognostico a longo prazo extremamente precéario. Apesar de alguns
pacientes assintomaticos e minimamente sintomaticos poderem mostrar uma
funcdo quase normal e sobreviverem por varios anos, a maioria dos
pacientes sintomaticos falece dentro de um ano apOs ter sido feito o
diagnostico. Para esses pacientes a reabilitacdo cardiopulmonar passa a
constituir uma esperanca de sobrevida %"

O exercicio fisico realizado de maneira regular produz aumento no

volume plasmatico, além da reducdo de algumas proteinas plasmaticas,
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como fibrinogénios e globulinas, processo definido como hemodilui¢cdo
cronica. A adesdo e a agregacdo plaquetaria ficam atenuadas com o
exercicio cronico. Da mesma forma fatores pré6 coagulantes como o
fibrinogénio, se manifestam de forma menos intensa nos individuos ativos
(12)

O treinamento fisico pode provocar alteracbes neurovegetativas e
cardiovasculares importantes, em humanos e animais. Desta forma foram
observados diminuicdo do estresse oxidativo e diminuicdo da hipertrofia
cardiaca®”. Estudos experimentais relatam que o treinamento fisico se
mostrou eficaz em reverter as alteracbes de frequencia cardiaca, presséo
arterial, além de melhorar a funcéo contratil do coracdo destes animais ©®

O aumento da massa cardiaca e teor de agua pulmonar em animais
com grandes infartos do miocéardio foram atenuados quando esses foram
submetidos a treinamento fisico por natacdo, sugerindo que a realizacéo de
exercicio fisico pode atenuar os indicadores de insuficiéncia cardiaca (IC) e
contribuir para remodelamento cardiaco favoravel. A reducéo da capacidade
de realizar exercicios em pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva
(IC) esta diretamente relacionada com as alteracbes pulmonares
decorrentes da congestdo pulmonar: reducdo da capacidade vital e dos
fluxos de ar e prejuizo das trocas gasosas.®®"

Em geral, a congestdo pulmonar que ocorre nos cardiopatas
depende de elevagcdo da pressdo venosa pulmonar como resultado de
aumento da pressdao de enchimento do ventriculo esquerdo (VE),

consequente a disfungéo cronica do VE. Em ratos que desenvolvem IC apos
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infarto agudo do miocardio (IAM), tal como em humanos, o aumento da
pressado de enchimento do VE é secundario a disfuncéo sistdlica e diastdlica.
A influéncia do exercicio fisico sobre o remodelamento miocardico é motivo
freqUente de investigacdes. Porém, poucos estudos investigaram os efeitos
do treinamento fisico sobre a congestdo pulmonar da IC que se instala apés
IM.G7),

Bech et al. observaram melhora da capacidade de exercicio fisico e
reducdo da congestao pulmonar em ratos infartados tratados com captopril e
coenzima Q10, mas nao avaliaram a influéncia isolada do exercicio fisico.
Libonati verificou que o exercicio fisico em esteira melhorou a funcéo
diastolica de coracdes isolados poOs-IM e considerou que essa influéncia
pode possibilitar a prevencdo da congestao pulmonar. Contudo, esse autor
ndo avaliou o contetido hidrico dos pulmdes ©¥.

Levando em conta tais argumentos varios autores tém buscado
resultados através do treinamento de ratos infartados e remodelamento
cardiaco, o protocolo mais descrito de treinamento fisico tem se iniciado na
terceira semana apos o IM, por ser o periodo reconhecido como necessario
para que a cicatrizacdo do IM se complete.

Leslie et al realizaram um estudo onde o foi utilizado o protocolo de
exercicio em conformidade com American Physiological Society onde
estabelece o protocolo de exercicio em Animais com treinamento em
piscina, sendo este iniciado quatro semanas apds a oclusdo coronaria,
utilizando um recipiente com agua da torneira (80 cm de profundidade)

mantidos a 32-34 °C por aquecimento elétrico. A agua foi mantida em



Revisdo da Literatura 29

continua turbuléncia para fornecer o exercicio continuo. Para o protocolo de
adaptacdo dos animais, o treinamento foi limitado a 10 minutos do primeiro
dia e um aumento de 10 minutos cada dia até o sexto dia. O treinamento foi
realizado por um periodo total de oito semanas, 60 minutos por dia e cinco
dias por semana ©%.

Segundo Leslie et al, os beneficios gerados pela pratica regular,
repetida e adequadamente intensificada do exercicio fisico resultam das
interferéncias neuro-humorais que sdo despertadas durante a atividade
fisica e que se sustentam durante parte, ou todo o periodo, dos intervalos
das sessOes de treinamento. Adicionalmente, interferéncias do exercicio
fisico sobre o coracdo promovem aprimoramento da funcdo mecéanica
miocardica por acdo, entre outras, sobre os canais de calcio do sarcolema, o
conteudo de calcio do reticulo sarcoplasmatico, a bomba de célcio do
reticulo sarcoplasmatico a fosfolambam, a proteina trocadora sodio-célcio, e
a responsividade dos miofilamentos ao calcio ©%.

Segundo Peter Gaudron et al, que utilizaram 156 ratos que foram
randomizados apOs oclusdo coronaria ou operacdo simulada para
permanecer sedentarios ou para comecar a hadar com quatro dias de
treinamento ou 21 dias depois ocluséo coronaria, que foi continuado durante
oito semanas (seis dias por semana, 90 minutos por dia). Nao tiveram uma
sobrevivéncia influenciada por infarto ou exercicio sozinho. Em ratos com
infartos pequenos, o volume do VE e forma e de sobrevivéncia em longo
prazo ndo foi alterada pelo exercicio crénico iniciado cedo ou mais tarde

apo6s a ligadura da artéria coronaria. A mortalidade aumentou nos animais
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com enfarte grande como resultado de exercicio (P <.0001) e foi 47,6% com
0 exercicio precoce e 26,7% com o exercicio final (P <.05, precoce versus
tardia). Tamanho do infarto em ratos com o exercicio antecipado (48% = 3)
foi semelhante em comparacdo com tamanho do infarto de ratos com o
exercicio final (46% 2, P = NS comparado com o exercicio antecipado). O
exercicio ndo afetou disfuncédo do VE (avaliada por sistdlica e diastdlica final
e dP / dtmnax) ©%.

Byung-Hee et al. relataram ter sido, inconsistente os efeitos do
exercicio sobre a remodelacdo do VE apdés a oclusdo coronaria
permanentes. Embora os protocolos experimentais e tipos diferentes de
exercicios, os efeitos do exercicio sobre o remodelamento do VE apoés a
reperfusdo coronariana, especialmente na zona de infarto, ndo tenham sido
avaliadas. As alteracdes histopatoldgicas depois do infarto do miocardio
ocorrem aproximadamente duas vezes mais rapido em ratos como em
humanos, com cura completa e formacéo de cicatriz em trés semanas apos
o infarto Y.

O exercicio em piscina ap0s a oclusdo coronaria permanente em
ratos pode induzir o afilamento da parede infartada, mas, a parede infartada
ndo era mais fina no grupo exercitado reperfundidos do que nos grupos
sedentarios reperfundidos. Exercicio em ratos normais pode aumentar o
volume da camara esquerda, e uma tendéncia (p = NS) em direcdo a um
aumento area da cavidade com o exercicio foi observado na operacao
simulada animais; area da cavidade do VE foi significativamente aumentada

em exercicio no grupo reperfundidos comparados com os do exercido



Revisdo da Literatura 31

operagdo simulada. A Ultima descoberta € provavelmente relacionada ao
fato de que a &rea da cavidade do VE foi significativamente maior no grupo
sedentario reperfundidos do que no grupo de cirurgia simulada sedentario.
No entanto, a uma tendéncia a uma maior area de cavidade no grupo
reperfundidos submetido ao exercido comparado com o sedentario

reperfundidos, entretanto sem diferenca estatisticamente significativa ©V.



5. MATERIAL E METODO
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A pesquisa foi realizada no Centro de Cirurgia e Diagnostico do
Laboratdrio Experimental de Técnica Cirurgica da Pontificia Universidade
Catblica do Parana, apos ter sido aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa (registro no CEUA / PUCPR n° 434), com animais provenientes do
biotério da PUCPR, segundo os principios do Colégio Brasileiro de
Experimentac&o Animal 2

Foram utilizados 21 ratos Wistar machos (260-300g). Os ratos foram
mantidos agrupados e armazenados em gaiolas de polipropileno em
ambiente com temperatura controlada (22°C — 24°C) e com luz controlada
sob ciclos claro/escuro (12/12h) e agua ad libitum.

Todos os animais foram submetidos ao infarto do miocardio. Apos
sete dias os mesmo foram submetidos a analise ecocardiografica e os
animais que apresentavam fracdo de ejecao abaixo de 35% foram incluidos
no estudo. Neste momento os animais foram randomizados e divididos em

guatro grupos experimentais a seguir relacionados:

Grupo | Infartado sem exercicio (sedentario) SD sem - Os

animais foram acompanhados por 60 dias — n (05)

Grupo Il Infartado sem exercicio (sedentario) com células SD
com. — Os animais foram transplantados com células mononucleares da

medula éssea e acompanhados por 60 dias — n (05)
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Grupo Il Infartado treinado sem células TR sem— Os animais

foram submetidos & atividade fisica durante 15 minutos, trés vezes por

semana e acompanhados por 60 dias — n (05)

Grupo IV Infartado treinado com células TR com — Os animais
foram transplantados com células mononucleares da medula Ossea e
submetidos a atividade fisica durante 15 minutos, trés vezes por semana e
acompanhados por 60 dias — n (06)

A atividade fisica teve inicio trinta dias apos o infarto do miocérdio.
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5.1. Fluxograma do protocolo de pesquisa
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5.2. Anestesia
Todos os ratos do experimento foram submetidos a anestesia geral

com a associagao de ketamina e xylazina (50mg/kg) por via intramuscular.

5.3. Obtencéo de via aérea e ventilacao

Apos a indugdo da anestésica observou-se a auséncia do reflexo
ocular palpebral. Com o relaxamento do animal obteve-se uma via aérea
definitiva através da intubacdo orotragueal com cateter venoso periférico
namero 14. Apos cada procedimento cirdrgico, certificava-se a paténcia da
via aérea conectando o cateter ao sistema de ventilagcdo mecéanica com
volume de 2,5ml (0O2/min.) com frequéncia de 50 ciclos por minuto
observando-se a expansao dos pulmdes. Foram utilizados dois respiradores
a volume (HARVARD®, Inc., respirador modelo 683, Massachusetts, USA)

para animais de pequeno porte com oxigénio a 21% (ar ambiente).
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A (B)

Figural A e B: A - Animal intubado conectado ao sistema de ventilagcéo
mecanica. B — Respirador a volume.

5.4. Posicao do animal durante o experimento

Todos os animais foram submetidos a tricotomia na regido ventral,
no torax, na porcado ventrolateral esquerda, imediatamente antes do
procedimento cirdrgico. Posicionou-se em decubito dorsal com uma leve
inclinacéo para a direita, facilitando desta maneira a exposicao da area a ser

abordada, fixando os membros anteriores e posteriores com fita adesiva.
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(A) (B)

Figura2 A e B. Posicdo do animal (A) e inicio da toracotomia lateral
esquerda com 1,5 cm de extenséo (B)

5.5. Descricdo do procedimento

Apés a anestesia e intubacédo orotraqueal do rato, foi realizada a
anti-sepsia do torax com iodopovedina tépico e a toracotomia lateral
esquerda no terceiro espaco intercostal nos animais. Apés a abertura da
pleura esquerda, o animal foi conectado ao sistema de ventilagdo mecanica.
O pericardio foi retirado para a luxacdo e melhor visualizacdo da area a ser
abordada. Apdés a exteriorizacdo do coracdo, a auricula esquerda foi
afastada e a artéria coronaria esquerda ligada com fio de sutura
polipropileno azul monofilamentar ndo absorvivel 7.0 entre a via saida da
artéria pulmonar e o atrio esquerdo. A regido infartada foi imediatamente
visualizada pela diferenca de coloracdo da area afetada. Em seguida, o

coracao foi reposicionado ao térax, os pulmdes hiperinflados e a parede



Material e Método 39

toracica suturada por planos com fio de sutura mono-naylon monofilamentar
ndo absorvivel 4.0. Apds a recuperacdo da anestesia, os animais foram

mantidos em gaiolas, alimentados com racdo comercial padrdo e livre

acesso a agua.

NN
;\\\ N\
§\‘\\\: N

\\\;\ N\ A \\ .

Figura 3 A e B. Exposi¢cdo do coragédo para o procedimento (A) e aspecto
do mesmo apos a ligadura da coronaria esquerda (B).
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5.6. 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).

B

Figura4. Aparelho de ecocardiografia bidimensional para animais de
pequeno porte.

Todos os animais, independente do grupo a que pertenciam, foram
anestesiados com ketamina e xylazina na dose de 25mg/kg e 5mg/kg, via
intramuscular, para a realizacdo do exame. Todos o0s animais foram
submetidos & ecocardiografia no 7°, 30° e 60° dias pds-lesdo miocardica
com o intuito de acompanhar a evolucédo do infarto do miocéardio. Todos os
animais foram monitorizados nas derivacdes periféricas com eletrodos
pediatricos, obtendo-se a frequéncia cardiaca com visualizacdo

cardioscopica. Colocando o transdutor na porcdo ventrolateral esquerda da

parede toracica, as imagens foram vistas em duas dimensdes, e as camaras
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ventriculares visualizadas em dois cortes, o transversal e o longitudinal. No
longitudinal se obteve uma visdo axial do ventriculo esquerdo incluindo a
valva mitral, a valva adrtica, a parede anterior, posterior e o apice do VE;
enquanto na corte transversal, se observou a parede septal, anterior, lateral
e posterior na regido basal média e apical do ventriculo esquerdo (VE). Os
parametros que foram: fracao de ejecdo (FE%), volume diastélico final do VE
(VD) e volume sistdlico final do VE (VS). 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, tendo como resultado final uma média das trés.

Figura 5. Imagem ecocardiografica mostrando o volume do ventriculo
esquerdo.
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5.7. Exercicio

5.7.1. Protocolo de adaptacao

Atividade fisica com natacdo foi realizando em ambiente com
temperatura controlada a 30°C, usando uma piscina de 85 de comprimento
por 30 de largura por 50 de altura. Os animais foram adaptados, apés o
infarto do miocardio, antes do treinamento durante 10 minutos em trés
diferentes niveis de coluna de agua: primeiro dia com 20 cm, segundo dia 30

cm e Gltimo dia 40 cm ©3

5.7.2. Protocolo de treinamento

Atividade fisica com natacdo ocorreu por trinta dias nos grupos
treinados. Os animais se exercitaram durante 15 minutos por dia durante
trés dias por semana, apds 30 dias do infarto. O mesmo tempo foi respeitado

para o grupo de animais controle, ou seja, sem exercicio ©.
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Figura 6. Piscina usada na atividade fisica dos animais.

5.7.3. Analise sanguinea do lactato

As amostras de sangue (25uL) foram coletadas da cauda do animal,
para a quantificacdo do exercicio. As coletas foram realizadas em dois
periodos: no primeiro dia da atividade fisica, sendo considerado dados
basais e trinta dias ap0s 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 células e sem células. A
concentracdo de lactato foi determinada através do lactimetro portatil
(Accutrend). Os grupos sedentarios com e sem células (n=10) passaram pela
analise da concentracdo do lactato com objetivo de ampliar o controle da

amostra.
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5.8. Obtencdo do sangue da medula 6ssea

Para cada animal, a obtencdo do sangue da medula 6Ossea foi
realizada pelo método de puncdo-aspiracdo na medula éssea dos ratos,
sempre precedida de anestesia: Ketamina 50mg/Kg e Xilazina 10mg/Kg. Os
animais foram colocados em posicdo de decubito lateral com a perna
superior flexionada e a inferior reta. A puncao-aspiracdo foi realizada na
crista iliaca posterior do fémur com seringa descartavel (BD-Plastipak®) de
5mL, com 0,2 mL de heparina (5.000Ul/ mL), com agulha 25X8 21 mm G1
(BD- Precision Glide®); foi coletado cerca de 1mL do sangue da medula

6ssea de cada rato, seguida de identificacdo das seringas ©%.

5.8.1. Isolamento das células da medula 6ssea, fracdo mononuclear

As células mononucleares foram obtidas pela técnica de puncéo-
aspiracdo. Para o isolamento da fracdo mononuclear utilizou-se o gradiente
de densidade (d=1, 077g/m3) (Ficoll-Hypaque -Sigma, St. Loius, MO) de
acordo com Boyum, em meio de Dulbecco modificado por Iscove (IMDM-
GIBCO BRL) suplementado com 1% de antibidtico (penicilina e
estreptomicina) e 20% de solucdo tampao. O material coletado de cada rato
foi colocado em tubo estéril de centrifuga de plastico de 15 mL. Logo apos,
completado este tubo até 12ml, com meio de cultura IMDM (Iscove’s

Modified Dulbecco’s Media), suplementado com solugdo tampdo 4% e
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antibiotico (penicilina e streptomicina) 1% e homogeneizado. Em um tubo de
plastico de 15mL, foi colocado 3mL de solucdo de separacdo por gradiente
densidade (d: 1,077) (Ficoll-Hypaque) e logo em seguida colocado neste
tubo o homogeneizado contendo a medula 6ssea do animal e meio de
cultura IMDM, cuidadosamente para que esta ndo se misturasse ¢+

Este tubo foi levado a centrifuga e submetido a 1400rpm rotacdes
por minuto durante 40 minutos a 22°C. Logo apds, levado a fluxo

novamente, e retirado o anel formado entre o meio e o gradiente.

Figura7.  Anel formado de células-tronco mononucleares

Este homogeneizado foi retirado, onde se encontravam as células-
tronco mononucleares, foram colocados em outro tubo de plastico de 15mL.
Foi completado com meio IMDM até 15mL e centrifugado novamente por
1500rpm por 10 minutos a 22°C. Retirado da centrifuga o tubo, foi realizado

um descarte rapidamente do sobrenadante. Observam-se um precipitado no
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fundo do frasco, sendo este as células-tronco mononucleares. Repetida a
etapa anterior e colocando 13mL de meio no tubo, foi res-suspendido o
precipitado e centrifugado novamente a 1500rpm, por mais 10 minutos a
22°C. Apos esta fase, foi descartado o sobrenadante, colocado 3mL de meio
no tubo, ressuspendido as células, para contagem destas. Esta contagem foi
realizada em camara de Neubauer e lida em microscopio 6ptico Olympus®

CX31 em obijetiva de 40X ©*.

5.8.2 Transplante das células

As células derivadas da medula 0ssea, fracdo mononuclear foram
suspensas no IMDM, contendo 20% de soro bovino fetal (SBF, Gibco BRL,
Grand Island, NY) e 1% de antibiético (100ug/mL de penicilina e 100ug/mL
estreptomicina). O implante foi realizado sete dias apds a o infarto agudo do
miocardio na area de transicdo da parede anterior do ventriculo esquerdo. A
infusdo foi de 15 pL de células na concentracéo de 5 X 10° usando seringa

de Hamilton (1701 LT, Hamilton Bonaduz AG).
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5.9. Eutanasia

Todos os animais que foram submetidos a eutanasia receberam a
dose letal (DL50) (148 mg/kg) do anestésico ketamina. ©®® As amostras

enviadas para analise anatomo-patoldgica.

5.10. Estudo anatomo-patoldgico

Os coracdes foram preservados em frascos contendo formol 10%
durante 24 horas. Ap0s este periodo os coragdes foram clivados em 4 partes
iguais transversais no micrétomo (Leica modelo RM2145) com espessura de
Sum.

Realizado a desidratacdo dos cortes, sendo estes submetidos a
banhos sucessivos em alcool 70%, 80%, 90%, 3 banhos em alcool 100% no
(Leica modelo TP1020), durante 1 hora. Logo apds, impregnada parafina
liquida nos cortes através de 3 banhos a 65°C no mesmo aparelho. Entédo os
cortes histolégicos foram montados em Iaminas e corados com solucdo de
H&E e Picro Sirus Red. De cada fragmento foram realizadas duas laminas

com os quatro cortes e com as coloracdes citadas.
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5.10.1. Anélise Morfométrica

Realizou-se andlise morfométrica, isto €, objetiva no sexagésimo dia
apos o infarto, uma vez que os marcadores estavam direcionados para fase
crdnica da cicatrizacdo. Foi realizada a analise do colageno corando-se 0s
cortes histolégicos pela técnica de Hematoxilina-Eosina e examinou-se em
microscopia Optica. Examinaram-se as laminas com conhecimento da
identificacdo conhecida, em microscépio 6ptico (Olympus®BX40), aumento
de 200 X, acoplado a uma camera Sony® e a um computador. Utilizou-se
um software um programa de analise de imagens digitais Image Pro-plus®
for Windows.

Capturaram-se as imagens das laminas para o computador, e com
auxilio do programa Image pro-plus® mediam-se as areas selecionadas e de
interesse.

Com a ferramenta “conta gotas” selecionaram-se 0s objetos de
interesse e 0 programa automaticamente gerou a medida. Uma vez que a
area total do exame era constante, selecionou-se a estatistica do programa
gue fornecia o percentual da area ocupada pelo objeto do estudo, ou seja, o
colageno.

Mediram-se dez campos por cortes histologicos em cada lamina na

area do infarto obtendo-se entdo, uma média da leitura daqueles cortes.
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5.11. Anédlise Estatistica

Para comparar os momentos pré e pés dentro de cada grupo, foi
usado o teste t de Student para amostras pareadas. Para a comparacéo dos
grupos em relacao aos resultados da avaliacdo pré, foi usado o modelo de
analise de variancia (ANOVA) com um fator. Para a comparacao dos grupos
em relacdo aos resultados da avaliagcdo pos e em relacdo as diferencas
entre pré e poés, foi usada a andlise 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.



6. RESULTADOS
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6.1. Andlise ecocardiogréfica intra grupo

Na tabela abaixo podemos observar os valores dos grupos com
relacdo a Fracdo de Ejecdo do Ventriculo Esquerdo (FEVE), o Volume
Sistélico do Ventriculo Esquerdo (VSFVE) e o Volume Diastélico do

Ventriculo Esquerdo (VDFVE).

Tabelal. Comparacao dos resultados intra-grupos.

SEDENTARIOS
GRUPOS SEDENTARIOS SEM CELULAS SEDENTARIOS COM CELULAS
PRE POS P PRE POS P

FEVE (%) 35,20+7,6 | 22,39 +4,56 0,026 25,18 +7,73 | 23,85+9,51 0,860

VSFVE(mI) | 0,39+0,15 | 0,65+0,12 0.020 0,50+0,07 | 0,98+0,12 0,018

VDFVE(mI) | 0,59+£0,19 | 0,83+0,13 0,117 0,89+0,13 | 1,25+0,20 0.033

TREINADOS
GRUPOS TREINADOS SEM CELULAS TREINADOS COM CELULAS
PRE POS P PRE POS P

FEVE (%) 21,49+270 | 20,71 +7,14 | 0,792 29,85+6,68 | 33,43+7,56 0,246

VSFVE(mI) 0,50 +0,09 0,64 +0,05 0,014 0,61+0,14 0,59+0,22 0,872

VDFVE(mI) 0,70+0,14 0,82 +0,09 0,058 0,71+0,13 0,73 +0,06 0,776

Com relacdo a Fracdo de Ejecdo do Ventriculo Esquerdo (FEVE)
identificou-se uma diminuicao deste parametro nos grupos Sedentario sem e
com Células e no grupo Treinado sem células Com relacdo ao grupo

Treinado com Células identificou-se um aumento deste parametro no
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periodo entre sessenta dias ap0s o infarto do miocardio e seus valores

basais.

FE
Média; média + ep; média + dp
50

40

30

FE

20

10

Basal

SD S SD C TR S TR C - .
- - - - 60 dias

Grupo

Figura 8.  Grafico da Fracdo de Ejecédo do Ventriculo Esquerdo.

Com relacdo ao Volume Sistélico Final do Ventriculo Direito (VS)
identificou-se um acréscimo deste parametro nos grupos Sedentario sem e
com Células e no grupo Treinado sem células Com relacdo ao grupo

Treinado com Células identificou-se uma diminuicdo deste parametro.
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Figura9.  Grafico do Volume Sistélico Final do Ventriculo Direito
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Com relacdo ao Volume Diastodlico Final do Ventriculo Esquerdo
(VD) identificou-se um acréscimo deste parametro nos quatro grupos

estudados: Sedentario sem e com Células e Treinado sem e com Células.

VD
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Figura 10. Grafico do Volume Diastdlico Final do Ventriculo Esquerdo

6.2. Andlise ecocardiogréfica inter grupos

Comparando-se os quatro grupos entre si, foi identificada diferenca
estatisticamente significativa dos valores ecocardiograficos trinta dias ap6s o
infarto do miocéardio nos parametros de fracdo de ejecédo e volume diastolico
final do ventriculo esquerdo. Desta forma os animais ndo foram considerados

homogéneos.
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Com relagéo ao parametro da FE nos dados de base identificou-se
gue os grupos nao eram homogéneos (p=0.022), desta forma foi utilizada
uma analise de covariancia. Quando analisados os resultados em 60 dias
apos o infarto do miocardio, identificou-se uma diferenca estatisticamente
significativa apenas quando se compararam 0S grupos Sedentarios sem
células com os Treinados com células (p=0.031) e os grupos Treinados com

e sem células (p=0.015).

Tabela 2. Valores ecocardiograficos trinta dias apos o infarto do miocardio
nos parametros de fracdo de ejecéo e volume diastdlico final do
ventriculo esquerdo.

Comparacdo dos grupos

dois a dois Pre Pos

SD sem x SD com 0,027 0,767
SD sem x TR sem 0,004 0,734
SD sem x TR com 0,194 0,031
SD com x TR sem 0,384 0,526
SD com x TR com 0,254 0,057
TR sem x TR com 0,050 0,015

Com relacao ao parametro do VDF logo apds o infarto do miocéridio
identificou-se que os grupos ndo eram homogéneos (p=0.040) desta forma
foi utilizada uma 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).
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Tabela 3 Relacdo ao parametro do VDP logo apés o infarto

Comparacdao dos grupos dois a dois Pré Pos

SD sem x SD com 0,006 <0,001
SD sem x TR sem 0,264 0,913
SD sem x TR com 0,187 0,212
SD com x TR sem 0,060 <0,001
SD com x TR com 0,070 <0,001
TR sem x TR com 0,868 0,253

Com relacéo ao parametro do VSF logo apoés o infarto do miocardio
identificou-se que os grupos eram homogéneos (p=0.052). ApOs sessenta
dias observaram-se diferencas estatisticamente significativas entre o0s
grupos Sedentéarios com e sem ceélulas (p= 0.008), Sedentario com células e
Treinado sem ceélulas (p=0.007) e Sedentario e Treinado com células

(p=0.002).

Tabela 4. Relacdo ao parametro do VSF apods sessenta dias do infarto

Comparacéo dos grupos dois a dois Pré Pés

SD sem x SD com 0,0052 0,008
SD sem x TR sem 0,0052 0,921
SD sem x TR com 0,0052 0,511
SD com x TR sem 0,0052 0,007
SD com x TR com 0,0052 0,002

TR sem x TR com 0,0052 0,579
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6.3 Andlise do Lactato
Os valores obtidos ap6s a dosagem de lactato seguem nas tabelas
abaixo.
Tabela 5. Comparacao dos resultados intra-grupos. Valores de lactato
basal e 30 dias ap0s a atividade fisica.
SEDENTARIOS
GRUPOS SEDENTARIOS SEM CELULAS SEDENTARIOS COM CELULAS
PRE POS P PRE POS P
FEVE (%) | 35,20+7,64 | 22,39+4,56 | 0,026 | 25,18+7,73 | 23,85+9,51 | 0,860
VSFVE(ml) | 0,39+0,15 | 0,65+0,12 | 0,020 | 0,50+0,07 | 0,98+0,12 0,018
VDFVE(mI) | 0,89+0,19 | 0,83x0,13 | 0,117 | 0,89+0,13 | 1,25+0,20 0,033
Lactato 2,50 3,28 X 4,28 3 X
(mmol)
TREINADOS
GRUPOS TREINADOS SEM CELULAS TREINADOS COM CELULAS
PRE POS P PRE POS P
FEVE (%) | 21,49+2,71 | 20,71+7,41 | 0,792 | 28,86%6,68 | 38,43t7,56 | 0,246
VSFVE(ml) | 0,50+0,09 | 0,64+0,05 | 0,014 | 0,61+0,14 | 0,89+0,22 | 0,872
VDFVE(mlI) 0,7+0,14 | 0,82+0,09 | 0,058 | 0,71+0,13 0,73+0,06 | 0,776
Lactato 3,70 3,40 X 4,50 5,98 X
(mmol)

Os resultados apresentados nesta tabela demonstram que apesar do
grupo treinado com células apresentar uma insuficiéncia cardiaca grave nao
houve piora da mesma, sugerindo uma estabelizacdo do remodelamento

ventricular, confirmado pelos valores de VSFVE (Volume Sistolico Final do
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Ventriculo Esquerdo), e de VDFVE (Volume Diastolico Final do Ventriculo

Esquerdo), neste mesmo grupo.

O resultado de lactato em repouso demonstrou que

melhora aerdbia esperada pelo exercicio.

nao houve a

Tabela 6. Valores de lactato em comparacdo dois a dois nos periodos
basal e ap6s trinta dias de atividade fisica.
COMPARACAO FEVE- valores p VDFVE valores dep | VSFVE valores de p LACTATO valores
DOIS A DOIS dep
PRE POS PRE POS PRE POS PRE POS
SD sem X SD 0,027 0,76 0,006 0,001 0,0052 0,008 0,009 0,76
com
SDsem X TR 0,004 0,73 0,26 0,91 0,0052 0,92 0,065 0,87
sem
SDsem X TR 0,19 0,03 0,18 0,21 0,0052 0,51 0,003 0,007
com
SDcom X TR 0,38 0,52 0,06 0,001 0,0052 0,007 0,354 0,66
sem
SDcom X TR 0,25 0,005 0,07 0,001 0,0052 0,002 0,710 0,003
com
TRsem X TR 0,05 0,05 0,86 0,25 0,0052 0,57 0,187 0,09
com

Foram encontradas diferencas significativas quando comparados o grupo

sedentario sem células com o grupo sedentario com células. Essas

alteracdes sao verificadas principalmente pela piora do grupo sedentario

sem células, quando comparados aos outros grupos. Isto demonstra que a

terapia celular combinada com atividade fisica resultou na manutencdo da

funcao cardiaca.




Resultados 59

Lactato
Mean; Box: Mean+SE; Whisker: Mean+SD

Lactato
I

0
14| Basal
SD_S SD_C TR_S TR_C 30 dias

Grupo

Figura 11. Variagéo dos valores de lactato entre o periodo entre o periodo
basal e 30 dias ap0s a atividade fisica.
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6.4 Anatomia patologica

6.4.1 Anédlise do colageno

Com relacdo a andlise do colageno na area do infarto, os resultados

em 60 dias observa-se que houve diferenca estatisticamente significativas

entre os grupos treinado com e sem células, como é possivel identificar na

tabela e gréaficos abaixo.

Tabela 7. Valores de colageno, na area no infarto

Variavel Grupo n Média Eaej:/ég Val%r de
Area IAM SD sem cel 5 4,2 3,8

SD com cel 5 4,2 2,5

TR sem cel 5 9,7 2,7

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

Tabela8. Valores de colageno, na area no infarto, comparacao dois a
dois

Comparacdao dos grupos dois a dois

SD sem x SD com 0,993
SD sem x TR sem <0,001
SD sem x TR com <0,001
SD com x TR sem <0,001
SD com x TR com <0,001

TR sem x TR com 0,007
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Figura 12. Valores do colageno na area do infarto
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O transplante de células tronco mononucleares da medula 6ssea na
cardiomiopatia isquémica vem sendo realizado com resultados que sugerem
uma melhora funcional do miocardio, principalmente pelo seu mecanismo de
angiogenese no local do transplante. A atividade fisica também apresenta um
potencial de vasodilatacdo regional nas regides proximas ao infarto, o que
possibilita uma melhora da perfusdo do miocardio infartado e também uma
recuperacao global da funcéo do ventriculo esquerdo. Estas duas opc¢des 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
disfuncéo ventricular esquerda severa.

A associacao destas duas terapias neste trabalho sugeriu um ganho
adicional quando utilizadas em conjunto, como foi possivel de ser identificada
ao analisamos a fracdo de ejecédo do ventriculo esquerdo e 0s mecanismos
de remodelamento ventricular pés infarto.

Com relacdo a andlise funcional no periodo pré-transplante, os
guatro grupos apresentaram o0s parametros da fracdo de ejecdo e volume
diastdlico final do ventriculo esquerdo com diferenca estatistica entre si,
desta forma os parametros de FE e VD foram analisados como co-variancia,
na tentativa de homogeneizar 0s mesmos.

O grupo controle, ou seja, sedentario sem células apresentou uma
deterioracdo importante de fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo apos
sessenta dias do infarto do miocardio comprovando o efeito da necrose

muscular e como consequéncia a insuficiéncia cardiaca, o que ja era de se
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esperar. Foi identificada uma pequena queda da fracdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo, tanto no grupo sedentario com células como no grupo
treinado sem células, sugerindo uma estabilizacdo da funcéo cardiaca. Esta
estabilizacdo pode ser justificada pelo proprio beneficio da atividade fisica no
grupo treinado e pela agdo das células tronco mononucleares da medula
0ssea no grupo sedentario.

Com relagdo ao grupo treinado com células identificou-se um
beneficio funcional, que pode ser justificado pela acdo tanto das células
tronco mononucleares como da atividade fisica. Na comparagcdo entre 0s
grupos sedentario sem célula (controle) com treinado com células este
resultado é evidente. Entretanto, na comparacdo entre os grupos treinado
com e sem células também foi identificado um 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 os animais que receberam as
células tronco mononucleares da medula 6ssea apresentaram um efeito
protetor do miocardio em relacdo aos animais que ndo receberam células. E
verdade que quando analisado o parametro da fracdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo intra grupo, mesmo no grupo treinado sem células,
houve uma estabilizacdo da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo, pois
um decréscimo de 21,49% para 20,71% € considerado irrelevante. Desta

forma sugere-se o efeito protetor da atividade fisica neste modelo.
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Quando analisamos os animais sedentérios, observou-se que 0S
animais que néo receberam células podem ser considerados grupo controle,
pois os mesmos foram infartados, ndo praticaram atividade fisica e também
ndo receberam células. No grupo sedentario que recebeu células
identificamos uma diminuicdo da FE de 25,18% para 23,85%, variagédo
também considerada sem significancia, sugerindo um mecanismo protetor
miocardico das células transplantadas.

Com relagdo ao volume diastdlico final do ventriculo esquerdo, os
guatro grupos estudados, apresentaram um aumento dos seus valores apés
sessenta dias do infarto. No grupo controle, em consequéncia de
deterioracdo da funcdo ventricular pés-infarto, ja havia uma previsdo que
ocorreria um remodelamento ventricular. Entretanto, o grupo sedentario com
células apresentou uma dilatacdo de ventricular estatisticamente
significativa, o que também foi identificado em um estudo publicado pelo
mesmo grupo ©®”. Com relacdo ao grupo treinado com células apesar da
dilatacdo ventricular identificada, considerou-se que houve uma
estabilizacdo do remodelamento ventricular.

Com relacdo ao volume sistolico final do ventriculo esquerdo, o0s
grupos sedentarios com e sem células e o grupo treinado sem células
apresentaram um aumento dos seus valores neste mesmo periodo,
sugerindo uma perda da capacidade contratil, entretanto no grupo treinado
com células identificou-se uma diminuicdo deste parametro. Apesar de nao
ter sido significativa, sugere-se uma capacidade de protecdo funcional do

tratamento combinado proposto.
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Como foram incluidos no estudo animais com fracdo de ejecdo
inferior a 35% e como ja existia uma disfungcdo ventricular severa com
aumento dos volumes ventriculares, previamente ao transplante, € dificil de
compreender que o transplante de células possa exercer um mecanismo
anti-remodelamento, pois o tratamento é apenas regional. Acredita-se que o
beneficio da atividade fisica associado possa justificar estes resultados.

De acordo com Ferraz et al a insuficiéncia cardiaca ndo deve ser
considerada como um doenca simples e pura, mas sim como uma sindrome
complexa que envolve: disfuncdo endotelial, alteracdo da composicdo das
fibras musculares estriadas esqueléticas periféricas, anormalidades do fluxo
sanguineo e do controle quimiorreflexo ventilatorio. Todas estas alteracbes
resultam em uma menor toler&dncia ao exercicio e em uma menor
capacidade funcional®®

Guimardes et al, descreveram sobre os efeitos limitantes ao
exercicio em pacientes portadores de insuficiéncia cardiaca destacando o
comportamento de quimiorreceptores centrais e periféricos. Nestes
pacientes ocorre um aumento da sensibilidade em quimiorreceptores
periféricos que resulta em maior ativacdo do sistema nervoso simpatico
aumentando a pressdo arterial, a ventilacdo e a resisténcia vascular
periférico. Este fendbmeno € descrito como mecanoreflexo. Além disso,
durante a realizacdo de exercicios pacientes portadores de insuficiéncia
cardiaca apresentam uma precoce fadiga muscular ventilatorio, que resulta
em uma maior demanda de estimulos aferentes ao sistema nervoso central

pelas fibras do nervo frénico ativando o sistema nervoso simpatico
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desencadeando vasoconstricéo periférica e menor tolerancia ao exercicio®
Este fendmeno foi descrito por Dempsey et al 2000 como metaborreflexo.

Em decorréncia do mecanorreflexo e do metaborreflexo ocorre uma
alteracdo na composicdo das fibras musculares periféricas de pacientes
portadores de insuficiéncia cardiaca. De acordo com Schulze et al, pacientes
portadores de insuficiéncia cardiaca sofrem atrofia das fibras tonicas, em
decorréncia da reducdo do numero de mitocéndrias e mioglobinas presentes
nestas fibras por consequéncia da menor circulacdo sanguinea permitida
pelo aumento da resisténcia vascular periférica. Assim sendo, as fibras
musculares tipo Il (fasicas) passam a ser mais ativadas, sendo a glicélise
anaerobia a principal forma de fornecimento de energia para a realizacéo de
movimentos, resultando em maior acidose latica e em menor tolerancia ao
exercicio. Desta forma, portadores de insuficiéncia cardiaca tendem a
apresentar maior producdo de lactato em repouso quando comparado a
pacientes sem disfuncdo ventricular. Este comportamento é similar em
ratos""%"

O exercicio aerobio e ou o treinamento muscular ventilatorio
reduzem os efeitos provocados pelo metaborreflexo e pelo mecanorreflexo.
Chiappa et al 2006 demonstraram que individuos que fizeram treinamento
muscular ventilatério reduziram a resisténcia vascular periférica melhorando
a perfusdo em decorréncia de um melhor condicionamento diafragmatico e
inibicho da acdo do sistema nervoso simpatico. Ferraz et al 2006
demonstraram que pacientes treinados aerobicamente apresentam similar

resposta’™.
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Na tabela 4 pode-se observar que somente 0s ratos sedentarios que
receberam células e os que treinaram sem células reduziram seus valores
de repouso (-1,28 e -0,30 respectivamente). O que chama atencéo é que 0s
ratos que receberam células e treinaram aumentaram o lactato de repouso,
0 que pode ser um sinal de que neste grupo os efeitos provocados pelo
metaborreflexo e pelo mecanorreflexo ndo foram controlados. A diferencga
entre os valores de lactato de repouso antes e apés 30 dias de atividade
fisica foi significativa com p= 0,019, porém é importante ressaltar que em
dois grupos houve aumento nos valores de repouso.

Na tabela 5 os grupos foram comparados dois a dois. Foram
encontradas diferencas significativas quando comparados 0 grupo
sedentario sem células com o grupo sedentario com células. Este resultado
sugere uma readaptacdo ao sistema oxidativo de fontes de energia das
fibras musculares periféricas do grupo que recebeu células. Outra diferenca
significativa foi encontrada entre o grupo sedentario que recebeu células e o
gue foi treinado com células. Esta 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. Isto demonstra
favoravel adaptacdo periférica das fibras dos ratos que receberam células
enquanto que no grupo que recebeu treinamento ndo houve melhora da
perfusdo sanguinea periférica.

A tabela 5 apresenta os dados comparativos entre o periodo pré e
pos-treinamento onde ndo se observa diferencas significativas entre os

valores encontrados, o que demonstra que para este grupo de animais o
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método de treinamento prescrito ndo surtiu os efeitos esperados, conforme
os obtidos por Bacurau et al 2009.

Isto pode ter acontecido, pois 0 grupo de animais treinou durante o
periodo em uma intensidade acima do limiar de lactato, ou limiar anaerébio.
Ferraz et al demonstraram que pacientes submetidos a treinamento de baixa
intensidade (intensidade equivalente ao limiar anaerébio) apresentaram
melhora da capacidade aerdbia superior aqueles pacientes que treinaram
em alta intensidade (proximo ao ponto de compensacao ventilatorio).

Entre os diferentes métodos nédo-invasivos utilizados para predizer a
resposta do lactato sanguineo durante o exercicio, a poténcia critica (PC)
(para a bicicleta ergométrica ou ergbmetro de braco) e a velocidade critica
(corrida e natacdo) tém apresentado elevados indices de correlacdo com a
intensidade correspondente a 4mM de lactato sanguineo e com a
performance aerdbia. Teoricamente, a velocidade critica € definida como
sendo a mais alta intensidade de exercicio que pode ser mantida por longo
periodo de tempo sem exaustéo!’?.

O nivel do consumo de oxigénio acima do qual a producdo de
energia aerobia € suplementada por mecanismos anaerébios durante o
exercicio, resultando em um aumento sustentado na concentracdo de lactato
e na acidose metabodlica. O limiar anaerobio € afetado por fatores que
modificam a liberacdo do oxigénio aos tecidos; € baixo em pacientes com
doenca cardiaca.

Um fator limitante deste estudo foi o fato de néo ter sido determinado

o0 ponto de limiar de lactato ou fase estavel de exercicio. Assim sendo 0s


http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Consumo%20de%20Oxigênio
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Energia
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Exercício
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Acidose
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http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Oxigênio
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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. Sugere-se que 0s ratos que compuseram a amostra
deste estudo foram treinados, porém os efeitos esperados do exercicio ndo
foram totalmente atingidos.

Por meio da técnica da andlise morfométrica foram feitas avaliacdes
guantitativas do colageno nos coracdes apods sessenta dias do infarto do
miocardio. O principal resultado deste estudo com relacdo analise do
colageno na area do infarto foi observada uma quantidade significativamente
menor nos grupos treinado com e sem células, sendo mais evidente no
grupo treinado com células. Acredita-se que os fatores liberados devido ao
efeito paracrino das células tronco possam promover uma reducdo da area
de fibrose sugerindo uma recuperacdo da funcdo ventricular esquerda, que
pode ser corroborada com a melhora da fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo e a limitacdo do remodelamento ventricular. Estes dois
mecanismos podem também ser explicados pelo potencial angiogénico das
células tronco mononucleares da medula 6ssea, previamente descritos em
outros trabalhos e pelos mecanismos de vasodilatacdo produzido pela
atividade fisica ©”

Um estudo realizado por Ferraz et al em 2008 demonstrou que apos
injecdo direta de células-tronco mesenquimais em coracao isquémicos de
ratos promoveu um decréscimo da fibrose, apoptose e dilatacao ventricular

esquerda, além de aumentar a espessura da parede miocéardica.®®
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Um estudo realizado por Xu et al demonstrou que em ratos
infartados e treinados, apés atividade fisica precoce, a fracdo de colageno
no grupo treinado foi significativamente menor no grupo sedentéario
sugerindo que o treinamento fisico precoce poés infarto reduz a expressao de
metaloproteinases. No presente estudo, o treinamento fisico aquético foi
realizado pés infarto, melhorando a tolerancia ao esforco e a funcao
cardiaca, reduzindo a expressdo do colageno. Esses resultados sugerem
gue o treinamento fisico com auxilio das células tronco mononucleares da

medula éssea melhorou a capacidade fisica e a funcéo desses animais.
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Com base no estudo realizado podemos concluir que apdés
sessenta dias do infarto do miocérdio, observou-se que o transplante de
células tronco da medula 6ssea associada a atividade fisica aquética

proporcionou:

e Uma manutencao da funcéo ventricular esquerda no grupo
treinado com células, com tendéncia de melhora da fracéo
de ejecdo do ventriculo esquerdo e uma limitagdo do
remodelamento ventricular.

e Com relacdo ao volume diastélico final do ventriculo
esquerdo apesar da dilatacdo ventricular, considerou-se
gque houve uma estabilizacdo do remodelamento
ventricular.

e Sugere-se uma melhora da capacidade de protecéo
funcional do tratamento associado de células tronco com o
exercicio fisico, com relacdo ao volume sistolico final do
ventriculo esquerdo.

e Uma melhor recuperacdo da regido infartada no grupo
treinado com células, justificada pela menor quantidade de

colageno nesta regido.
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