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RESUMO

Efeitos do treinamento de forca na susceptibilidade as arritmias ventriculares, Rodrigo
Miguel dos Santos, Sdo Cristovdo-SE, 2020. O treinamento fisico é uma importante
ferramenta para prevencédo de doengas e tem sido usado como auxiliar no tratamento destas, em
especial as cardiovasculares. Entretanto, novas evidéncias indicam que, quando realizado em
quantidades excessivas, 0 exercicio fisico pode resultar em efeitos indesejaveis no tecido
cardiaco. Assim, faz-se importante o estudo de protocolos de dose-resposta, a fim de se entender
quais intensidades e frequéncias de exercicio fisico passam a ser intoleraveis ou deletérias ao
sistema cardiovascular. Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do
treinamento de forga sobre as arritmias cardiacas em ratos saudaveis. Ratos Wistar foram
treinados por seis semanas em um protocolo de treinamento de forga mimético ao agachamento.
Os animais foram alocados aleatoriamente nos grupos controle, baixa, moderada e alta
intensidade, treinados trés vezes por semana; ou controle, baixa, moderada e alta intensidade,
treinados cinco vezes por semana. Apds o periodo de treinamento 0s animais passaram por um
teste in vivo de susceptibilidade as arritmias através da injecdo intraperitoneal de cafeina e
epinefrina, e foram monitorados continuamente através de um eletrocardiograma. Os testes
revelaram que os animais treinados cinco vezes por semana e com alta intensidade tiveram
maior susceptibilidade as arritmias ventriculares do que os outros grupos. Assim, foram
investigadas as alteracOes cardiacas elétricas e contrateis nos animais treinados com alta
intensidade e alto volume. Foi identificado que o treinamento em alta intensidade e alta
frequéncia provocou o prolongamento do intervalo QT. Utilizando a técnica de RT-PCR,
investigamos as alteragfes na expressdo dos genes envolvidos na regulacdo da repolarizacao
cardiaca e observamos um aumento na expressao génica de Kcnj2 e Kcne2, e reducdo de Kend3.
Além disso, houve aumento na expressdo dos genes codificantes de triadina, calmodulina e da
proteina quinase dependente de célcio/calmodulina do tipo Il delta, e reducdo da ATPase de
calcio do reticulo sarcoplasmatico e do trocador sédio/célcio. Apesar do treinamento de forca
ndo ter causado hipertrofia e fibrose cardiaca, esse aumentou a expressdo génica de mediadores
relacionados com esse fenbmeno, como o peptideo natriurético atrial, bem como reduziu
expressao de actina alfa 1 e as cadeias pesadas de miosina alfa e beta. Para melhor compreender
as alteracdes causadas pelo treinamento de forca intenso, foi avaliada a producdo de espécies
reativas de oxigénio no tecido cardiaco e verificou-se o seu aumento ocasionado pelo aumento
da expressdo da NADPH oxidase 4. Estas alteragdes foram seguidas pelo aumento dos danos
oxidativos no ventriculo esquerdo e pela reducdo da expressdo dos genes das enzimas
antioxidantes superdxido dismutase e glutationa peroxidase. Em conjunto, nossos dados
mostram que o treinamento de forca resulta em condicdo favoravel ao aparecimento de arritmias
ventriculares, num efeito dependente da intensidade e da frequéncia de treinamento.

Descritores: Arritmia cardiaca; Treinamento resistido; Intensidade do treinamento; Exercicio
fisico; Estresse oxidativo.
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ABSTRACT

Effects of strength training on ventricular arrhythmias susceptibility, Rodrigo Miguel dos
Santos, Sdo Cristdvao-SE, 2020. Physical training is an essential tool for disease prevention
and has been used as treatment of diseases, especially for cardiovascular diseases. However,
recent evidence suggests a potential negative effect when exercise is performed at excessive
amount. It thus becomes important to investigate dose-response exercise protocols, aiming to
define the limiting doses, particularly at which the cardiac effects become deleterious.
Therefore, the present study aimed to evaluate the effects of strength training on cardiac
arrhythmias in healthy rats. Male Wistar rats were trained for six weeks in a squat-mimicking
strength training protocol. The animals were randomly allocated to control, low-, moderate- or
high-intensity groups, trained three times a week; or control, low-, moderate-, and high-
intensity, trained five times a week. After the training period, animals were subjected to in vivo
arrhythmias susceptibility assessments, under caffeine and epinephrine stimulation, and were
monitored with electrocardiogram examinations. Our findings revealed that animals trained five
times a week on high intensity protocols were more susceptible to ventricular arrhythmias than
all other groups. Further, electrical and contractile cardiac properties were investigated in
animals trained with high intensity and high frequency, where we found strength training caused
QT interval prolongation. We also used RT-PCR to assess expression of key genes involved in
cardiac repolarization, which revealed an increase in Kcnj2 and Kcne2 and reduced Kcnd3
expression. In addition, we observed an increase in triadin, calmodulin and calcium-dependent
protein Kinase/calmodulin type Il delta expression, along with a reduction in the calcium
ATPase of the sarcoplasmic reticulum and the sodium/calcium exchanger. Although strength
training did not cause cardiac hypertrophy or fibrosis, it increased mRNA abundance of atrial
natriuretic peptide, actin alfa 1 and myosin heavy chains — all biomarkers of pathological
cardiac phenotypes. In order to better understand the changes caused by strenuous strength
training, production of reactive oxygen species was assessed in cardiac tissue, and its increase
was verified due to the increased expression of NADPH oxidase 4. These changes were
followed by increased oxidative damage in left ventricles and reduced gene expression of the
antioxidant enzymes superoxide dismutase and glutathione peroxidase. Altogether, our findings
show that strength training induces a condition favorable to ventricular arrhythmias appearance,
with an effect that is dependent on exercise intensity and frequency.

Keywords: Cardiac arrhythmia; Resistance training; Training intensity; Physical exercise;

Oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

Apesar de todos os avancos cientificos e tecnoldgicos alcangados nos ultimos anos, as
doencas cardiovasculares ainda aparecem como as principais causas de morte mundialmente
(GBD 2019 Diseases and Injuries Collaborators, 2020). Dentre estas doencas, as anormalidades
ou perturbac6es nos batimentos normais do miocéardio, conhecidas como arritmias cardiacas,
tém ganhado cada vez mais atencdo. A estimativa de morte por arritmias ventriculares aponta
para 38 mortes para cada 100.000 pessoas em uma populacdo com 20 anos ou mais (Cobb et
al., 2002). No entanto, € importante ressaltar que as arritmias podem estar relacionadas a um
numero ainda maior de mortes, visto que autopsias revelaram que as arritmias cardiacas podem
ser a causa de 56% das mortes subitas (Tseng et al., 2018).

O exercicio fisico € um dos mais notaveis promotores de satde e nos ultimos anos tem
tido bastante destaque na area médica, sendo a sua pratica regular e organizada, denotada como
treinamento fisico, recomendada em diversas diretrizes médicas como importante ferramenta
terapéutica no tratamento de doencas (Carvalho et al., 2020; Colberg et al., 2016; Hayes et al.,
2019; Whelton et al., 2018; Williams et al., 2018). Isto tem ocorrido devido aos diversos relatos
na literatura demonstrando os efeitos benéficos do treinamento fisico na prevencédo e tratamento
de doencas, especialmente as cardiovasculares. O treinamento de forca é uma modalidade de
treinamento fisico que envolve a contracdo da musculatura esquelética para mover uma carga
ou se opor a uma forga contraria. Esta modalidade de treinamento fisico também esta inserida
neste contexto e vem ganhando maior atencdo a medida em que o complexo controle de suas
variaveis vem sendo decifrado.

O treinamento fisico também tem sido relatado como benéfico no tratamento de
pacientes com arritmias cardiacas (Avila et al., 2016; Malmo et al., 2016; Qin et al., 2019).
Entretanto, o crescente aumento no numero de casos de morte subita em atletas e ex-atletas,
bem como o surgimento de casos de mortes durante o exercicio, chamaram atenc¢do para um
possivel efeito paradoxal do treinamento fisico. Ironicamente, uma metanalise demonstrou que
o treinamento fisico de alta intensidade de longo prazo ou a falta de atividade fisica estdo
associados ao aumento do risco de desenvolvimento de arritmias, enquanto que o exercicio
fisico realizado em intensidade moderada pode estar associada a redugéo deste risco (Nielsen,
Wachtell e Abdulla, 2013). Mais recentemente, a American Heart Association liberou uma
atualizacdo da sua declaracdo cientifica sobre os eventos cardiovasculares relacionados ao
exercicio e as adaptacOes potencialmente deletérias apds treinamento fisico de longo prazo

(Franklin et al., 2020). Neste documento os autores também sugerem a existéncia de uma curva



J de associacao da dose de atividade fisica e o risco de arritmias, na qual a inatividade fisica e
altos niveis de atividade fisica estdo associados com a incidéncia de eventos cardiacos, enquanto
niveis baixos e moderados de atividade fisica reduzem a incidéncia destes eventos.

Com a crescente adocdo de protocolos de alta intensidade na pratica de exercicio fisico,
e levando em consideracdo as evidéncias recentes que apontam para a necessidade de um
melhor controle das variaveis do treinamento tanto para atletas quanto para entusiastas e
pacientes, novos estudos nessa linha se fazem necessarios. Portanto, neste estudo investigamos
os efeitos do treinamento de forca — empregado em diferentes variacGes de intensidade e

frequéncia — na susceptibilidade as arritmias cardiacas em um modelo experimental.



2. REVISAO DA LITERATURA

Alterac6es na frequéncia e no ritmo cardiaco sdo eventos necessarios para qualquer ser
do reino animal, pois permitem a realizacdo das atividades indispensaveis para a sobrevivéncia.
Isto ocorre quando estamos dormindo, fazendo atividade fisica e em momentos de estresse, seja
ele fisico ou mental. No entanto, alterac6es constantes no ritmo cardiaco com manifestacdes
irregulares podem acarretar sérios problemas de salde. Estas alteragdes no ritmo cardiaco
gerando sinais irregulares sdo denominadas arritmias ou disritmias cardiacas. Dentre as
principais causas estdo as doencas cardiacas preexistentes, condi¢des congénitas, uso de
substancias quimicas que causam dependéncia e estilo de vida inadequado (EI-Sherif e Turitto,
2011; La Gerche e Brosnan, 2017; Priori et al., 2015).

As arritmias ventriculares sdo uma das principais causas de morbidade e morte subita
(Khurshid et al., 2018; Sirichand et al., 2017), e estdo atreladas a quase todas as manifestaces
de doengas cardiacas. Assim, o desenvolvimento dessa condicéo clinica tem chamado atencao,
pois acometem um grande numero de pessoas em todo 0 mundo e evoluem progressivamente

para acometimentos cardiacos mais severos, gerando incapacidade fisica e alta mortalidade.

2.1. PRINCIPAIS MANIFESTACOES DE ARRITMIAS CARDIACAS

2.1.1. Arritmias supraventriculares

As arritmias supraventriculares sdo aquelas que comegam nas areas acima dos
ventriculos, podendo serem iniciadas tanto nos atrios como nas vias de conducao elétrica atrial.
As arritmias supraventriculares ou atriais costumam serem tdo graves quanto as arritmias
ventriculares. Dentre os principais tipos de arritmias supraventriculares ocorrem os batimentos

atriais prematuros, o flutter atrial, a taquicardia atrial e a fibrilacdo atrial.

2.1.1.1. Batimentos atriais prematuros

Uma contracdo atrial prematura é gerada quando um ponto focal no atrio, ao invés do
né sinoatrial (células marcapasso), desencadeia um potencial de acdo antes do proximo
potencial de acdo programado do né sinoatrial (Conen et al., 2012; Savio-Galimberti,
Argenziano e Antzelevitch, 2018). Assim, os atrios se contraem muito cedo, fazendo com que

todo o coracdo contraia fora do momento esperado. Com isso, 0 batimento cardiaco normal



seguinte costuma ser mais vigoroso. Geralmente ndo causam danos ao coragdo, ocorrendo

também em individuos saudaveis com certa frequéncia (Conen et al., 2012).

2.1.1.2. Flutter atrial

O flutter atrial ocorre devido a uma regido dos circuitos elétricos no tecido atrial
apresentar conducao lenta, por causa de restricdes anatbmicas ou alteracbes nas caracteristicas
teciduais (Cosio, 2017). Como consequéncia, 0s atrios batem num ritmo muito rapido, porém
com uma frequéncia regular, prejudicando também o funcionamento dos ventriculos, uma vez
gue ndo ha tempo suficiente para o enchimento destes. O flutter atrial se assemelha a fibrilagcdo
atrial, alcancando frequéncias cardiacas nos atrios até quatro vezes mais rapidas do que nos
ventriculos. Por ser também considerado um circuito reentrante, no flutter atrial o sinal elétrico
fica preso no atrio direito, apresentando um padrdo circular dentro do atrio. O flutter atrial
também traz consigo o risco de desenvolvimento de coagulos de sangue, apesar deste risco nao

ser tdo grande quanto na fibrilacéo atrial (Said et al., 2020).

2.1.1.3. Taquicardia atrial

A taquicardia supraventricular acontece quando 0s sinais elétricos nas camaras
superiores cardiacas sao disparados automaticamente de forma anormal e instavel, através da
despolarizacdo espontanea focal dos atrios em uma regido que ndo esta no né sinoatrial (Saoudi,
2001). A origem dessa arritmia pode estar em qualquer regido acima do ventriculo, mas 0s
locais comuns sdo a crista terminal, o seio coronario, as veias pulmonares, o anel tricispide ou
mitral, ou o septo atrial. Logo, os batimentos nos atrios aceleram a frequéncia cardiaca de forma
rapida e regular, onde a frequéncia pode alcancar de 150 a 250 batimentos por minuto nos atrios.
Interessantemente, a taquicardia atrial se diferencia da taquicardia sinusal, que é uma resposta
fisioldgica aos estimulos para respondermos adequadamente a eventos estressores diarios.

Uma das formas de taquicardia supraventricular € a taquicardia atrioventricular por
reentrada nodal, que é a forma mais frequente na populacdo em geral (Katritsis e Camm, 2010).
Nela hd um mal funcionamento de um importante componente do sistema elétrico cardiaco,
denominado né atrioventricular, o qual controla o ritmo da despolarizacdo cardiaca e a dire¢do
do sinal elétrico para que este seja direcionado dos atrios para os ventriculos, sendo o Unico
trajeto elétrico entre ambos. Na taquicardia atrioventricular por reentrada nodal, um trajeto

elétrico adicional é formado, originando uma via lenta e uma rapida (Saoudi, 2001). Isto faz



com que um sinal elétrico volte pelo nd atrioventricular enquanto o outro segue sua rota
habitual, se movendo em circulo (chamado de reentrada) e passando por areas que ja havia
passado anteriormente, iniciando outro batimento cardiaco. Como consequéncia, 0 coracao
contrai num ritmo muito maior do que o usual, podendo atingir uma frequéncia cardiaca muito

répida de 160 a 220 batimentos por minuto.

2.1.1.4. Fibrilagéo atrial

A fibrilagdo atrial é a arritmia cardiaca sustentada mais comum, atingindo
aproximadamente 33 milhdes de pessoas no mundo e é a segunda maior causa de morte em
todo 0 mundo (Chugh et al., 2014). E caracterizada por um ritmo de contrag&o rapido, irregular
e cadtico dos atrios (Chung et al., 2020). Nela os impulsos elétricos extras sao originados de
forma tdo rapida que o masculo atrial treme ou fibrila, podendo se estender de poucos minutos
até varios dias. A sua ocorréncia frequente pode desencadear o remodelamento tecidual dos
atrios, bem como levar ao desenvolvimento da cardiomiopatia atrial e a fibrilacdo atrial
persistente (Shinagawa et al., 2002). Ou seja, a fibrilagdo atrial pode originar ainda mais
fibrilacdo atrial.

Alem disso, uma das principais consequéncias da fibrilacéo atrial ¢ o aumento do risco
de acidente vascular cerebral (Kamel et al., 2016). Isto se da devido ao acimulo de sangue nos
atrios durante os eventos arritmicos, levando a formacao de codgulos sanguineos. Desta forma,
estes coagulos podem se deslocar do coracdo e bloquear uma artéria cerebral, gerando o
acidente vascular cerebral. O que faz da fibrilacdo atrial a principal causa de acidente vascular

cerebral, principalmente em pessoas com idade mais avancada.

2.1.2. Arritmia ventricular

As arritmias ventriculares sdo aquelas que ocorrem nos ventriculos cardiacos, podendo
ser caracterizadas por padrdes de segmentos QRS amplos e complexos, resultantes da conducéo
elétrica anormal. As arritmias ventriculares séo originadas principalmente devido a condi¢fes
cardiacas subjacentes, sendo comumente associadas a ataques cardiacos ou cicatrizes do
musculo cardiaco formadas ap0s ataques anteriores (Priori et al., 2015). As principais arritmias
ventriculares incluem batimentos ventriculares prematuros, taquicardia ventricular e fibrilacdo
ventricular. Porém a taquicardia e a fibrilagdo ventricular s&o arritmias com maior risco de

morte. Além disso, as arritmias ventriculares foram o principal foco da presente tese.



2.1.2.1. Batimentos ventriculares prematuros

Assim como os batimentos atriais prematuros, os ventriculares ocorrem quando 0s
ventriculos se contraem muito cedo, devido a um impulso elétrico extra originado nos
ventriculos, promovendo o batimento dos ventriculos antes do tempo e fora da sequéncia do
batimento cardiaco normal. E o tipo menos severo e o mais comum dentre os distdrbios do
ritmo cardiaco (Sirichand et al., 2017). Pode ser desencadeada por estresse, desequilibrio
eletrolitico, excesso de cafeina, nicotina, medicamentos ou exercicio fisico. Entretanto, nos
casos de doenca cardiaca preexistente ou um historico de taquicardia ventricular, os batimentos

ventriculares prematuros podem desencadear uma arritmia mais grave.

2.1.2.2. Taquicardia ventricular

A taquicardia ventricular € um distarbio do ritmo cardiaco causado por sinais elétricos
anormais nos ventriculos. Nela o n6 sinoatrial ndo controla apropriadamente o batimento dos
ventriculos, e impulsos elétricos anormais comegam nos proprios ventriculos, assumindo a
funcdo de marca-passo e causando batimentos cardiacos rapidos anormais (Shenthar, 2015).
Isso geralmente acontece se 0 coracdo apresentar algum tipo de sequela ou cicatriz ocasionada
por um ataque cardiaco sofrido anteriormente. O batimento cardiaco decorrente de taquicardia
ventricular é rapido e regular, podendo alcancar uma frequéncia cardiaca de mais de 100
batimentos por minuto, que pode durar apenas alguns segundos ou muito mais. No entanto,
guanto mais longa for a duracdo da taquicardia ventricular, maior sera o risco de se tornar
fibrilagdo ventricular (Samie e Jalife, 2001), que é um tipo de arritmia ventricular mais severa
e que sera explicada mais adiante.

Além disso, na taquicardia ventricular o novo sinal elétrico ndo se move
apropriadamente pelo masculo cardiaco ao longo das vias regulares, desta forma o masculo
cardiaco ndo se contrai totalmente (Benito e Josephson, 2012). Como consequéncia, 0 coragao
nédo se enche adequadamente de sangue, impedindo que 0 mecanismo de Frank-Starling ocorra
e menos sangue serd bombeado para o corpo e pulmdes. A taquicardia ventricular por si s6 pode
ndo causar problemas sérios, porém pode gerar maiores implicacGes clinicas em pessoas com

doencas cardiacas preexistentes.



2.1.2.3. Fibrilagéo ventricular

A fibrilacdo ventricular é a arritmia ventricular mais grave, causada por um problema
no ritmo cardiaco que ocorre quando o coracdo bate com impulsos elétricos réapidos,
desorganizados e erraticos (Samie e Jalife, 2001). No qual diversos pontos focais, em diferentes
partes dos ventriculos, emitem impulsos elétricos a0 mesmo tempo para que ocorra a contracao.
Esta atividade elétrica desordenada faz os ventriculos baterem de modo cadtico, podendo atingir
300 batimentos por minuto. Com isso, os ventriculos tremem ou fibrilam, em vez de contrair
normalmente. Isso proibe o coragcdo de bombear sangue apropriadamente, causando uma queda
na pressao sanguinea e consequente corte no suprimento de sangue oxigenado para 0s 0rgaos
vitais, tendo como desfecho o colapso e a parada cardiaca.

A fibrilacdo ventricular é geralmente associada a doencas cardiacas subjacentes ou a um
trauma grave sofrido, e € uma ameaca a vida. Dentre as causas de parada cardiaca, a fibrilacdo
ventricular tem sido identificada como a desencadeadora em 65-85% destes pacientes (Bradley

etal., 2016, 2019; Tseng et al., 2016), reforcando o seu perigo.

2.2. PATOFISIOLOGIA E MECANISMOS DAS ARRITMIAS VENTRICULARES

Um ritmo muito rapido de contragdo dos ventriculos aumenta as demandas metabolicas
cardiaca e compromete a eficiéncia hemodinamica. Pode ocorrer assincronia ventricular que
reduz a eficiéncia da bomba cardiaca, exacerbando a piora do perfil hemodindmico. Fatores
estressores tais como 0 aumento transitorio da pressao arterial, o exercicio fisico ou respostas
adrenérgicas, ndo comprometem imediatamente a contratilidade intrinseca das células
cardiacas, porém acionam cascatas de sinalizacdo que podem produzir implicagdes negativas a
longo prazo (Ghuran e Camm, 2001; Tverskaya et al., 2018). Dentre estas alteracdes, 0s
cardiomidcitos passam por um grande nimero de processos de reprogramacao ndo adaptativa,
causando o comprometimento da fungdo contratil celular. Ao mesmo tempo, as vias de
sinalizacdo ativadas por esses disturbios hemodinamicos e metabdlicos geram alteracbes
eletrofisioldgicas, levando ao surgimento de arritmias ventriculares (Ghuran e Camm, 2001).
Além disso, as desregulacdes elétricas induzidas pelo remodelamento do tecido cardiaco
prejudicam a propagacao do sinal elétrico, causando adicional dissincronia e a perpetuacdo das

arritmias.



Os mecanismos responsaveis pela geracdo das arritmias cardiacas podem ser
classificados em automaticidade anormal, atividade desencadeada e reentrada (Antzelevitch e
Burashnikov, 2011; Ghuran e Camm, 2001). Sendo as suas principais caracteristicas a geracdo
de impulso elétrico anormal ou aumentado, gerando a atividade focal e os disturbios de
conducéo ou reentrada. A atividade focal pode ser gerada pela aumentada automaticidade e pela
atividade desencadeada. A automaticidade causa a geracdo espontanea de potenciais de acéo
que ndo requerem inducdo por batimentos prévios. Interessantemente, as células contrateis
cardiacas ndo sdo automaticas em condi¢des normais, mas pode conduzir a ectopia ventricular
devido ao aumento no potencial de despolarizagdo da membrana em repouso, causando a
automaticidade, geralmente em situacGes de doencga. As causas mais comuns para o surgimento
das arritmias focais sdo as pos-despolariza¢Bes precoces que precedem a despolarizacéo total e
ocorrem nas fases dois e trés da repolarizacdo, bem como as pds-despolarizacOes tardias, que
ocorrem apds a repolarizacdo completa (Antzelevitch e Burashnikov, 2011; Obeyesekere,
Antzelevitch e Krahn, 2015).

2.3. GATILHOS E SUBSTRATOS DAS ARRITMIAS

Para que as arritmias ventriculares acontecam é necessario que algum gatilho ocorra,
atuando como um fator iniciador. Os gatilhos interagem com os substratos (condicdo que
constitui um pré-requisito para a ocorréncia de uma arritmia), ja presentes no tecido cardiaco,
gerando uma janela de vulnerabilidade e permitem com que as arritmias ocorram e/ou se
prolonguem. Entre os principais gatilhos estdo alguns medicamentos, &lcool em excesso,
cafeina, drogas ilicitas, 0 aumento de eletrolitos séricos e da acidez do sangue, insbnia, estresse
mental e o exercicio fisico (Brunner et al., 2017; Buckley e Shivkumar, 2016; D’ Ascenzi et al.,
2015; Folkeringa et al., 2006; Mattioli et al., 2018; Miner et al., 2016; Zuchinali et al., 2016).
Os substratos podem ser estruturais e/ou eletrofisioldgicos e estatico e/ou dindmico. Pode-se
destacar dentre os principais os disturbios autonémicos, as alteracGes eletrofisioldgicas,
defeitos no funcionamento da maquinaria de célcio, as deficiéncias genéticas, o remodelamento
do tecido cardiaco, o estresse oxidativo e a inflamagdo, dos quais veremos mais detalhes a

seguir.



2.3.1. Controle autondmico cardiaco

O tecido cardiaco é densamente inervado pelo sistema nervoso autbnomo, o que o torna
um orgao motor involuntario. O sistema nervoso autonémico, ao longo do dia, passa por varias
alteracOes para atender as demandas fisiologicas do organismo. Apesar de sua atuacdo ser
fundamental para o funcionamento do coracgédo, desequilibrios de funcdo deste sistema pode
causar consequéncias severas. Dentre estas consequéncias, sabe-se que a fungdo autonémica
cardiaca associada a alteracdes anatémicas ou eletrofisioldgicas desencadeiam a arritmogénese
cardiaca (Chen et al., 2007).

O aumento acentuado da atividade simpatica ou a reducgéo do tonus vagal contribui para
a génese de arritmias ventriculares em doencas como o infarto agudo do miocérdio, o que
aumenta o risco de morte subita nestes pacientes (Priori et al., 2015). Este aumento na génese
e na manutencdo das arritmias ventriculares devido ao sistema autonémico ocorrem devido ao
tonus simpatico induzir atividade focal anormal e atividade reentrante, causando instabilidade
das propriedades eletrofisioldgicas cardiacas (Antzelevitch, 2007; Fukuda et al., 2015; Priori et
al., 2015). Concomitantemente, ocorre a reducdo do periodo refratéario efetivo ventricular, da
duracdo do potencial de acdo e do limiar de fibrilacdo, além do aumento das pos-
despolarizagdes precoce e tardia que geram maior risco de surgimento de arritmias ventriculares
(\Vaseghi et al., 2014; Wang, M. et al., 2017; Yu et al., 2017).

Este desbalanco faz com que ocorra a neuromodulagdo do sistema nervoso autbnomo
cardiaco para balancear a ativacdo dos tonus simpatico e parassimpatico, buscando o
reequilibrio entre eles, que ajuda a prevenir a ocorréncia das arritmias ventriculares. Porém,
quando o reequilibrio ndo é alcancado, é possivel a ocorréncia de remodelamento tecidual que
gera mais instabilidade nas propriedades eletrofisiologicas cardiacas. Tal como visto em
pacientes com histdria de taquicardia e fibrilacdo ventricular, nos quais foram detectados
aumento da densidade de nervos simpaticos no coracdo (Shen e Zipes, 2014; Wang et al., 2018;
Wang, Z. et al., 2017).

2.3.2. Alterac0es eletrofisiologicas

O remodelamento elétrico produz um substrato eletrofisiolégico para o
desenvolvimento de arritmias ventriculares potencialmente letais. Este remodelamento envolve
alteracbes de varios canais ionicos, do acoplamento excitacdo-contracdo e das juncOes

comunicantes intercelulares. Uma das caracteristicas do remodelamento elétrico que facilita a
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origem de arritmias sdo as anormalidades de repolarizagdo, principalmente devido ao
prolongamento da duracdo do potencial de acdo. Os mecanismos idnicos responsaveis por este
prolongamento do potencial de acdo cardiaco envolvem alteracfes nas correntes de K* (I) e de
Ca?* (Ica) e no componente tardio que modula a corrente de Na* (Ina). Além das densidades de
corrente alteradas, a distribuicéo espacial dos canais que conduzem a Ik, Ica € Ina também pode
estar modificada. Essas mudancas alteram acentuadamente os gradientes de repolarizagdo no
coragdo e podem contribuir para o desenvolvimento de ritmos cardiacos anormais (Spragg et
al., 2005). Estes disturbios de repolarizacdo sdo comumente vistos em individuos com
insuficiéncia cardiaca (Antoniou et al., 2017; EI-Sherif, Turitto e Boutjdir, 2019; Hegyi et al.,
2018). E importante ressaltar que o remodelamento elétrico ndo ocorre apenas nos midcitos
ventriculares, sendo também visto nas células de Purkinje e nos midcitos atriais. De fato,
acredita-se que o remodelamento das células de Purkinje produz um substrato particularmente
propenso ao desenvolvimento de arritmias ventriculares desencadeadas (Boyden, Hirose e Dun,
2010; Rosen e Cohen, 2006).

As correntes de K* desempenham um papel fundamental no decurso do potencial de
acdo cardiaco, e as alteracdes induzidas pelo remodelamento nas correntes de K* sdo
importantes contribuintes para as anormalidades de repolarizacdo associadas as arritmias
ventriculares (Chiamvimonvat et al., 2017; Cho et al., 2017; Osadchii, 2017). Estas alteracdes
podem se originar de canalopatias congénitas ou adquiridas, podendo causar a sindrome do QT
longo (LQTS) (Campuzano et al., 2010; El-Sherif, Turitto e Boutjdir, 2019; Modell e Lehmann,
2006).

Além disso, a regulagdo negativa da expressdo da transcricdo dos canais idnicos
desempenha claramente um papel importante na génese de patologias cardiacas. A transcri¢ao
dos genes que codificam as subunidades reguladoras da lw, em particular o Kva.3, apresentam-
se reduzidas em pacientes com insuficiéncia cardiaca ou com a LQTS (Frank-Hansen et al.,
2005; Giudicessi et al., 2011). A subunidade f KChIP2, que ¢ critica para a formagao de canais
lo (Kim et al., 2004), também tem expressao anormal em modelo experimental de insuficiéncia
cardiaca (Rose et al., 2005). Assim, evidéncias apontam para um papel significativo da
subunidade p KChIP2 na regulagéo da It na insuficiéncia cardiaca (Grubb, Calloe e Thomsen,
2012; Liu et al., 2019; Nassal et al., 2017). Além disso, mutacdes do gene KCNJ2, que codifica
a principal subunidade do canal de potassio Kir2.1 cardiaco, foram mostradas anteriormente
como causadoras da LQTS (Fodstad et al., 2004).

Distlrbios na dindmica de Ca?* intracelular também sdo uma caracteristica do

acoplamento excitacao-contracao alterado na progressdo do remodelamento elétrico cardiaco,
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resultando em diminuicdo da forca contratil, relaxamento diminuido e aumento da
susceptibilidade as arritmias ventriculares. Evidéncias crescentes demonstram que o aumento
da densidade da lcaL € um mecanismo importante para o prolongamento do potencial de acéo
na hipertrofia cardiaca (Bryant et al., 2015; Fan et al., 2017).

O vazamento aumentado de Ca?* através dos RyR ou sparks de Ca?* diast6licos em
miocitos isolados se traduzem em arritmogénese no coragdo e tem sido uma area ativa de
investigagdo. Descobertas recentes indicam que é necessario a ocorréncia do aumento da carga
de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico para que o aumento do vazamento de Ca?* desta organela
através dos RyR produza arritmias (Batiste et al., 2019; Uehara et al., 2017). A recaptacao
prejudicada de Ca?* para o interior do reticulo sarcoplasmatico também é um fato comum no
remodelamento elétrico (Gorski, Ceholski e Hajjar, 2015; Mustroph et al., 2018) e esta
relacionada a diminuicdo da expressdo e fungdo da Ca?*-ATPase do reticulo sarcoplasmatico
(SERCAZ2a) (Federico et al., 2019; Gorski, Ceholski e Hajjar, 2015; Prunier et al., 2008). Além
disso, a fosforilacdo diminuida de fosfolambam (PLB) secundaria a reduzida sensibilidade B-
adrenérgica aumenta a inibicdo da SERCA2a pela PLB. Em particular, distarbios na expressao
de SERCA2a é um mecanismo importante no desenvolvimento da arritmogénese cardiacas
(Federico et al., 2019; Prunier et al., 2008). Além disso, 0 aumento da expressdo de SERCA2a
suprime as alterndncias cardiacas e reduz a susceptibilidade a arritmia (Lyon et al., 2011,
Monte, del et al., 2004).

Outro importante componente da maquinaria de Ca®** é o trocador de sodio-calcio
(NCX). AlteracOes de expressdo e funcdo do NCX também tem sido vistas no remodelamento
elétrico cardiaco, tais como na hipertrofia cardiaca e insuficiéncia cardiaca (Coppini et al.,
2018; Homma et al., 2006; Kohajda et al., 2016). Em casos de hipertrofia cardiaca leve a
moderada, a expressdo do NCX aumenta, mas a Incx diminui. A possivel explicacdo para isso
é que a expressdo aumentada do NCX na hipertrofia seja mediada pela calcineurina (Wang et
al., 2001) e a mudanga de estado conformacional do NCX para o sarcolema é considerado como
0 causador da redugdo na Incx. Por outro lado, a expressdo e fungcdo do NCX aumentam na
insuficiéncia cardiaca e tém sido associadas ao desenvolvimento de pos-despolarizaces tardias
e as arritmias ventriculares (Bogeholz et al., 2015; Xu et al., 2012).

A Ina € responsavel pela despolarizacdo rapida na fase inicial do potencial de acéo (fase
0) e propicia as condi¢Bes necessarias para a propagacao do impulso elétrico (Schram et al.,
2002), sendo um fator determinante da velocidade de conducgdo cardiaca. Mudancgas na Ina tém
muito pouco impacto na duragéo do potencial de acéo, pois atuam principalmente na velocidade

de conducdo. No entanto, as anormalidades na inativacdo da Ina resultam em um componente
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tardio grande desta corrente, que flui durante o plat6 do potencial de agcdo (Belardinelli, Shryock
e Fraser, 2006; Horvath e Bers, 2014). Como consequéncia, produzem grandes correntes de
entrada de Na* durante o platd do potencial de a¢do cardiaco, causando falha na repolarizacéo
e ocasionando pos-despolarizacdes precoces e taquiarritmias ventriculares com risco de morte,
principalmente em tecido fibrotico (Savio-Galimberti, Argenziano e Antzelevitch, 2018;
Shryock et al., 2013; Ufret-Vincenty et al., 2001). Diversos estudos tém sugerido que o pico da
Ina € reduzido em condic@es patoldgicas (Antzelevitch et al., 2014; Azam et al., 2017; Chadda
et al., 2017; Maier, 2009; Valdivia et al., 2005; Zicha et al., 2004), devido a reducgdes pos-
transcricionais na proteina da subunidade o do canal Navis (Zicha et al., 2004) e a mecanismos
pos-traducionais (Kuryshev et al., 1999; Ufret-Vincenty et al., 2001), como a deficiéncia na
glicosilacdo do canal Navis (Montpetit et al., 2009; Stocker e Bennett, 2006; Ufret-Vincenty et
al., 2001). As alteracdes na Ina provavelmente dependerdo da etiologia especifica da doenca e
podem ter implicagdes profundas na arritmogénese, dada a abundéncia e importancia relativa
dessa corrente na propagacao da frente de onda elétrica.

Complementarmente, as jung¢bes comunicantes contribuem para o controle
eletrofisioldgico cardiaco atraves do acoplamento elétrico de baixa resisténcia entre os miocitos
cardiacos adjacentes e permitem o movimento de ions e pequenas moléculas entre as células.
A conexina 43 (Cx43), principal subtipo de conexina nos ventriculos cardiacos, exibe expressao
heterogénea pelo coracao. Esta heterogeneidade na distribuicdo de conexinas é importante para
conferir as diferencas das propriedades eletrofisioldgicas regionais dentro do coragdo (Gutstein
et al., 2001). Entretanto, a lateralizacdo e a reducdo na expressdo de Cx43 podem ocorrer,
principalmente como uma consequéncia do remodelamento fibrotico do tecido ventricular
(Dupont et al., 2001; Fontes et al., 2012). E importante ressaltar que este remodelamento
estrutural também causa o remodelamento elétrico e tem sido associado ao aumento do risco de
desenvolvimento de arritmias ventriculares (Dupont et al., 2001; Fontes et al., 2012; Xue et al.,
2019). Assim, estas alteracdes causam a redugdo da velocidade de condugdo cardiaca e
aumentam a dispersdo da repolarizacao, se tornando substrato para arritmias.

Como mencionado anteriormente, as pos-despolarizagdes precoces e as tardias estéo
associadas aos prejuizos na repolarizacdo devido as alteracdes elétricas cardiacas (Antzelevitch,
2007; Chang, P.-C. et al., 2015; Qu et al., 2013). As pos-despolarizagdes sdo importantes
mecanismos de arritmias associadas a alterac6es na repolarizacdo do potencial de acdo cardiaco
(El-Sherif, Turitto e Boutjdir, 2019). Elas ocorrem quando a sua amplitude € suficiente para
conduzir o potencial de membrana ao seu limiar, resultando de um potencial de acdo gerado

espontaneamente, que é denominado como atividade desencadeada.
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2.3.3. Contribuicdo genética

Notavelmente, as mutacdes genéticas, sejam elas herdadas ou adquiridas, tém recebido
grande atencdo nas investigacfes das doencas arritmogénicas nos ultimos anos. De fato, o
aumento do conhecimento destas mutacdes propicia um melhor entendimento das arritmias em
pacientes sem mutagdes genéticas, bem como tem grande potencial de desenvolvimento de
terapias para estes pacientes. A taquicardia ventricular polimorfica catecolaminérgica (CPVT),
que é uma doenga cardiaca hereditaria grave, causa arritmogénese através da liberacdo anormal
de célcio pelo reticulo sarcoplasmatico devido a mutacdes no RyR2 (CPVT-1) ou CASQ2
(CPVT-2) (Kurtzwald-Josefson et al., 2012; Liu et al., 2009).

As arritmias ventriculares também tém sido observadas na cardiomiopatia hipertréfica.
A cardiomiopatia hipertrofica é um disturbio cardiaco com causa hereditaria e € originada por
mutacdes no gene da cadeia pesada da miosina B (MYH?7), e mutagdes deste gene estdo
associadas as arritmias ventriculares letais (Montag et al., 2018; Zhang, S. et al., 2018). Além
disso, mutacdes e defeitos genéticos nos genes CACNALC, CACNB2 e CACNA2D1 (genes
codificadores do canais para calcio do tipo L) podem resultar no desenvolvimento de sindromes
arritmogénicas como a sindrome de Brugada (Antzelevitch et al., 2007; Bai et al., 2017; Zhang,
Q. etal., 2018). Tendo como principais manifestacdes o encurtamento da duracao do intervalo
QT (Burashnikov et al., 2010; Templin et al., 2011; Zhang, Q. et al., 2018), a repolarizacdo
cardiaca precoce (Burashnikov et al., 2010; Liu, X. et al., 2017) e a fibrilacdo ventricular
idiopética (Blancard et al., 2018; Burashnikov et al., 2010). Isto se da devido aos efeitos dessas
mutacgdes nos canais para calcio do tipo L que resultam em perda ou reducdo da funcao destes
canais (Blancard et al., 2018; Burashnikov et al., 2010; Templin et al., 2011; Zhang, Q. et al.,
2018).

Outra doenca genética com manifestagdes arritmicas é a LQTS. Esta sindrome pode ser
tanto hereditaria como adquirida, a forma hereditaria tem sido associada a mutacGes de genes
que traduzem proteinas envolvidas na regulacdo de canais idnicos. Estudos apontam que um
alto percentual de casos de LQTS sdo devido a mutacGes nos genes KCNQ1, que codifica o
canal para potéssio que conduz lIks (Kvz.1, LQTS-1); KCNH2, que codifica o canal para potéssio
que permeia lkr (Kvir1, LQTS-2); e SCN5A, que codifica o canal para s6dio que conduz Ina
(Navis, LQTS-3) (Chang, Y.-S. et al., 2015; Ernesto et al., 2011; Nagasawa et al., 2018).



14

2.3.4. Inflamagéo

Atualmente, os mecanismos relacionados a arritmogénese decorrentes da inflamacgéo do
miocardio ainda nao foram totalmente elucidados. Porém, é consenso que as principais doencas
cardiovasculares que estdo relacionadas ao surgimento das arritmias ventriculares tém como
ponto em comum o perfil inflamatdrio apresentado pelos pacientes portadores destas doencas
(Kociol et al., 2020). Em alguns casos a inflamagdo no coragéo evolui para um quadro de
miocardite e, ao se prolongar, pode resultar em cardiomiopatia inflamatéria, correndo o risco
de surgimento de arritmias, principalmente as ventriculares (Lewek et al., 2014; Peretto et al.,
2020).

A concentragdo aumentada de marcadores inflamatérios é frequentemente observada
em pacientes com arritmias ventriculares. Dentre estas, as citocinas inflamatorias como a
interleucina-1 (IL-1), IL-2, IL-6, fator de crescimento tumoral-beta (TGF-p) e o fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a) tem demonstrado aumentos mais consistentes, sendo também utilizadas
no diagnostico como marcadores inflamatérios (Duncan et al., 2010). A inflamacao no coracéo
causa a desregulacdo da maquinaria de Ca?* (Duncan et al., 2010; Park et al., 2014), alteracdes
no sistema de conducdo (Tverskaya et al., 2018), interferéncia no potencial de membrana
(Kawada et al., 2006), alternancia de onda T (Almeida et al., 2018; Park et al., 2014), aumento
do estresse oxidativo (Sommese et al., 2016) e fibrose (Xiao et al., 2018), podendo levar a
disfuncgéo ventricular (Ferndndez-Sada et al., 2017). O aumento da inflamac&o também causa
o prolongamento do intervalo QT, estando intimamente relacionado com a LQTS (Aromolaran
et al., 2018; Lazzerini et al., 2017). Acredita-se que este prolongamento se d& devido a
capacidade das citocinas interferirem em alguns canais idnicos que sdo vitais para 0 bom
funcionamento da repolarizagdo cardiaca, em especial os canais para potassio (Fernandez-
Velasco et al., 2007; Grandy e Fiset, 2009; Kawada et al., 2006; Petkova-Kirova et al., 2006).
Além disso, é provavel que estes mediadores inflamatérios atuem desempenhando a funcdo de
disparar um gatilho inflamatério em pessoas com uma predisposicdo genética ou doencas
cardiacas pré-existentes concomitante a inflamacao crénica e autoimunidade, mas essa hipotese

exige novos estudos para comprovar.

2.3.5. Estresse oxidativo

O estresse oxidativo, caracterizado pelo desequilibrio entre a geragéo e neutralizagdo de

espécies reativas de oxigénio, tem sido considerado como um possivel alvo para o tratamento
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das arritmias ventriculares. Os principais fatores de risco que estdo associados ao surgimento
das arritmias, como a hipertensédo, idade e cirurgias cardiacas, sdo condicdes associadas ao
estresse oxidativo (Chao et al., 2017; Corrado, Link e Calkins, 2017; Peretto et al., 2014). Além
do aumento de marcadores inflamatorios circulantes, os marcadores séricos de estresse
oxidativo também estdo elevados em pacientes com arritmias ventriculares (Ishiguchi et al.,
2017). Tem sido demonstrado que as arritmias ventriculares estdo associadas a redugdes na
defesa antioxidante (Macedo et al., 2020; Zhao et al., 2018), bem como ao aumento da producao
de ROS (Macedo et al., 2020; Zhao et al., 2018), apoiando uma mudanca para o estado de
estresse oxidativo no miocardio.

Embora as espécies reativas de oxigénio parecam ser capazes de causar arritmias de
forma direta, existem algumas possiveis alteracbes que explicam o substrato arritmogénico
criado por estas espécies oxidantes. Ja é conhecido que o estresse oxidativo afeta a contracao
dos midcitos ventriculares e a conducao elétrica, através da desregulagdo da atividade de RyR2
e SERCA2a (Bovo, Lipsius e Zima, 2012), bem como através da oxidacdo de canais ibnicos e
juncdes comunicantes (Foteinou, Greenstein e Winslow, 2015; Heinzel et al., 2005; Sovari et
al., 2013). Além disso, outra forma para as espécies reativas de oxigénio gerarem substrato
arritmogénico é através da apoptose dos midcitos (Britto et al., 2018; Durco et al., 2019) e a
fibrose cardiaca (Morita et al., 2009). Esses mecanismos podem envolver ainda o efeito das
espécies reativas de oxigénio nos genes, regulacdo transcricional, trafego de proteinas e
modificacbes pos-traducionais, como ja foi comprovado no gene SCN5A (Gao et al., 2011; Liu,
Liu e Dudley, 2010; Shang et al., 2008).

2.3.6. Remodelamento do tecido cardiaco

Como ja mencionado anteriormente, alguns mecanismos moleculares conhecidos por
contribuirem para o desenvolvimento das arritmias cardiacas incluem as alteraces nos canais
ibnicos que levam a desregulacdes eletrofisioldgicas e remodelacédo estrutural do ventriculo
esquerdo (Akar et al., 2004, 2007). O remodelamento da estrutura cardiaca ocorrido de forma
persistente pode servir como um substrato para a arritmogénese nos ventriculos (Wijesurendra
et al., 2016). Isto se da pela morte progressiva dos cardiomidcitos que sdo substituidos por
tecido fibrético ndo contréatil (Frangogiannis, 2019; Sovari et al., 2013). O tecido fibrético
prejudica a capacidade de conducdo elétrica através do miocardio, reduzindo as propriedades
eletrofisiologicas no ventriculo, assim como produz descontinuidades na conducdo elétrica,

blocos unidirecionais do impulso elétrico e reentrada (Majumder et al., 2016; Wu et al., 1998).
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De forma similar, o tecido do miocéardio de pacientes com insuficiéncia, que passa por profunda
alteracdo estrutural fibrdtica, sofre também remodelamento eletrofisioldgico em termos de
expressdo dos canais ibnicos, principalmente dos canais para potassio, e desregula a homeostase
do calcio. Consequentemente, estas alteracGes resultam em alternéncia da duracédo e forma do
potencial de acdo, além de anormalidades de repolarizagdo, que afetam fortemente a
instabilidade miocardica (Kanaporis e Blatter, 2015; Majumder et al., 2016).

A fibrose cardiaca esta relacionada a inflamagdo do miocérdio e ao estresse oxidativo
causado pela infiltracdo de celulas inflamatorias (Mollenhauer et al., 2017; Zhao et al., 2015),
sugerindo assim interagdes fisiopatologicas entre diferentes substratos. Acredita-se que a morte
celular leve a uma resposta inflamatdria iniciada através do aumento na liberagéo das citocinas
pré-inflamatorias IL-6, TNFa e IL-1PB, causando a ativagdo de fibroblastos cardiacos e
ocasionando na formacéo de cicatrizes no miocardio (Chang et al., 2018; Xu et al., 2019; Yang
et al., 2018). Estas alteracfes no tecido cardiaco propiciam o surgimento de eventos arritmicos
originados nos ventriculos. E interessante notar a constante interacdo entre os diferentes
substratos que facilita a geracdo de arritmias cardiacas. No entanto, ainda ndo é possivel

estabelecer com exatiddo a dependéncia entre eles durante este processo.

2.4. VISAO GERAL DAS ARRITMIAS INDUZIDAS PELO EXERCICIO

2.4.1. Incidéncia e prevaléncia das arritmias cardiacas em atletas

O exercicio fisico tem sido utilizado hd muitas décadas como uma importante
ferramenta para identificacdo de predisposicdo a arritmia (Naish, 1913), seja em individuos
saudaveis ou com historico de doencas cardiovasculares (McHenry et al., 1972; Rochmis e
Blackburn, 1971; Schwartz e Sola Pool, de, 1950). Surgindo, assim, os primeiros relatos
sugerindo que o exercicio fisico poderia ser um gatilho para a geracdo de arritmias cardiacas
(DeMaria et al., 1974; Elek, 1958). Posteriormente, na década de 70, surgiram as primeiras
publicacBes médicas associando mortes subitas durante o exercicio fisico e as arritmias geradas
por este esforco (Goldschlager, Cake e Cohn, 1973; Gooch e McConnell, 1970; James, Froggatt
e Marshall, 1967; Opie, 1975; Shephard, 1973, 1974). Estes estudos investigaram a associagéo
de altos niveis de treinamento fisico, por parte de atletas, e a ocorréncia de infarto do miocéardio,
arritmias cardiacas e morte subita, seja ela durante o exercicio, ou nos minutos apds cessado 0

exercicio.
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Entretanto, foi na década de 80 que surgiram os primeiros estudos investigando a
prevaléncia de arritmias em atletas saudaveis (Northcote, MacFarlane e Ballantyne, 1983;
Pantano e Oriel, 1982; Pilcher et al., 1983; Talan et al., 1982; Viitasalo, Kala e Eisalo, 1982).
Estes estudos revelaram elevada incidéncia de eventos arritmicos nos atletas investigados.
Apesar das diferengas nos resultados encontrados nestes estudos devido, principalmente, a
diferentes formas de selecdo da amostra, protocolos e metodologias empregadas, estes estudos
sdo de grande importancia pois tinham utilizado o monitoramento através do ECG Holter,
permitindo obter informacdes mais precisas.

Mais recentemente pesquisadores tem voltado a sua atencdo novamente ao estudo deste
tema, mas desta vez através da realizacao de estudos populacionais investigando a prevaléncia
de arritmias em atletas profissionais. Baldesberger et al. (2008) estudaram ex-ciclistas
profissionais e golfistas sénior (grupo controle) que tinham sido pareados por idade (média de
62 anos), indice de massa corporal, hipertensdo e as horas atuais de treinamento fisico. Os ex-
atletas haviam encerrado suas carreiras ha 38 anos, em média. Os pesquisadores revelaram que
0s ex-atletas tiveram maior incidéncia de flutter ou fibrilacdo atrial, com agravamento nos ex-
ciclistas que haviam treinado por mais tempo. Bem como a duragdo do QRS e o intervalo QTc
foram maiores. Eles demonstraram ainda que o desenvolvimento de disfun¢des do nd sinusal
foi mais comum nos ex-ciclistas do que nos controles.

Andersen et al. (2013) examinaram a associacdo do numero de corridas concluidas e o
tempo de finalizagdo com o risco de arritmias entre esquiadores suecos de longa distancia (90
km), contando com uma amostra final de 47.477 homens e 5.278 mulheres sem nenhuma
doenca cardiovascular. Eles identificaram que h& maior incidéncia de arritmias associadas com
0 aumento do nimero de corridas e o0 menor tempo de realizacdo das provas.

Myrstad et al. (2014) avaliaram a relacdo dose-resposta entre anos acumulados de
pratica de exercicios aerébicos de longa duracdo e risco de arritmias atriais em homens
noruegueses com idade >53 anos saudéveis sem relato de distirbios do ritmo cardiaco e homens
que haviam relatado disturbios do ritmo cardiaco, e que haviam participado anteriormente de
uma corrida de esqui de 54 quildmetros. Eles demonstraram a relagdo dose-resposta entre anos
acumulados de exercicios aerobicos regulares e risco de fibrilacdo atrial em homens com idade
>53 anos e também mostraram um risco correspondentemente aumentado para flutter atrial.

Ja Aagaard et al. (2019) compararam a prevaléncia de fibrilacdo atrial em ex-atletas da
National Football League (NFL) com controles selecionados de um outro estudo populacional
local, pareando os grupos por idade. E revelaram maior prevaléncia de fibrilagéo atrial em ex-

atletas da NFL em comparacdo com 0s controles, apesar da idade e composicdo étnica
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semelhantes e menor prevaléncia de fatores de risco cardiovascular no grupo da NFL. E
importante ressaltar que os ex-atletas de elite da NFL tiveram um treinamento composto
prioritariamente por exercicios com caracteristicas anaerdbias ou de forga, que distinguem
bastante dos estudos citados anteriormente.

Contudo, apesar da aparente consisténcia das evidéncias apresentadas pelos estudos aqui
descritos com atletas e ex-atletas homens, 0 mesmo ndo pode ser extrapolado para os estudos
que tiveram como amostra atletas e ex-atletas de ambos 0s sexos. Zorzi, Mastella, et al. (2018)
estudaram uma coorte de atletas de meia idade (31 a 50 anos de idade) de ambos 0s sexos
saudaveis envolvidos em atividades esportivas aerébicas de longa duracdo (corrida de longa
distancia, ciclismo ou triatlo), bem como seus controles sedentarios, que foram correspondentes
aos atletas por sexo e faixa etaria. Eles compararam a prevaléncia, a carga e a morfologia das
arritmias ventriculares registradas atraves do monitoramento ambulatorial de 24 horas do ECG
e avaliaram se havia relagdo com a quantidade e a duracdo do treinamento. Foi demonstrado
que a prevaléncia e morfologia das arritmias ventriculares nos atletas de meia idade
aparentemente saudaveis foram semelhantes as dos individuos sedentarios, e que ndo houve
dependéncia da intensidade e duracdo do treinamento (Zorzi, Mastella, et al., 2018). Eles
também identificaram que houve correlacdo significativa entre a idade e as arritmias
ventriculares em ambos 0s grupos, 0 que sugere que as arritmias ventriculares em atletas de
meia idade possam se tornarem mais frequentemente como um resultado do processo de
envelhecimento no sistema cardiovascular. De forma similar, 0 mesmo grupo de pesquisadores
estudaram atletas jovens (15 a 35 anos de idade) e também identificaram que os atletas
apresentaram arritmias ventriculares semelhante aos individuos sedentérios (Zorzi, De Lazzari,
et al., 2018). Entretanto, a ressonancia magnética nuclear cardiaca com contraste revelou um
realce da marcagdo com gadolinio no miocérdio ndo isquémico, sugerindo fibrose miocérdica
em um subconjunto de atletas aparentemente saudaveis que apresentaram arritmias
ventriculares do tipo bloqueio do ramo direito e arritmias ventriculares induzidas por exercicio.

E possivel observar que héa discrepancias entre os resultados dos diferentes estudos,
dentre estes, 0 sexo aparenta ser o principal, tendo em vista que a maioria dos estudos que
observaram aumento na incidéncia de arritmias tiveram como amostra atletas homens,
reduzindo a incidéncia quando a coorte era formada por ambos 0s sexos. N&o obstante,
Svedberg et al. (2019) investigaram a associagdo do alto nivel de treinamento aerébico de longa
duragéo e o risco de fibrilacdo atrial em uma coorte de 208.654 esquiadores cross-country
treinados para provas de longa duracéo e 527.448 pessoas da populagdo em geral, pareadas por

idade e sexo, além de terem investigado a diferenca entre sexos nessa associacdo. Eles
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identificaram que as mulheres tiveram menor associacéo a incidéncia de fibrilacéo atrial a longo
prazo, independentemente do numero de corridas e do desempenho. Enquanto os homens
apresentaram maior risco de fibrilacdo atrial. Além disso, foi observado maior incidéncia de
fibrilacdo atrial em participantes com mais corridas concluidas e melhores desempenhos.

Ao examinar prospectivamente uma amostra da populagdo de ndo atletas que séo
fisicamente ativos, Aizer et al. (2009) verificaram que o risco de fibrilacéo atrial aumentou com
0 aumento da frequéncia de exercicios vigorosos em homens com idade <50 anos, enquanto
nenhuma associacao foi encontrada em individuos com idade >50 anos. O risco foi aumentado
principalmente naqueles que se exercitavam 5 a 7 vezes por semana. Esses homens tiveram um
risco 20% maior de desenvolver fibrilagdo atrial comparado com aqueles que ndo se
exercitaram. O exercicio vigoroso foi também diretamente associado a varios fatores de risco
para fibrilacdo atrial. Enquanto Jin et al. (2019), que estudaram a associacdo do nivel de
atividade fisica e a fibrilacdo atrial com o efeito de diferentes niveis de atividade fisica na
incidéncia de fibrilacdo atrial em 501.690 individuos saudaveis (50% mulheres), encontraram
uma reducdo na incidéncia de fibrilacdo atrial apds atividade fisica de intensidade moderada.
Ja a atividade fisica de maior intensidade nao teve efeito benéfico. Eles descreveram ainda que
a relacdo dose-resposta entre o nivel de atividade fisica e o risco de fibrilacdo atrial pareceu
seguir um padrdo em forma de U (ou J), em que pessoas com baixos niveis de atividade fisica
e pessoas com altos niveis apresentam maior risco de fibrilacdo atrial e niveis de atividade fisica
baixo a moderado apresentam menor risco de fibrilacdo atrial. Recomendando a pratica de
exercicio de intensidade baixa a moderada para que seja possivel alcancar beneficios a satde
cardiovascular.

Diante de tamanha variacdo observada nos estudos de coorte com base populacional,
Opondo et al. (2018) realizaram um estudo experimental no qual eles expuseram 61 adultos
saudaveis e sedentarios (29 homens e 32 mulheres) de meia-idade (45 a 64 anos de idade) a um
programa de treinamento aerdbico intervalado ou yoga (grupo controle ativo) com duragéo de
10 meses. Embora eles tenham conseguido promover mudancas na estrutura do atrio e
ventriculo esquerdo, bem como na fungdo contrétil do coracdo apds 10 meses de treinamento,
ndo houve mudancas evidentes na eletrofisiologia cardiaca. Os autores sugeriram ainda que
uma duracdo mais longa de treinamento ou dose maior de exercicio poderia ser necessaria para

induzir alteracdes elétricas atriais a ponto de causar 0 aumento do risco de fibrilacdo atrial.



20

2.4.2. Patofisiologia das arritmias cardiacas induzidas pelo exercicio fisico

Como apresentado na se¢do anterior, ha evidéncias convincentes na literatura apontando
para a relacdo entre o treinamento fisico e as arritmias cardiacas. Curiosamente, também ha
evidéncias suportando a hipétese de que o treinamento também pode gerar substratos no tecido
cardiaco. De fato, os eventos arritmicos, tais como a taquicardia e a fibrilagdo ventricular, séo
pouco frequentes em pessoas sem cardiomiopatia conhecida. Contudo, as alteragdes
fisioldgicas provocadas pela pratica de exercicio fisico de forma exacerbada, bem como as
adaptaces cronicas induzidas pelo treinamento fisico podem facilitar o surgimento de arritmias
ventriculares. O surgimento destes eventos parece depender de habitos nutricionais, doencas
pré-existentes e ndo diagnosticadas, e predisposi¢do genética, tendo implicacdo adicional com
anormalidades na estrutura, funcdo e conducéo elétrica dos ventriculos destes individuos. No
entanto, a dose de exercicio fisico (intensidade e volume) utilizada nos programas de
treinamento ainda parece ser o principal motivo relacionado a essas questdes, tendo papel
critico para esta aumentada propensao as arritmias (Benito etal., 2011; Guasch et al., 2013; Lie
et al., 2018; Opondo et al., 2018; Saberniak et al., 2014).

Para melhor entender este possivel aumento do risco de desenvolvimento de arritmias é
necessario entender de forma mais aprofundada as alteracdes que o exercicio/treinamento fisico
pode causar. Como é amplamente conhecido, o acoplamento excitacdo-contracdo €
fundamental para o bom funcionamento do musculo cardiaco. Dentre 0s principais mecanismos
intracelulares envolvidos neste processo, o ciclo de Ca?* é um dos mais importantes. Tem sido
demonstrado que o treinamento é capaz de reduzir as arritmias ventriculares através da
restauracdo do funcionamento do ciclo de Ca?* em animais infartados (Qin et al., 2019).
Curiosamente, o tratamento com blogqueadores dos canais para Ca®* associado com
betabloqueadores tem se mostrado eficiente para reduzir as arritmias induzidas pelo exercicio
em pacientes com CPVT (Rosso et al., 2007).

A CPVT é uma das principais doengas geneticas que apresentam manifestacGes de
arritmias decorrentes do exercicio fisico. Ela tem como causa mutac6es heterozigotas no gene
RYR2, responsavel por codificar a proteina do Ryr2 cardiaco (Laitinen et al., 2001; Postma et
al., 2005; Priori et al., 2001); e mutagfes homozigotas no gene CASQ2, que codifica a
calsequestrina cardiaca (Khoury et al., 2013; Knollmann et al., 2006; Postma et al., 2002); e
TRDN, que codifica a triadina (Chopra et al., 2009; Roux-Buisson et al., 2012). As proteinas
codificadas por esses genes formam um complexo macromolecular responsavel pela liberacéo

de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico (Bers, 2002; Eisner et al., 2017). Assim, estas mutacdes
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desestabilizam o complexo do canal de rianodina e resultam em liberagéo espontanea de Ca?*,
levando a pds-despolarizacao tardias, atividade desencadeada e taquicardia ventricular. Além
disso, mortes subitas relacionadas ao esforco fisico tém sido atribuidas a anormalidades nos
genes responsaveis pela expressdo dos canais idnicos KCNQ1, KCNJ2 e SCN5A (Kimura et
al., 2012; Skinner et al., 2019; Tristani-Firouzi et al., 2002).

Outro substrato que pode ser postulado para ser gerado pelo treinamento € o
remodelamento do tecido cardiaco. O exercicio fisico, principalmente o de alta intensidade,
implica num estresse excessivo ao muasculo cardiaco. Esta estimulacdo cardiaca excessiva gera
um alongamento mecanico das fibras acima do normal. Como consequéncia, 0s niveis
plasmaticos de TGF-B1 se encontram elevados em atletas com longo histérico de treinamento
comparado a atletas jovens. Além disso, os atletas mais experientes apresentam maior fibrose
do tecido cardiaco (Czarkowska-Paczek, Bartlomiejczyk e Przybylski, 2006; Heinemeier,
Langberg e Kjaer, 2003). Estas alteracdes levam a rigidez do coragéo através do aumento de
alteracbes na matriz extracelular, da diferenciacdo de miofibroblastos e da liberacdo de
colageno (Herum et al., 2017). Além disso, o sistema [-adrenérgico, o qual € ativado durante o
exercicio fisico, pode controlar as alteracdes nas proteinas da matriz extracelular. A
noradrenalina pode aumentar a expressao da metaloproteinase-2 (MMP-2) e diminuir a
expressdo dos inibidores teciduais das metaloproteinases 1 e 2 (TIMP-1/2 ) durante o
remodelamento cardiaco (Banfi et al., 2005; Benito et al., 2011; Briest et al., 2003).

O estresse oxidativo também esta ligado ao remodelamento cardiaco fibrético,
regulando a funcdo dos fibroblastos e a composicdo da matriz extracelular. O TGF-B induz o
aumento da producéo de espécies reativas de oxigénio mitocondrial, além de reduzir a atividade
das enzimas antioxidantes (Abe et al., 2013; Jain et al., 2013), assim como ocorre em doencas
cardiacas com desenvolvimento de fibrose (Liu, W. et al., 2017; Wu et al., 2016; Zhu et al.,
2020). O treinamento fisico de alta intensidade ou realizado de forma excessiva também esta
associado ao aumento do estresse oxidativo (Aradjo et al., 2019; Bailey et al., 2007; Pal et al.,
2018), o que pode também levar ao desenvolvimento de fibrose e gerar um substrato para o
desenvolvimento de arritmias. Estes efeitos pouco conhecidos do treinamento fazem com que

ele represente um possivel gatilho para arritmias, bem como para morte subita.

Como descrito acima, diversos fatores contribuem para a génese das arritmias
ventriculares, atuando como gatilhos e substratos desta doenca. A fisiopatologia das arritmias
ventriculares € complexa e esta complexidade é ainda maior ao levar em consideracdo a

interacdo entre os diferentes gatilhos e substratos. No contexto do exercicio fisico estas
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interagGes ganham uma complexidade ainda maior, visto que as evidéncias apontam para uma
reprogramacdo molecular diferenciada de acordo com as mudancas nas varidveis do
treinamento. Com a presente tese tentaremos adicionar mais algumas pecas a este intrincado

quebra-cabeca.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do treinamento de forga sobre as arritmias cardiacas em ratos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar se o treinamento de forga induz arritmias de maneira dependente de intensidade
e de frequéncia semanal de treinamento;

» Verificar o efeito de diversos protocolos de treinamento de forga sobre a fungéo elétrica
e contrétil cardiaca;

» Determinar as alteracGes estruturais cardiacas induzidas pelos protocolos de
treinamento de forca;

» Investigar o balanco redox cardiaco causado pelo treinamento de forga.
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4. METODOS

4.1. ANIMAIS

Os procedimentos de experimentacdo animal foram previamente submetidos e
aprovados pelo comité de ética para o uso de animais em pesquisa da Universidade Federal de
Sergipe (#07/2018). Durante a execucdo dos experimentos, foram obedecidas as normas de
manipulacdo dos animais propostas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacédo
Animal (CONCEA/MCT), bem como foi seguida a recomendacéo da declaragdo de Helsinque
e 0 Guia de Cuidado e Uso de Animais de Laboratorio da Comissédo Diretiva Europeia
86/609/EEC.

Durante todo o periodo experimental foram utilizados 96 ratos Wistar, com dois meses
de idade e pesando 260-300 g. Os animais foram provenientes do Biotério Setorial do
Departamento de Fisiologia da Universidade Federal de Sergipe (UFS) e foram alojados no
biotério de manutencdo do Laboratério de Biologia Cardiovascular e Estresse Oxidativo
(LaBCEO, Departamento de Fisiologia do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da UFS).
Os animais foram mantidos em grupos de no maximo cinco animais por caixa (22.560 cm? - 47
x 32 x 15 cm), sob temperatura controlada (25 + 2°C) e com ciclo claro/escuro de 12 horas. Os
animais tiveram acesso ad libitum a agua filtrada e a dieta padrdo para roedores de laboratorio

(Labina, Purina®, Grupo Evialis, BRA) durante todo o periodo experimental.

4.2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Inicialmente, cada animal recebeu um codigo de identificacdo e, em seguida, foi
realizado um sorteio eletronico (randomizer.org) para determinar em qual dos oito grupos

experimentais os animais seriam alocados, sendo estes:

v Frequéncia de trés treinos por semana
e Controle;
e Treinado a baixa intensidade (40% de 1RM);
e Treinado a moderada intensidade (60% de 1RM);
e Treinado a alta intensidade (80% de 1RM).
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v Frequéncia de cinco treinos por semana
e Controle;
e Treinado a baixa intensidade (40% de 1RM);
e Treinado a moderada intensidade (60% de 1RM));
e Treinado a alta intensidade (80% de 1RM).

Os codigos recebidos por cada animal foram mantidos por uma pessoa que ndo estava
envolvida diretamente nos procedimentos experimentais até a anélise final, visando manter o

cegamento durante os experimentos e, desta forma, reduzir o risco de viés.

4.3. PROTOCOLO DE TREINAMENTO DE FORCA

Os animais passaram por um protocolo de treinamento de forca com duracdo de sete
semanas, sendo a primeira semana utilizada para habituagdo dos animais @ manipulacdo dos
experimentadores e para familiarizacdo dos animais ao aparelho de treinamento, visando
reduzir o possivel estresse causado aos animais. E as seis semanas subsequentes foram
utilizadas para a realizagdo do treinamento. O treinamento foi realizado usando-se do modelo
experimental primeiramente descrito por Tamaki, Uchiyama e Nakano (1992) e que vem sendo
largamente utilizado pelo nosso grupo de pesquisa (Araujo et al., 2013; Fontes et al., 2014;
Mota et al., 2015; Macedo et al., 2016; Miguel-dos-Santos et al., 2019; Santana et al., 2018).

O periodo de familiarizacdo foi realizado por cinco dias consecutivos, mantendo 0s
animais fixados ao aparelho de treinamento durante 10 minutos diarios, com o auxilio da
jaqueta e sem a estimulacdo elétrica, a fim de reduzir o estresse causado ao animal pelo contato
com o equipamento e pelo manuseio. Apds o periodo de familiarizacdo, a forca maxima dos
animais foi avaliada por meio do teste de uma repeticdo méxima (1RM), que consiste em
determinar o peso maximo levantado por cada rato. Os testes foram realizados seguindo as
diretrizes do American College of Sports Medicine (ACSM, 2014) para humanos com trés
tentativas por teste. Inicialmente os animais foram submetidos a um periodo de aquecimento,
realizando o movimento do exercicio sem carga por 10 vezes, apds o estimulo elétrico. Em
seguida, foi utilizada uma carga baixa (50% da massa corporal) realizando novamente 10
movimentos. O primeiro teste de 1RM foi realizado com trés vezes a massa corporal do animal,
ajustando a carga para a proxima tentativa, dependendo do desempenho do animal na tentativa

anterior, o qual foi determinado por avaliadores experientes. Os animais tiveram trés minutos
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de recuperagdo entre cada tentativa. O teste de forga méxima foi também realizado a cada duas
semanas para o ajuste da carga utilizada ao longo do periodo de treinamento. Para possibilitar
a realizacdo dos testes e do treinamento, os ratos foram acoplados ao aparelho de treinamento
atraves de uma jaqueta de couro, afixada a um suporte de aluminio. Este suporte foi mantido
pelo braco de madeira mdvel, 0 mesmo em que a sobrecarga foi colocada, estando os animais
na posicdo sentada com as patas traseiras flexionadas e apoiadas na base do aparelho. Os
animais, entéo realizavam o movimento de extensao dos joelhos, levantando a carga que estava
fixada ao aparelho.

Dois dias ap0s o teste de 1RM, os animais iniciaram o periodo de treinamento com trés
(em dias alternados, sendo as segundas, quartas e sextas) ou cinco sessdes por semana (segunda
a sexta), sendo realizadas trés séries com 18 repeticfes a 40% de 1RM (baixa intensidade), 12
repeticdes a 60% de 1RM (moderada intensidade), quatro séries de sete repeticoes a 80% de
1RM (alta intensidade) e o grupo controle com trés séries de 12 repeticdes. Os grupos controles
receberam apenas estimulo elétrico, sem adi¢do de sobrecarga. O nimero de séries e repeticdes
foi organizado para atingir a mesma carga de trabalho em diferentes intensidades. O nimero de
repeticdes utilizadas em cada intensidade estava dentro da faixa de repeticdes recomendadas
pelo American College of Sports Medicine (ACSM, 2014) para a prescricdo de treinamento de
forga. Todos os grupos tiveram intervalo de 90 segundos entre as séries.

Durante as sessdes de exercicio 0s animais receberam estimulacgdo elétrica (10-15v, 0,3
s de duracdo, em intervalos de 3 s) atraves de eletrodos que foram colocados na cauda dos
animais. Este estimulo elétrico é de baixa intensidade e j& foi comprovado que ndo causa o
aumento de marcadores humorais de estresse (Barauna et al., 2005), permitindo seu uso a longo
prazo.

Um segundo conjunto de ratos foi utilizado para compreender os mecanismos
envolvidos no desenvolvimento das arritmias ventriculares. Os animais foram treinados com
quatro séries de sete repetices para o grupo de alta intensidade e controle (sem carga), seguindo
toda a metodologia descrita anteriormente.

Todo o periodo de treinamento e a eletroestimulacdo foram realizados no inicio do ciclo
ativo/escuro (18 a 20 h) dos animais, visto que é durante o ciclo escuro que 0s animais

apresentam melhor tolerancia ao exercicio (Beck et al., 2014).
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4.4. ELETROCARDIOGRAMA

Setenta e duas horas ap0s a Ultima sesséo de treino, os animais foram anestesiados com
injecdo intraperitoneal de quetamina (90 mg/Kg; Cetamin, Syntec, BRA) e xilazina (10 mg/Kg;
Xilazin, Syntec), posicionados em decubito dorsal em uma mesa cirurgica e foram introduzidas
agulhas hipodérmicas conectadas aos eletrodos do eletrocardiograma (ECG), os quais foram
posicionados em disposi¢do do eletrodo DII. O sinal eletrocardiogréfico foi continuamente
monitorado na tela de um cardioscopio (RX10, Emai, BRA) e também enviado a um
amplificador CA diferencial (Bio Amp, ADInstruments, AUS), acoplado a um pré-amplificador
(PowerLab 8/35, ADInstruments), para monitoramento em tempo real em microcomputador e
armazenamento dos registros, para posteriormente ser feito o processamento offline dos
registros. Para as andlises dos registros eletrocardiograficos foram utilizados dez batimentos
estaveis consecutivos durante os cinco minutos finais do periodo basal e durante todo o periodo
do teste de susceptibilidade as arritmias.

A frequéncia cardiaca foi analisada nos ratos sob efeito da anestesia e com respiracao
espontanea. O intervalo QT foi medido do inicio do complexo QRS ao ponto de retorno
isoelétrico da onda T, também definido como segmento TP. O intervalo QTc foi obtido
corrigindo-se o intervalo QT pela frequéncia cardiaca através da formula de Bazett (QTc =
QT/VRR) (Bazett, 1920). As ondas eletrocardiograficas também foram utilizadas para medir a

amplitude e a duracdo do complexo QRS, bem como o intervalo da onda PR e RR.

4.5. DETERMINACAO DA PRESSAO DO VENTRICULO ESQUERDO

Para a analise da forca de contragcdo ventricular e investigacdo da vulnerabilidade as
arritmias induzidas por estimulo elétrico, 15 minutos apds a injec@o de heparina (200 Ul, ip;
Roche, BRA), os animais foram eutanasiados por decapitacdo. Imediatamente ap0s este
procedimento foi feita a toracotomia, o coracdo foi cuidadosamente removido e colocado em
solucéo gelada de Krebs-Henseleit (em mmol/L: 120 NaCl, 5,4 KCl, 1,2 MgClz, 1,25 CaCly, 2
NaH2PO4, 27 NaHCOs, 11 glicose), que tinha sido previamente filtrada através de uma
membrana de acetato de celulose (0,45 um). Uma canula de 3 mm de diametro foi introduzida
na aorta, a qual foi amarrada para permitir que os coragdes fossem perfundidos num sistema de
perfusdo retrégrada do tipo Langendorff (Bell, Mocanu e Yellon, 2011). A perfusdo foi
realizada continuamente durante 50 minutos através de fluxo constante (10 mL/min). O fluido

de perfuséo foi mantido a 37°C (F3, Haake, DEU) e com oxigenacdo constante (5% de CO2 e
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95% de O2), permitindo a manutencdo do pH a 7,4. Durante o periodo experimental os coragdes
foram mantidos imersos na mesma solucdo descrita anteriormente, aquecida através de uma
camara com circulacdo de gua mantido a 37°C.

Um balonete de latex preenchido com agua destilada foi introduzido no ventriculo
esquerdo através de uma incisdo no apéndice atrial para que fosse registrada a forga do
ventriculo exercida nas paredes do baldo. Este dispositivo foi acoplado a um transdutor de
pressdo (FE221, Bridge Amp, ADInstruments, USA) e a um amplificador (PowerLab 4/35,
ADInstruments). O sistema foi previamente calibrado utilizando uma coluna de mercurio. A
pressdo do ventriculo esquerdo foi registrada e processada digitalmente para entdo ser possivel
analisar as pressoes sistdlica, diastdlica e desenvolvida no ventriculo esquerdo (PDVE), a
frequéncia cardiaca e as derivadas positiva e negativa de pressdo sobre o tempo (+dP/dt e -
dP/dt, respectivamente).

Concomitantemente aos registros de pressao foram monitorados e arquivados 0s
potenciais elétricos do coracdo, que foram captados por meio de trés eletrodos de prata
cloretada, preenchidos com solucdo salina (AgCI/NaCl, 1 mol/L) imersos na solucdo que
banhava o coracéo. Os sinais eletrocardiograficos foram monitorados e pré-amplificados por
um cardioscopio (RX10, Emai) e posteriormente amplificados e digitalizados (PowerLab 4/35,
ADInstrument). Os sinais foram armazenados em microcomputador para processamento offline

por meio de programa especifico (LabChart 8.0 ADInstruments).

4.6. SUSCEPTIBILIDADE AS ARRITMIAS CARDIACAS

Para a realizacdo do teste de susceptibilidade as arritmias cardiacas in vivo,
imediatamente ap06s o periodo basal, que teve duracdo de 10 minutos, e com 0s animais ainda
sob efeito de anestesia (quetamina, 90 mg/Kg; xilazina, 10 mg/Kg), foi injetada,
intraperitonealmente, uma dose de cafeina (120 mg/Kg) e epinefrina (1 mg/Kg),
simultaneamente, nos animais de todos 0s grupos experimentais. O monitoramento através do
ECG foi realizado por adicionais 15 minutos apds a administragdo dos farmacos, para a
quantificacdo e estratificacdo das arritmias. A susceptibilidade as arritmias foi determinada por
meio de um sistema de escore modificado de incidéncia e severidade (Curtis e Walker, 1988;
Erickson et al., 2013), o qual foi aplicado a cada animal: 0, se ndo houve eventos arritmicos
durante o teste; 1, nos casos de uma contracdo ventricular prematura; 2, se bigeminismo e/ou
salvos estavam presentes; 3, para taquicardia ventricular; 4, em caso de fibrilacdo ventricular;

5, no caso de taquicardia ventricular sustentada por periodo maior que 15 segundos; e 6, para
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fibrilacdo ventricular sustentada por mais de 15 segundos. Para uma melhor andlise no momento
da classificacdo das arritmias, o tempo total do experimento foi dividido em cinco intervalos de

trés minutos.

4.7. ANALISE MORFOLOGICA

A avaliacdo do indice cardiaco, para verificar a ocorréncia de adaptagdo morfoldgica e
potencial hipertrofia cardiaca induzida pelo exercicio, foi realizada pela medida da massa do
coracdo em miligramas e normalizada pela massa corporal dos animais, mensurada
imediatamente antes da eutanasia, em gramas. Para tal, apds removidos, os cora¢es foram
lavados em PBS e secados com gaze de algoddo antes da mensuragdo da massa do tecido
(Francis et al., 2001).

4.8. ANALISE HISTOLOGICA

Para a realizacdo das andlises histolégicas foi preparado um diferente conjunto de
animais dos grupos controle e treinados em alta intensidade e frequéncia. No momento da
eutanasia, com os animais sob anestesia (quetamina, 90 mg/Kg; xilazina, 10 mg/Kg; ip), foi
feita a toracotomia e realizada a perfusdo intracardiaca com solucdo de KCI a 10% para o
relaxamento das fibras cardiacas, permitindo, assim, a remo¢do do coracdo em diéstole.
Posteriormente os coracGes foram fixados em solucdo de formalina tamponada (10%) e
incluidos em parafina. Apés a montagem dos blocos, as amostras foram submetidas a
microtomia em se¢des de 5 um (Leica, Bensheim, DEU). Em seguida, as se¢des dos coragoes
foram coradas com picrosirius red, para avaliar a presenca e extensao da fibrose. A captura das
imagens foi realizada em microscopio de luz (BX60, Olympus, JPN). A extensdo da fibrose foi
medida em cada um dos dez campos escolhidos aleatoriamente por animal em éareas
perivasculares e intersticiais. Todo o coldgeno em torno de uma artéria coronaria
intramiocardica foi considerado colageno perivascular. Foram analisadas 10 regides focais de

fibrose em cada secdo e a média da area fibrética foi relatada.

4.9. MEDIDA DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Outros grupos de animais foram treinados seguindo a mesma metodologia para que o

tecido cardiaco pudesse ser utilizado para a investigacdo molecular. Apos a eutanasia, 0S
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coracOes foram excisados, lavados em PBS gelado e uma parte do coracdo foi incorporado a
uma solucéo de criopreservacao que permite a obtencao das se¢des do coragdo em temperatura
ideal (Tissue-Tek, O.C.T. compound; Sakura, USA). Posteriormente estes tecidos foram
armazenados a -80°C, por um periodo maximo de duas semanas, até a preparacdo das laminas.
Os blocos de tecido congelado foram cortados transversalmente em seg¢des de 10 um de
espessura e transferidos para uma lamina histologica. As sec¢des do coracdo foram hidratadas
com Krebs-Henseleit aquecido (37°C) por 10 minutos, para entéo ser adicionada sobre as se¢des
a sonda fluorescente dihidroetidio (DHE, 10 pmol/L; Invitrogen, USA), que é permeavel as
células, e incubadas na cdmara umidificada a 37°C por 30 minutos, estando sempre protegida
da luz. Apos o periodo de incubagdo com a sonda, as laminas foram cuidadosamente lavadas
por trés vezes (cinco minutos por lavagem) com Krebs-Henseleit aquecido e, em seguida,
imediatamente fotografada sob um microscopio de fluorescéncia (Ci-E, Nikon, ITA), com um
tempo de exposicéo fixo para todas as laminas. Foram analisadas 15-20 imagens por lamina em
areas aleatorias e cada imagem teve seu background subtraido. A intensidade fluorescente de
DHE foi medida usando o software ImageJ 1,38x (NIH, USA), tendo sido a média do grupo
treinado normalizada pelo grupo controle.

4.10. MEDIDA DOS DANQOS OXIDATIVOS

Além disso, foram quantificados os danos oxidativos aos lipidios e proteinas. Para tal,
amostras dos ventriculos foram pesadas e homogeneizadas em tampao fosfato de potassio (50
mmol/L, pH 7,4), suplementado com hidroxitolueno butilado (BHT, 12,6 mmol/L; Synth,
BRA), seguindo a proporc¢éo de 1:10 (m/v). As amostras foram entdo centrifugadas a 12.000 g
por 30 minutos em temperatura ambiente (Neofuge 15R, Heal Force, CHN) e o sobrenadante
coletado para a quantificacdo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico. Em seguida, 0s
sobrenadantes foram misturados a uma solucdo de acidos (1:2, v/v), contendo &cido
tiobarbitarico (TBA 0,37%; Merck Millipore, DEU), acido tricloroacético (15%; Dinamica,
BRA) e acido cloridrico (0,25 mol/L; VETEC, BRA), e incubados por 45 minutos a 90°C.
Depois a mistura sobrenadante/solucéo de acidos foi centrifugada por cinco minutos a 16.000
g e o sobrenadante coletado. O sobrenadante foi entdo misturado (1:1:0,01) a n-butanol (Synth,
BRA) e solucdo saturada de NaCl (6 mol; Neon, BRA), agitado em vortex por 30 segundos e
novamente centrifugado por dois minutos a 16.000 g. O sobrenadante foi entdo transferido para
uma placa de 96 pogos para medida da absorbancia das amostras em espectrofotdmetro de placa
(ELx800 Absorbance Microplate Reader, Biotek, USA) a 535 nm, corrigindo pelos valores de
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absorbancia a 572 nm para remover a absorbancia inespecifica. A quantidade de
malondialdeido produzida foi expressa em nanomol por gramas de tecido e interpretada como
marcador de peroxidacdo lipidica formado pela reacdo com o &cido tiobarbitdrico (Bose,
Sutherland e Pinsky, 1989).

Outra parte dos ventriculos foi pesada e homogeneizada em PBS (pH 7,4), seguindo a
proporcao de 1:10 (m/v), e centrifugados a 12.000 g por 30 minutos a 4°C (Neofuge 15R, Heal
Force, CHN). Posteriormente, o sobrenadante foi transferido para um outro tubo e armazenado
a -80°C até a realizacd@o dos ensaios de hidroperdxidos totais, superoxido dismutase e catalase.

Para a quantificacdo de hidroperdxidos totais, outro marcador de dano oxidativo aos
lipidios, foi adicionado as amostras o reagente de FOX [em mmol/L: 0,25 alaranjado de xilenol,
0,25 Fe(NH4)2(S04)2.6H20, 4,4 hidroxitolueno butilado (BHT)] enriquecido com metanol e
acido sulfurico, e a mistura foi mantida protegida da luz em temperatura ambiente por 30
minutos. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 12.000 g por cinco minutos em temperatura
ambiente, o sobrenadante foi transferido para placas de 96 pocos e foi feita a leitura da
absorbancia a 560 nm em espectrofotdmetro de placa (ELx800 Absorbance Microplate Reader,
Biotek, USA) (Nourooz-Zadeh, Tajaddini-Sarmadi e Wolff, 1994).

4.11. ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

O sobrenadante das amostras que foram homogeneizadas em PBS também foi utilizado
para a quantificacdo da atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD) e catalase. Para a
medida da atividade da SOD foi realizado um ensaio baseado na auto-oxidagéo do pirogalol
intermediada pela geracdo do anion superdxido (O27) e sua dismutagdo pela enzima SOD
presente nas amostras. Foram pipetados em placas de 96 pogos o sobrenadante das amostras,
seguido da adi¢cdo de PBS, brometo de tiazolil azul de tetrazolio (1,25 mmol/L; Sigma-Aldrich,
USA) e pirogalol (100 umol/L; Sigma-Aldrich). A placa foi entdo agitada por cinco minutos e,
imediatamente apds, foi adicionado DMSO (Synth, BRA). A leitura da absorbancia da reacdo
foi realizada em espectrofotometro de placa a 570 nm.

Enquanto a atividade da catalase foi mensurada atraves da capacidade da enzima
presente nas amostras inibir o perdxido de hidrogénio (H202). Assim, foram adicionados, em
cubeta de quartzo, tampdo de fosfato de potassio (50 mmol/L; pH 7,0), seguido da amostra e
H202 (300 mmol/L; Merck Millipore, DEU). A decomposi¢do do H202 pela catalase foi

monitorada em um espectrofotdmetro (Hitachi, JPN), através da mudanca na absorbancia a 240
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nm (AE) durante um minuto, com medidas a cada 15 segundos, com a temperatura da reagao
mantida a 25°C e protegida da luz (NELSON & KIESOW, 1972).

Para a medida da atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx), outra por¢éo do
tecido cardiaco foi pesado e homogeneizado em tampéo fosfato de sédio (50 mmol/L; Neon,
BRA) contendo cloreto de potassio (KCI; 140 mmol/L, pH 7,4; Neon), seguindo a proporgao
de 1:10 (m/v), e centrifugados a 12.000 g durante 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado
e armazenado a -80°C. Para o ensaio enzimatico, foi preparada imediatamente antes do
experimento a solugédo de reacdo do ensaio da GPx em banho de gelo, contendo tampao fosfato
(100 mmol/L, pH 7,0; Neon), fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADPH; 8,4
pumol/L; Sigma-Aldrich), glutationa redutase (10 U/mg de proteina; Sigma-Aldrich), azida
sodica (1,125 mol/L; Sigma-Aldrich), glutationa reduzida (0,15 mmol/L; Sigma-Aldrich) e
H20:2 (2,2 mmol/L; Merck Millipore). As amostras foram misturadas com a solucdo de reacéo
do ensaio da GPx em placa de 96 pocos e a oxidacdo do NADPH foi monitorada através da
diminuicdo da absorbancia a 340 nm por seis minutos a 25°C em espectrofotometro de placas
(Paglia e Valentine, 1967).

4.12. DOSAGEM DE PROTEINAS

Para realizar a normalizacdo dos resultados da atividade das enzimas antioxidantes, a
concentracdo de proteinas presentes nas amostras foi determinada pelo método de Lowry
(Lowry et al., 1951). Para tanto, foram adicionados NaOH (0,5 mmol/L) as amostras em placa
de 96 pocos, sendo estas mantidas sob agitacdo durante 15 minutos. Posteriormente foi
adicionada solucdo contendo Na2CO3s 3%, KNaCsH40s-4H20 4%, e CuSO4 2%, seguida da
adicdo do reagente de Folin (Sigma-Aldrich), tendo sido evitada exposi¢do a luz. Em seguida,
a placa foi incubada por 30 minutos sob agitacdo e depois realizada leitura a 630 nm em
espectrofotdmetro de placa. Por fim, foi construida uma curva padrdo de albumina bovina

(Sigma-Aldrich) para afericdo da concentracdo de proteinas nas amostras testes.

4.13. AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA

Para a avaliacdo das alteragdes moleculares induzidas pelo treinamento de forga, foram
realizados experimentos de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) no laboratdrio geral do
Departamento de Circulacdo e Imagem, do Hospital St. Olavs, da Universidade Norueguesa de

Ciéncia e Tecnologia (NTNU). Um pedaco do ventriculo esquerdo foi cortado, colocado em
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tubo contendo quatro esferas de ceramica de 2,8 mm, e Qiazol (Qiagen, NOR) foi adicionado
para homogeneizacdo. Para a extracdo do RNA, o tecido foi homogeneizado através de agitacao
vigorosa (Precellys 24, Bertin Technologies, FRA), em trés séries de 15 segundos cada e
intervalos de cinco minutos em temperatura ambiente. O RNA extraido foi quantificado em
espectrofotdmetro (A260 nm, Nanodrop 2000, Thermo Scientific) e a pureza medida através
das razdes A260/A280 nm e A260/A230 nm. O cDNA foi sintetizado por transcri¢ao reversa
utilizando-se o kit High capacity RNA-to-cDNA (Applied Biosystems, USA). Apés a
transcri¢do reversa as amostras foram diluidas para a concentragdo final de 5 ng/uL com agua
livre de nuclease. O cDNA foi quantificado através de PCR quantitativa (QRT-PCR) no sistema
CFX96 (BioRad, USA), usando o kit PowerUP SYBR green PCR master mix (Applied
Biosystems, ENG), seguindo as condicGes de ciclos recomendadas pelo fabricante. Cada reagéo
de gRT-PCR empregou uma etapa inicial de ativacéo de dois minutos a 50°C e dois minutos a
95°C, seguida de 40 ciclos de termociclagem com as etapas de 15 segundos a 95°C, 15 segundos
a 55°C e 60 segundos a 72°C. A anélise de gRT-PCR foi realizada em triplicatas oriundas de
mistura de igual volume de cDNA. A expressdo dos genes foi calculada pelo método AACt e
os dados foram normalizados usando a média dos genes codificantes Gapdh (gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase) e Actb (B-actina) como controle endogeno, amplificado em cada
experimento de qRT-PCR. A expressdo dos genes foi apresentada como expressao relativa em
comparac¢do ao grupo controle, ao qual foi atribuido o valor de 1 (BOOKOUT et al., 2006). Os
oligonucleotideos especificos para Rattus norvegicus foram projetados usando a ferramenta

Primer Blast (Nih) e estdo descritos na tabela 1.



Tabela 1. Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados.
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Gene Forward 5’ oligo Reverse 5’ oligo
Myh6 GGCCAAGAGCCGTGACATT TTGTGGGATAGCAACAGCGAG
Myh7 CAACCTGTCCAAGTTCCGCA GGCATCCTTAGGGTTGGGTAG
Actal AGGACCTGTACGCCAACAAC ACATCTGCTGGAAGGTGGAC
Nppa CGGCACTTAGCTCCCTCTCT GTTGCAGCCTAGTCCGCTCT
Nppb GACGGGCTGAGGTTGTTTTA ACTGTGGCAAGTTTGTGCTG
Ryr2 GACATGAAGTGTGACGACATGCT CACGGACGCCCACATACA
PIn TACCTTACTCGCTCGGCTATCAG GACCTTCACGACGATGTCCAG
Slc8al GGAGACCCAGAAGGAAATCAG TGACCCGAGACAAGCAATC
Casg2 CCAGACGACTTTCCTCTGCT TCCAGACACTGTCAGCATCG
Atp2a2 AATCTGGTGACGGATGGTCTG TTCGAAGTCTGGGTTGTCCTC
Trdn TTTTCAGCAAGCTCCATCGC TGTTTCCTCCACAGCATCGT
Asph AGGGAAGAACGGCTTGCTG CTCCGTGCTTTGCCTCTTT
Calm1 GCGAAGAAGAAATCCGTGAG GTTCTGCCGCACTGATGTAG
Camk2d AAGGGTGCCATCTTGACAAC CTGGTTACCACGTTGGCTTT
Cacnalc AGCAACTTCCCTCAGACGTTTG CACAGTGCTGACCGTGCTG
Kcnj2 TGCCCGATTGCTGTTTTC GGCTGTCTTCGTCTATTT
Kcnd3 CCCTCACCATGGCCATCATC AATGACCAGGACGCCGCT
Kcnel GGGTTTCTTCGGCTTCTTCAC GACAGTGGCTTCAGTTCAGGA
Kcne2 CTACGTCATCCTGTACCTCATGG CCTATACTTCTGCTGCCAATCC
Sod1 GGTGAACCAGTTGTGGTGTCAGG ATGAGGTCCTGCAGTGGTACAG
Sod2 GCAAGGAACCACAGGCCTTA TGGCTAACATTCTCCCAGTTGA
Cat CTTCATCAGGGATGCCATGT CGGTCGCTGAACAAGAAAGT
Gpx1 CCGGGACTACACCGAAATGA TGCCATTCTCCTGATGTCCG
Nox4 GTCTGCTTGTTTGGCTGTCC ATCCTAGGCCCAACATCTGG
Cyba TGGCCTGATCCTCATCACAG TCCAGCAGACAGATGAGCAC
Cybb GCCGGAAACCCTCCTATGAC AAGGATGAGTGACCACCTTGG
Ncfl GACACCTTCATTCGCCACATC GAACATGTACACATAGTGTTGGC
Ncf2 ACACCATCCTGGACAACCTG GCTGGACGGTACTTCTCCAT
Actb CCTTCTTGGGTATGGAATCCTGT GAGGTCTTTACGGATGTCAACG
Gapdh GCTGATGCCCCCATGTTTG ACCAGTGGATGCAGGGATG

4.14. ANALISE ESTATISTICA

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.). Inicialmente
foi feita a anélise de normalidade dos dados através do teste de Shapiro-Wilk. Para as analises
em que foram comparados os grupos controle e treinado de alta intensidade e frequéncia foi
utilizado o teste t Student ndo pareado quando os dados apresentaram distribuicdo normal.
Enquanto para os dados em que a distribui¢do ndo foi normal, o teste de Mann-Whitney foi
utilizado.

De forma similar, a analise de variancia (ANOVA de “uma via” ou “duas vias”) seguido
do pos-teste de Bonferroni (quando houve distribuicdo normal) ou o teste de Kruskal-Wallis
foram utilizados quando necessario para avaliar a significancia das diferencas entre as médias
dos grupos de diferentes intensidades e frequéncias de treinamento. O teste qui-quadrado (y2)
sem correcdo de Yates foi utilizado para a comparagdo da incidéncia das arritmias entre os
grupos. Os valores foram considerados estatisticamente significativos quando p<0,05. Em todos

estes procedimentos foi utilizado o GraphPad Prism verséo 8.
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5. RESULTADOS

5.1. TREINAMENTO DE FORCA INTENSO AUMENTA A SUSCEPTIBILIDADE AS
ARRITMIAS VENTRICULARES

O treinamento aerobico em intensidades excessivas, seja ele de natacdo ou de esteira,
tem sido sugerido como a causa do desenvolvimento das arritmias atriais e ventriculares em
animais saudaveis (camundongos e ratos) (Aschar-Sobbi et al., 2015; Benito et al., 2011;
Guasch et al., 2013; Lakin et al., 2019). Desta forma, nds testamos, através de um modelo in
Vvivo, se 0 treinamento de forca também pode causar esse tipo de efeito indesejado, bem como
testamos se este efeito é dependente da intensidade e do volume de treino semanal. O
treinamento de forca quando realizado com alta frequéncia (5x/semana) e alta intensidade (80%
de 1RM) causou 0 aumento da susceptibilidade ao desenvolvimento de arritmias (escore de
arritmia) em modelo de estresse farmacoldgico induzido por epinefrina e cafeina (Figura 1A-
B). Entretanto, nenhuma diferenca foi encontrada ao analisar a quantidade de arritmias surgidas,
bem como a duracao destas (Figura 1C-D).

Visando obter uma compreensdo mais aprofundada das arritmias ocorridas,
classificamos a incidéncia de arritmias de acordo com o surgimento de batimentos ventriculares
prematuros (BVP) e bigeminismo (BG), que sdo arritmias mais brandas, bem como as
taquicardias ventriculares (TV) e fibrilagdes ventriculares (FV), que s&o mais severas e
potencialmente fatais. Curiosamente, encontramos maior incidéncia das arritmias ventriculares
que possuem risco de morte, as TV e FV (Figura 1E-F). Enquanto ndo foi encontrada diferenca
na incidéncia de BVP e BG entre os grupos controle e treinado com alta intensidade e alta

frequéncia (Figura 1E-F).
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Figura 1. Treinamento de forgca em alta intensidade e alta frequéncia aumenta a susceptibilidade
as arritmias in vivo. A. Tracado representativo das arritmias ocorridas. B. Estratificacdo do
escore de arritmias; n=6-7 por grupo; ANOVA de “duas vias” seguido do pos-teste de
Bonferroni. C. Quantidade de arritmias ventriculares ocorridas durante o periodo experimental;
n=6-7 por grupo; ANOVA de “duas vias” seguido do pos-teste de Bonferroni. D. Duragéo das
arritmias ventriculares ocorridas durante o periodo experimental; n=6-7 por grupo; ANOVA de
“duas vias” seguido do pos-teste de Bonferroni. E. Estratificagéo das arritmias ventriculares
ocorridas durante o periodo experimental de acordo com o nimero de animais; n=7 por grupo;
teste qui-quadrado (¥2) sem correcdo de Yates. F. Estratificacdo das arritmias ventriculares
ocorridas durante o periodo experimental de acordo com o tipo de arritmia; n=7 por grupo.
BVP: batimento ventricular prematuro, BG: bigeminismo, TV: taquicardia ventricular, TVS:
taquicardia ventricular sustentada, FV: fibrilacdo ventricular, FVS: fibrilacdo ventricular
sustentada. * p<0,05 comparado a todos 0s grupos, exceto ao grupo treinado a moderada
intensidade e baixa frequéncia; ** p<0,01.

Apesar do aumento da susceptibilidade as arritmias ventriculares observado,
constatamos que o treinamento de forga promoveu o aumento da forca méxima dos animais

(Figura 2A), além de o treinamento ter contribuido para o controle da massa corporal dos
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animais (Figura 2B). Demonstrando, assim, que o treinamento foi eficaz e promoveu as

alteracdes comumente esperadas com o engajamento em um programa de treinamento fisico.
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Figura 2. Monitoramento do desempenho e da antropometria dos animais durante o periodo
experimental. A. Forca méaxima dos animais normalizada pela massa corporal ao longo do
periodo de treinamento; n=6-13 por grupo; ANOVA de “duas vias” seguido do pds-teste de
Bonferroni; € p<0,05 comparado ao seus respectivos grupos nos diferentes momentos, @
p<0,05 comparado a quarta e a sexta semana do mesmo grupo, # p<0,05 comparado a sexta
semana do mesmo grupo, $ p<0,05 diferenca entre o grupo controle de baixa frequéncia e 0s
grupos de baixa e moderada intensidade e baixa frequéncia, e ao grupo de moderada intensidade
e alta frequéncia na quarta semana, £ p<0,05 diferenca entre os grupos controles e todos os
grupos treinados na sexta semana. B. Evolucdo da massa corporal dos animais; n=6-13 por
grupo; ANOVA de “duas vias” seguido do pos-teste de Bonferroni; € p<0,05 diferencga entre
todos os momentos avaliados do controle de baixa frequéncia, # p<0,05 comparado ao préprio
momento pré do controle de alta frequéncia, & p<0,05 comparado ao proprio momento pré e a
segunda semana do grupo treinado com intensidade moderada de alta frequéncia, £ p<0,05
diferenca entre o grupo controle de baixa frequéncia e o grupo treinado com baixa intensidade
e alta frequéncia.

5.2. ALTERACOES DA FUNCAO ELETRICA CARDIACA INDUZIDA PELO
TREINAMENTO DE FORCA DE ALTA INTENSIDADE

Ap0s constatarmos que o treinamento de forca de alta intensidade e frequéncia provocou
0 aumento da susceptibilidade as arritmias, decidimos investigar de forma mais profunda os
efeitos do treinamento de forca com alta intensidade e com maior frequéncia semanal. Desta

forma, analisamos o0s registros eletrocardiograficos destes animais na tentativa de identificar
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algum disturbio ou adaptacdo maléfica causada pelo treinamento nestas configuracdes que
justificassem o aumento da susceptibilidade as arritmias nos animais treinados. Verificamos
que o treinamento causou o prolongamento do intervalo QT (Figura 3D). Também fizemos a
analise do intervalo QT através da normalizacao pela equacéo de Bazett (QTc) (Bazett, 1920),
a qual corrige o intervalo QT pela raiz quadrada do intervalo RR, tornando mais precisa a
identificacdo de risco de arritmia ventricular (Roguin, 2011). Também encontramos aumento
do QTc nos animais treinados (Figura 3E). Ao mesmo tempo néo foi encontrada diferenca na

analise dos outros intervalos e segmentos do ECG (Figura 3A-C, F-G).
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Figura 3. Treinamento de forca de alta intensidade e alta frequéncia provoca o prolongamento
do intervalo QT de ratos. A. Tragado representativo do eletrocardiograma in vivo dos grupos
experimentais. B. Duracdo do segmento PR; n=7 por grupo. C. Durac¢do do complexo QRS;
n=7 por grupo. D. Duracdo do intervalo QT; n=7 por grupo. E. Duracdo do intervalo QT
corrigido pela equagéo de Bazett; n=7 por grupo. F. Duragéo do intervalo RR; n=7 por grupo.
G. Média da frequéncia cardiaca durante o periodo experimental; n=7 por grupo. Teste t Student
ndo pareado. s: segundos, FC: frequéncia cardiaca, BPM: batimentos por minuto. *p<0,05.

Complementamos nossas andlises das alteracbes na funcdo cardiaca induzida pelo
treinamento de forca de alta intensidade e alta frequéncia através da analise da performance

contratil do ventriculo esquerdo. N&o foram observadas alteracGes na pressao sistolica e
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diastolica, na duracdo da sistole e diéastole, na duracdo do ciclo cardiaco e na pressao
desenvolvida pelo ventriculo esquerdo, bem como nas derivadas positiva e negativa (Figura
4A-G, ). Embora a pressao média tenha sido menor nos animais treinados (Figura 4H) quando
comparados aos controles. Isto pode ter ocorrido por diversos fatores, tais como a quantidade
de treinamento por semana e o prolongado periodo realizando o treinamento em intensidade

alta ou as seis semanas de treinamentos nao terem sido suficientes para alterar este fenotipo.
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Figura 4. Treinamento de forca de alta intensidade e alta frequéncia ndo altera a funcéo cardiaca
em coracdo isolado de ratos. A. Tracado representativo da pressdo ventricular ex vivo dos
grupos experimentais. B. Pressao sistdlica ventricular; n=7 por grupo. C. Duracao da contragdo
ventricular; n=7 por grupo. D. Pressdo diastdlica ventricular; n=7 por grupo. E. Duracdo do
relaxamento ventricular; n=7 por grupo. F. Pressdo desenvolvida pelo ventriculo esquerdo
(PDVE); n=7 por grupo. G. Durac¢éo do ciclo cardiaco; n=7 por grupo. H. Presséo ventricular
média; n=7 por grupo. I. Compilacdo das derivadas positiva e negativa da pressdo ventricular
(xdP/dt); n=7 por grupo. Teste t Student ndo pareado. *p<0,05.

Levando em consideracao que alteragdes em canais idnicos de células cardiacas podem
afetar suas condutdncias de maneira a aumentar a duracdo do potencial de acdo, e,
consequentemente, o intervalo QT, avaliamos a expressdao dos principais canais idnicos
envolvidos no prolongamento do intervalo QT. Corroborando os resultados encontrados ao
analisar o intervalo QT e QTc, identificamos aumento na expressdo dos genes Kcnj2 e Kcne2

(Figura 5), que codificam o canal para potéssio Iki1 (Kirz2.1) € a subunidade acessoria do canal
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para potassio sensivel a voltagem (MiRP1), respectivamente. Todavia, ndo encontramos
alteracdo na expressdo de Cacnalc [Canal de célcio do tipo L sensivel a voltagem (Cavi.2)] e de
Kcnel (Figura 5), que codifica a subunidade 3 do canal retificador retardado lento essencial do
potéssio (Iks) (minK). Complementarmente, encontramos reducdo na expressdo de RNAm do
gene Kend3 (Kva.3) nos animais treinados (Figura 5), apontando a possivel explicacdo para o

prolongamento do intervalo QT observado através do ECG.
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Figura 5.Treinamento de forca de alta intensidade e alta frequéncia desregula a expresséo de
genes dos reguladores do canal para potassio nos ventriculos de ratos; n=8 por grupo. Teste t
Student ndo pareado. * p<0,05; ** p<0,01.

Apesar de ndo termos encontrado alteragdes na fungdo cardiaca dos animais treinados
com as técnicas utilizadas, partimos para a investigacao de eventos prévios aos danos cardiacos,
uma vez que sua ocorréncia depende de alteracbes moleculares anteriores. Assim,
quantificamos a expressao de genes relacionados com o controle da funcéo cardiaca através da
regulacdo de transientes de calcio, os quais também possuem importante papel no
desenvolvimento de arritmias. Embora néo tenha ocorrido alteracGes na expressdo génica do
receptor rianodina (Ryr2) (Figura 6), observamos aumento na expressao do gene que codifica
a proteina de ancoragem triadina (Trdn), sem alteracdo da junctina (Asph) no coracdo dos
animais treinados (Figura 6). Estas proteinas sdo responsaveis pela ligagdo entre o receptor
rianodina e a calsequestrina (Casq2), formando um complexo proteico na membrana do reticulo

sarcoplasmatico para regular a liberagdo do célcio do reticulo (Gyorke et al., 2004; Zhang et
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al., 1997). Também ndo houve alteracdo na expressao da calsequestrina (Figura 6). Ao avaliar
0s genes das proteinas responsaveis pela recaptacdo do calcio citosolico, vimos que o
treinamento causou a reducdo na expressao génica da ATPase transportadora de célcio do
reticulo sarcoplasmatico (Atp2a2, a SERCAZ2a) e uma tendéncia para reduzir a expressao de
fosfolambam (p=0,06; PIn), bem como reduziu a expressdo do trocador de sodio e célcio
(Slc8al; Figura 6). Ja a expressdo génica de calmodulina (Calml) e da proteina quinase

dependente do célcio/calmodulina do tipo Il delta (Camk2d) foram aumentadas (Figura 6).
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Figura 6. Treinamento de forca de alta intensidade e alta frequéncia desregula a expresséo de
genes dos reguladores do ciclo de célcio nos ventriculos de ratos; n=8 por grupo. Teste t Student
nédo pareado. * p<0,05; ** p<0,01.

5.3. TREINAMENTO DE FORCA DE CURTO PRAZO NAO INDUZ REMODELAMENTO
CARDIACO

Levando em consideracdo que adaptaces estruturais no muasculo cardiaco estdo
relacionadas ao aumento na vulnerabilidade as arritmias, complementamos nossas analises das
adaptacOes cardiacas ao treinamento avaliando as alteragdes estruturais e moleculares ocorridas
em decorréncia do treinamento de forca de alta intensidade e alta frequéncia. Ndo encontramos

alteracfes na anélise da medida da massa do coragdo (Figura 7A) e do indice cardiaco
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normalizado pela massa corporal (Figura 7B), que s&o marcadores tardios do processo de
hipertrofia cardiaca.

Entretanto, tendo em vista que o treinamento fisico induz hipertrofia cardiaca fisiol6gica
(Barauna et al., 2005, 2008; Dantas et al., 2016; Fernandes, Soci e Oliveira, 2011; Fulghum e
Hill, 2018; Melo et al., 2018), decidimos avaliar a expressao dos genes envolvidos na chamada
reprogramacao fetal da célula cardiaca, para determinar se o treinamento de forca ativou estes
sinalizadores. Pudemos observar que o treinamento de for¢a aumentou a expressdo do gene
Nppa (precursor do peptideo natriurético atrial), aléem de reduzir a expressdo de Actal (actina
alfa 1 do masculo esquelético), Myh6 (cadeia pesada da miosina cardiaca alfa) e Myh7 (cadeia
pesada da miosina beta), sem alterar a expressdo do gene Nppb (precursor do peptideo
natriurético cerebral) (Figura 7C).
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Figura 7. Treinamento de forca de alta intensidade e alta frequéncia ndo causa hipertrofia
cardiaca em ratos, mas altera a expressdo de genes relacionados ao seu controle. A. Massa
absoluta do corag&o; n=6 por grupo. B. indice cardiaco normalizado pela massa corporal dos
animais; n=6 por grupo. C. Expressao dos genes relacionados a hipertrofia cardiaca; n=8 por
grupo. Teste t Student ndo pareado. * p<0,05; ** p<0,01.
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Finalmente, investigamos se o treinamento de for¢a causa o prolongamento do intervalo
QT devido a alteragdes estruturais no tecido cardiaco. Encontramos um aumento de 20% na
fibrose ocorrida no ventriculo esquerdo e 38% de fibrose perivascular dos animais treinados,
porém sem apresentar diferenca estatistica (Figura 8). Entretanto, observamos uma pequena
reducdo da fibrose no septo intraventricular e no ventriculo direito, mas também sem apresentar
diferenca estatistica.
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Figura 8. Treinamento de forga de alta intensidade e alta frequéncia ndo aumenta a fibrose
intersticial e perivascular em ventriculos de ratos. A. Imagem representativa de cortes
histoldgicos de areas intersticiais dos ventriculos corados com Picrosirius Red (barra de escala:
10 um). B. Andlise quantitativa da fibrose intersticial nos ventriculos; n=4 por grupo. C.
Imagem representativa de cortes histoldgicos de &rea perivascular dos ventriculos corados com
Picrosirius Red (barra de escala: 10 pm). D. Analise quantitativa da fibrose perivascular nos
ventriculos; n=4 por grupo. Teste t Student ndo pareado. u.a.: unidades arbitrarias, VE:
ventriculo esquerdo, IS: septo interventricular, VD: ventriculo direito.
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5.4. 0 ESTRESSE OXIDATIVO E UM FATOR CHAVE PARA O DESENVOLVIMENTO
DAS ARRITMIAS INDUZIDAS POR TREINAMENTO DE FORCA DE ALTA
INTENSIDADE E ALTA FREQUENCIA

O estresse oxidativo € um importante substrato para o surgimento de arritmias e o
treinamento de forca pode contribuir para o desbalanco do estado redox. Desta forma,
analisamos a producdo das espécies reativas de oxigénio e o estado das enzimas antioxidantes.
Observamos que os animais treinados tiveram aumento da geracdo de espécies reativas de
oxigénio (Figura 9A-B), o que resultou no aumento de hidroperoxidos (Figura 9C), que é um
marcador de danos oxidativos aos lipidios. No entanto, ndo houve alteracdo na quantidade de
malondialdeido (Figura 9D), outro importante marcador de danos oxidativos aos lipidios. Este
resultado pode ser explicado através do que foi obtido ao mensurar a atividade das principais
enzimas antioxidantes. Verificamos que as enzimas superoxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidase (Figura 9E-G) ndo tiveram suas atividades aumentadas para proteger as células
contra 0 aumento das espécies reativas de oxigénio. Isto pode ter ocorrido devido ao prolongado
periodo de estresse causado pelo treinamento de forca de alta intensidade e da alta frequéncia
semanal causarem uma producdo exacerbada de espécies reativas de oxigénio. Associado ao
fato da atividade das enzimas antioxidantes ndo ser suficiente para reduzir tais espécies reativas
e, consequentemente, gerar os danos oxidativos encontrados. Além disso, é importante destacar
que é possivel que tais enzimas estejam com expressdo celular diminuida.

Para confirmar a hipOtese descrita anteriormente, avaliamos a expressao dos genes das
enzimas antioxidantes (Figura 9H). Pudemos constatar que a expressao dos genes da superoxido
dismutase citoplasmatica (Sod1) e da glutationa peroxidase (Gpx1) estava reduzida, enquanto
a expressdo génica da isoforma mitocondrial da superoxido dismutase apresentou uma

tendéncia para estar reduzida (p=0,07). Nenhuma alteracéo foi vista na expressédo da catalase.
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Figura 9. Treinamento de forca de alta intensidade e alta frequéncia aumenta a producédo de
espécies reativas de oxigénio nos ventriculos. A. Imagem representativa de cortes histoldgicos
dos ventriculos marcados com dihidroetidio (barra de escala: 10 pm). B. Analise quantitativa
das espécies reativas de oxigénio nos ventriculos; n=5 por grupo. C. Dano oxidativo aos lipidios
mensurados através da quantificacdo dos hidroperoxidos no tecido ventricular; n=5 por grupo.
D. Dano oxidativo aos lipidios mensurados através da quantificacdo do malondialdeido no
tecido ventricular; n=5 por grupo. E. Atividade da enzima antioxidante superéxido dismutase
nos ventriculos; n=5 por grupo. F. Atividade da enzima antioxidante catalase nos ventriculos;
n=5 por grupo. G. Atividade da enzima antioxidante glutationa peroxidase nos ventriculos; n=5
por grupo. H. Expresséo dos genes das enzimas antioxidantes e das NADPH oxidases. Teste t
Student ndo pareado. MDA: malondialdeido, SOD: superdxido dismutase, GPx: glutationa
peroxidase, VD: ventriculo direito. * p<0,05; ** p<0,01, ** p<0,001.

Finalizamos nossas analises buscando entender sobre o0 aumento de espécies reativas de
oxigénio no coracdo dos animais treinados através da avaliacdo da expressdo génica das
enzimas NADPH oxidases, bem como de suas subunidades (Figura 9H). Apesar de
encontrarmos uma reducdo na expressdo génica de Ncfl (p47phox) € Ncf2 (p67phox), Verificamos

um aumento na expressdo de Nox4, a qual ja tinhamos demonstrado que possui papel
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fundamental na producdo de espécies reativas de oxigénio no coragdo e é responsavel pelo

aumento da susceptibilidade as arritmias (Macedo et al., 2020).
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6. DISCUSSAO

Na presente tese, nds avaliamos os efeitos do treinamento de forca sobre a
susceptibilidade as arritmias cardiacas. Aqui ndés demonstramos, pela primeira vez, que o
treinamento de forga quando realizado com alta intensidade e alta frequéncia semanal de treino
aumenta a susceptibilidade as arritmias ventriculares em ratos. Este aumento na
susceptibilidade as arritmias foi acompanhado pelo aumento no tempo de repolarizagdo
ventricular e pelo aumento na producao de espécies reativas de oxigénio no coragao.

Estes resultados estdo de acordo com estudos prévio que mostraram que o treinamento
aerobio também causou o aumento da susceptibilidade as arritmias atriais e ventriculares
(Aschar-Sobbi et al., 2015; Benito et al., 2011; Guasch et al., 2013; Lakin et al., 2019). No
entanto, nds observamos aumento na susceptibilidade as arritmias ventriculares apenas quando
o treinamento de forca foi realizado com alta intensidade e alta frequéncia semanal, mostrando
uma dependéncia da intensidade e da quantidade de treinos realizados por semana (volume).
Além destas variaveis do treinamento, estudos com o treinamento aerébico reportaram aumento
na susceptibilidade as arritmias cardiacas apenas quando o treinamento foi realizado com alta
intensidade e longa duracédo (Benito et al., 2011; Guasch et al., 2013) ou alta intensidade e alto
volume diério (Aschar-Sobbi et al., 2015; Lakin et al., 2019). Além disso, nossos resultados
nos ajudam a melhor entender os achados dos estudos populacionais de associacdo com atletas
que sugeriam que ha esta relacdo entre a intensidade, volume e o longo periodo exposto ao
treinamento, e as arritmias cardiacas (Aagaard et al., 2019; Andersen et al., 2013; Baldesberger
et al., 2008; Nielsen, Wachtell e Abdulla, 2013). Assim, foi possivel confirmar no nosso estudo
gue tanto a intensidade como o volume sdo fatores cruciais para o0 aumento da susceptibilidade
as arritmias vistas no nosso estudo.

Apesar do treinamento de forca ter causado o aumento da susceptibilidade as arritmias
ventriculares no nosso estudo, a avaliacdo da forca méxima dos animais ao longo do periodo
experimental revelou que houve o aumento da forca maxima dos animais, confirmando as
adaptacOes esperadas pelo treinamento de forca. Este aumento da forgca maxima dos animais ja
é bem estabelecido na literatura e diversos estudos tém mostrado este efeito promovido pelo
treinamento de forca, independentemente da intensidade utilizada no treinamento (Araujo et
al., 2013; Barauna et al., 2005, 2007, 2008; Macedo et al., 2020; Miguel-dos-Santos et al.,
2019; Tamaki, Uchiyama e Nakano, 1992). Também observamos um controle da massa

corporal dos animais treinados, que € outra caracteristica marcante do treinamento fisico, mas
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nem sempre vista em decorréncia do treinamento de forca, pois este além de reduzir a gordura
corporal, também aumenta a massa magra.

No6s também identificamos que o treinamento de forca promoveu adaptacGes
eletrocardiograficas através do prolongamento do intervalo QT e do QTc. A reducéo no controle
vagal cardiaco causado pelo exercicio de forca tem sido sugerida como a causa deste
prolongamento (Heffernan et al., 2008). Desta forma, o prolongamento do intervalo QT visto
nos animais treinados do presente estudo pode estar refletindo o aumento do ténus
parassimpatico ou diminuicdo do tonus simpatico nos ventriculos destes animais. Bem como a
hipertrofia cardiaca induzida pelo treinamento também tem sido apontada como a causa do
prolongamento do intervalo QT e QTc (Javidanpour et al., 2018).

O prolongamento do intervalo QT esta associado ao aumento do risco de arritmia
ventricular e morte subita (Haverkamp et al., 2001; Obeyesekere, Antzelevitch e Krahn, 2015).
E, curiosamente, uma sessdo de exercicio causa um prolongamento ainda maior do intervalo
QT em pacientes com a LQTS (Charisopoulou et al., 2019). A LQTS esta relacionada com o
aumento da incidéncia de infarto e morte subita, e estes casos de morte estdo associados com
as arritmias cardiacas que causam risco de morte (Schwartz, Crotti e Insolia, 2012), podendo o
risco de eventos cardiacos ser acentuado durante a pratica de exercicio fisico (Chambers et al.,
2017). Apesar desta sindrome ser prioritariamente uma condicéo clinica de origem genética
(LQTS congénita), também ha a possibilidade do desenvolvimento desta, que é denominada
como LQTS adquirida (Itoh et al., 2016). A LQTS adquirida ocorre principalmente devido ao
uso de drogas (Arunachalam et al., 2018; Makita et al., 2002; Rao e Kowey, 2014), distarbios
eletroliticos (EI-Sherif e Turitto, 2011) e o exercicio fisico (Ryan et al., 2012). Desta forma, 0
prolongamento do intervalo QT mostrado na presente tese poderia se estender, a longo prazo,
para o desenvolvimento da LQTS adquirida.

O prolongamento do intervalo QT também pode estar relacionado a alteracbes nos
canais ibnicos. O gene Kcnj2 é um importante determinante molecular da Ix: cardiaca, pois é
traduzido para expressar a proteina Kirz.1, @ qual possui fundamental importancia na regulagao
da excitabilidade cardiaca (Anumonwo e Lopatin, 2010; Boer et al., 2010; Dhamoon e Jalife,
2005). Desta forma, alteracdes na expressao deste gene implicard em distarbios nos canais para
potassio retificadores de entrada, que pode levar a arritmias ventriculares e atriais, podendo
inclusive serem letais (Priori et al., 2005; Vega et al., 2009; Xia et al., 2005; Yang et al., 2007).
Além disso, 0 gene Kcne2, que origina a subunidade B reguladora dos canais para potassio,
possui papel fundamental em diferentes canais Ky, assim, disturbios na expressdo do gene

Kcne2 pode causar disfuncéo na repolarizacao dos cardiomiocitos (McCrossan e Abbott, 2004).
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MutacBes no gene Kcne2 também estdo associadas a LQTS, seja ela congénita ou adquirida
(Abbott et al., 1999; Sesti et al., 2000). O ganho da fun¢do de Kcnj2 (Musa et al., 2013) e
Kcne2 (Yang et al., 2004) tem sido associado a fibrilag&o atrial e ventricular.

Ambos 0s genes apresentaram elevada expressao nos ventriculos dos animais treinados.
Apesar de ndo termos avaliado a expressao de seus produtos proteicos, o que poderia nos dar
maior seguranca quanto ao aumento ou reducdo na funcdo do canal, este resultado apontaria
para uma melhora do controle da repolarizacdo cardiaca. Isto poderia ser detectavel através do
ECG de superficie através do intervalo QT, porém nédo constatamos esta melhora. Salem et al.
(2013) ndo observaram mudancga na expressdo do gene Kcnj2, mas encontraram aumento de
aproximadamente 50% do gene Kcne2 em animais treinados em esteira, porém nédo detectaram
diferenca estatistica significante.

Como o aumento na expressdo dos genes Kcnj2 e Kcne2 causam 0 encurtamento do
intervalo QT e a reducdo da transcri¢do destes genes desencadeia o prolongamento, decidimos
quantificar a expressao do gene Kcnd3. Este gene codifica a subunidade a formadora do poro
do canal para potéssio Kva.3 e age na fase inicial da repolarizacdo (fase 1), através da corrente
transiente de saida (Teumer et al., 2019). Estudos que investigaram o aumento da funcéo do
gene Kcnd3 tém demonstrado que ele promove a reducdo no tempo de repolarizacdo
(Giudicessi et al., 2011; Huang et al., 2017) e consequente encurtamento no intervalo QT (EI-
Battrawy et al., 2018). Enquanto que a perda da funcdo provoca o aumento no tempo de
repolarizagdo e prolongamento do intervalo QT (Raudenské et al., 2008).

Diante dos resultados que obtivemos, em que os genes Kcnj2 e Kcne2 foram
aumentados e Kcnd3 diminuido, acreditamos que Kcnde3 foi o maior contribuidor para o
prolongamento do intervalo QT. Além disso, € possivel que 0 aumento na susceptibilidade as
arritmias ventriculares, vista aqui, resultem ainda de interacdes adicionais que até 0 momento
ndo foram totalmente compreendidas entre os polipeptideos formadores das subunidades dos
canais para potassio (Giudicessi e Ackerman, 2012; Mazhari et al., 2001), visto que cada
proteina na membrana celular funciona como parte de uma rede estendida de moléculas em
interacéo (Eisenberg et al., 2000; Giudicessi e Ackerman, 2012).

Muitos avangos tém sido feitos no entendimento da estrutura e fun¢bes das proteinas
auxiliares da maquinaria de caélcio. Diante disto, atualmente é conhecido o quanto é
imprescindivel o equilibrio entre os componentes do complexo junctina, triadina, calsequestrina
e o receptor de rianodina para o acoplamento entre eles e o funcionamento da liberagéo de célcio
(Chopra et al., 2009; Terentyev et al., 2005), visto que estes componentes possuem importante

papel de estabilizacdo do complexo proteico heterotrimérico (Chopra et al., 2009; Knollmann
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et al., 2006; Rizzi et al., 2008; Yuan et al., 2007). Curiosamente, no nosso estudo nao foi visto
aumento ou reducédo dos outros genes concomitantemente ao aumento da expressao de triadina.

Contudo, esse aumento de triadina pode causar uma desregulacdo na liberacdo de célcio
induzida por célcio no reticulo sarcoplasmatico, com consequentes oscilacdes no transiente e
pos-despolarizaces tardias (Terentyev et al., 2005, 2006). E conhecido que distdrbios tanto de
triadina como de junctina estdo associados ao desenvolvimento de CPVT (Kirchhof et al.,
2007). Além disso, estas alteragdes podem contribuir para a exibicdo de distarbios
arritmogénicos (Terentyev et al., 2007). Mais estudos sdo necessarios investigando o efeito do
treinamento fisico sobre a expressdo destes importantes genes, visto que a maior parte dos
estudos disponiveis na literatura focaram apenas nas mutagdes da calsequestrina (Hwang et al.,
2011; Khoury et al., 2013; Kurtzwald-Josefson et al., 2014; Laitinen, Swan e Kontula, 2003;
Terentyev et al., 2006; Watanabe et al., 2009, 2013), ou da triadina (Rooryck et al., 2015; Roux-
Buisson et al., 2012), nas arritmias induzidas pelo exercicio em pacientes com CPVT.

Ademais, resultados conflitantes podem ser vistos na literatura quando ha aumento na
expressao génica de triadina sobre a funcdo dos componentes celulares responsaveis pela
remocdo do célcio. Terentyev et al. (2005) mostraram que o0 aumento na expressao de triadina
ndo resultou em alteracGes na SERCAZ2, fosfolambam e NCX. Han et al. (2011) identificaram
que 0 aumento da expressao da calsequestrina também causou aumento de triadina, porém sem
alterar a expressao de SERCAZ2a e fosfolambam, assim como foi visto por Zhang et al. (2001).
J& a delecdo da triadina ndo causou a alteracdo da SERCAZ2a e fosfolambam no estudo de
Chopra et al. (2009), enquanto Boncompagni et al. (2012) mostraram aumento da expressdo de
SERCAZ2a.

Deste modo, esses dados da literatura apontam para uma possivel regulacdo
independente dentre estes genes, justificando, assim, 0 aumento na susceptibilidade as arritmias
ventriculares e a contratilidade cardiaca ndo aumentar com o treinamento (Kirchhefer et al.,
2002). E dificil de interpretar as implicaces destes resultados devido as vérias alteragdes
adaptativas causadas pelo treinamento fisico, bem como pela alteragdo na expressao desses
genes. Principalmente pelo fato de que, além de néo termos visto melhora na funcgéo cardiaca,
vimos reducdo na expressdo da SERCA2a e do NCX, contrastando com o que é caracteristico
do treinamento fisico (Dantas et al., 2016; Melo et al., 2015; Wislgff et al., 2002). No entanto,
esta reducdo nos componentes da maquinaria de célcio pode ser uma das possiveis causas para
0 aumento na susceptibilidade as arritmias ventriculares, como demonstrado por Kukielka,
Holycross e Billman (2011), que verificaram uma reducdo na expressdo do NCX em animais

que tem maior susceptibilidade as arritmias induzidas pelo treinamento aerébico.
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O aumento da susceptibilidade as arritmias ventriculares causada pelo treinamento de
forca intenso e com alta frequéncia semanal também pode ser justificada pelas alteracGes
estruturais no tecido cardiaco. Entretanto, o treinamento de forga parece estar na fase inicial do
processo de remodelamento do tecido cardiaco, visto que a fibrose cardiaca ainda ndo esta
evidente. No entanto, é um fator alarmante, pois a fibrose do coracdo prejudica a funcéo
contrétil cardiaca, dificultando também a conducéo elétrica pelo tecido cardiaco, levando a
contracdo ineficiente do miocéardio e desencadeia 0 aumento das arritmias cardiacas (Prabhu e
Frangogiannis, 2016; Segura, Frazier e Buja, 2014). Independentemente de o treinamento de
forca de alta intensidade e alta frequéncia, neste periodo, ndo ter induzido uma fibrose evidente,
ja é possivel observar o aumento da susceptibilidade as arritmias. Tanto estudos com animais
que avaliaram a fibrose cardiaca induzida pelo exercicio apds 16 semanas de treinamento fisico
(Benito et al., 2011; Guasch et al., 2013) ou por seis semanas com alto volume de treino diario
(Aschar-Sobbi et al., 2015; Lakin et al., 2019), como estudos com atletas tem constatado o
aumento da fibrose do miocérdio (Breuckmann et al., 2009; Cuspidi et al., 2019; Schoor, van
de et al., 2016; Wilson et al., 2011). Somado a isso, também tem sido observado na literatura o
desenvolvimento de hipertrofia cardiaca em diversos modelos de treinamento de for¢a com
prolongado periodo de treinamento (Ahmadiasl et al., 2012; Alves et al., 2014; Barretti et al.,
2017; Guzzoni et al., 2017; Melo et al., 2015), ndo sendo ainda possivel determinar a sua
relacdo com a intensidade usada.

Embora ndo tenhamos identificado hipertrofia cardiaca nos animais treinados com alta
intensidade e alta frequéncia, o aumento da expressédo de Triadina indica que o desenvolvimento
da hipertrofia pode estar em estagio inicial a nivel molecular, sem manifestagdo morfoldgica
aparente macroscopicamente, podendo progredir caso o treinamento tivesse sido prolongado,
assim como ja foi relatado num modelo de hipertrofia cardiaca induzida por isoproterenol
(Jaehnig et al., 2006; Kirchhefer et al., 2001). Entretanto, a interpretacdo desses dados em
termos dos papéis fisioldgicos do gene da triadina ndo sdo claros devido as alteragdes
adaptativas e patologicas, como a hipertrofia e a insuficiéncia cardiaca, que acompanharam a
superexpressao cronica da triadina (Kirchhefer et al., 2001).

Para determinar as causas das alteracdes descritas anteriormente, decidimos investigar
se o treinamento causa efeitos adversos no sistema de protecdo antioxidante, tendo em vista que
0 exercicio promove aumento da geracdo de espécies reativas de oxigénio agudamente em cada
sessao (Alves et al., 2020; Aradjo et al., 2019; Di Meo, Napolitano e Venditti, 2019; He et al.,
2016; Rietjens et al., 2007; Simioni et al., 2018). Também levando em consideracdo que este

aumento é contraposto pelo aumento da atividade das enzimas antioxidantes, na tentativa de
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impedir que ocorra danos as células (Alves et al., 2020; Di Meo, Napolitano e Venditti, 2019;
Simioni et al., 2018). Além disso, as espécies reativas de oxigénio estdo entre as principais
causas do prolongamento do intervalo QT, além de ser um gatilho para o desenvolvimento de
arritmias (Macedo et al., 2020; Santos-Miranda et al., 2020; Yang et al., 2017), aumentando,
assim, nosso interesse em investigar a geracdo de espécies reativas, o estado de atividade das
enzimas antioxidantes e os danos oxidativos no coracao destes animais.

O treinamento de forca de alta intensidade e alta frequéncia aumentou a producdo de
espécies reativas de oxigénio e os danos oxidativos, sem alterar a atividade das enzimas
antioxidantes. A NADPH oxidase 4 (NOX4) foi a principal fonte geradora das espécies reativas
de oxigénio no coracgdo dos animais treinados do presente estudo.

Os estudos que demonstraram um aumento na vulnerabilidade as arritmias causada pelo
exercicio indicam que a fibrose ventricular € o mecanismo principal responsavel pelo aumento
das arritmias ventriculares (Benito et al., 2011). Enquanto as mudangas autondémicas, a
hipertrofia e fibrose atrial sdo cruciais para 0 aumento das arritmias atriais (Aschar-Sobbi et al.,
2015; Guasch et al., 2013; Lakin et al., 2019). A inflamacéo aumentada, através da elevacéo de
TNF-a soltvel, tem sido descrita como a responsavel pelo aumento da fibrose e por causar o
remodelamento atrial (Aschar-Sobbi et al., 2015; Lakin et al., 2019). Além disso, 0 TNF-a
também pode apresentar implicacdes eletrofisioldgicas reduzindo a lw, desencadeando o
prolongamento do potencial de acdo (Grandy e Fiset, 2009), embora existam resultados
contrastantes na literatura, mostrando nenhum efeito (Aschar-Sobbi et al., 2015; Fernandez-
Velasco et al., 2007; Lakin et al., 2019). O TNF-a pode ainda ter sido também o responsavel
pelo aumento da expressdo génica de Nox4 (Lin et al., 2015; Moe et al., 2011), entretanto
estudos adicionais sdo necessarios para comprovar esta hipotese.

No coracgdo, as NADPH oxidases, a cadeia transportadora de elétrons, o desacoplamento
das dxido nitrico sintases e a mieloperoxidase sao as principais fontes de espécies reativas de
oxigénio (Santana et al., 2018; Schillinger e Patel, 2012; Sovari e Dudley, 2012). Tem sido
demonstrado que as ROS podem causar alteracbes em canais idnicos, como a modificacédo das
propriedades cinéticas, bioguimicas e farmacoldgicas dos canais (Brown et al., 2010;
Goldhaber et al., 1989; Kourie, 1998). Estas alteracGes interferem nas correntes de Ca2*, Na*
e K*, implicando no aumento da duracdo do potencial de agdo cardiaco e na geracdo de EAD
(Cerbai et al., 1991; Liu, Liu e Dudley, 2010; Ma, Luo e Zhang, 2005; Thomas et al., 1998;
Wang et al., 2004; Weiss, Lamp e Shine, 1989). Os canais para K+ tém importancia
fundamental na repolarizagéo do potencial de ac¢do. Disturbios, como a falta de homogeneidade

na repolarizacdo, podem causar EADs, o que facilita o surgimento de arritmias. As ROS
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modificam os diversos tipos de canais para K* de forma diferenciada, mas afetam todos os
canais para K* dependentes de voltagem, tanto aumentando a atividade de alguns canais Ky,
como diminuindo a atividade de outros canais Kv. Estas modificagdes causam o prolongamento
do potencial de acdo, bem como o periodo refratario efetivo, e como consequéncia aumenta a
propensdo as EADs (Matsuda et al., 1982; Pallandi, Perry e Campbell, 1987; Tarr et al., 1994).

Estudos in vitro em cardiomidcitos ventriculares de animais demonstraram que as ROS
diminuem a densidade da corrente transitoria de efluxo de K* (Iktw) (Korge, Ping e Weiss, 2008;
Li et al., 2008). Esta reducdo na densidade de Ikw ocorre devido a reducéo da expresséo de
RNAmMm e das proteinas das subunidades o dos canais Kva.2, Kva.3 e da proteina acesséria KChlP2
causada pelas ROS (Li et al., 2008). Em decorréncia destas alteracdes, ocorre o prolongamento
do potencial de agdo, do intervalo QT, reducéo do periodo refratario e o surgimento de arritmias
(Bianchi et al., 2000). A regulacdo das Ikw através das ROS se da de forma dependente da PKC
(Chiarugi, 2005), visto que a PKC aumenta o tempo de inativagdo e diminui o tempo de
recuperacdo da inativacdo de Ikw (Nakamura et al., 1997). Podendo estas terem sido as
alteracBes moleculares e eletrofisioldgicas que ocorreram no nosso estudo.

Apesar do exercicio fisico aumentar estas adaptacbes maléficas a curto e longo prazo
(Aschar-Sobbi et al., 2015; Benito et al., 2011; Guasch et al., 2013; Lakin et al., 2019), estes
efeitos sdo reversiveis, alcancando a mesma susceptibilidade a eventos arritmicos que
sedentérios apos um periodo de interrupcao total do treinamento, o destreinamento (Benito et
al., 2011; Guasch et al., 2013).

Apesar do rigido controle empregado na execucdo deste estudo, devido a limitagdes
financeiras e estruturais, ndo foi possivel realizarmos o treinamento por periodo prolongado,
bem como ndo pudemos investigar o desenvolvimento de arritmias espontaneas. Através do
presente estudo, podemos levantar perspectivas de estudos futuros que investiguem o papel da
inflamacéo, além das espécies reativas de oxigénio, sobre os canais i6nicos que levaram ao
aumento da susceptibilidade as arritmias ventriculares causadas pelo treinamento de forca de

alta intensidade e alta frequéncia de treino semanal.
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7. CONCLUSAO

Os achados da presente tese demonstram, pela primeira vez na literatura, que o
treinamento de forca aumenta a susceptibilidade as arritmias ventriculares em ratos saudaveis.
Além disso, este efeito é dependente da intensidade e do volume de treino semanal. O
treinamento realizado com alta intensidade e alta frequéncia semanal aumenta a incidéncia das
formas mais severas das arritmias, e este aumento esta associado a alterages na condugao
elétrica cardiaca e ao aumento de espécies reativas de oxigénio. Assim, analisando o conjunto
de resultados obtidos na presente tese, podemos apontar que o aumento da NOX4, que
possivelmente causa 0 aumento da producéo de espécies reativas de oxigénio, juntamente com
0 aumento de triadina, a reducdo do gene Kcnd3 e o prolongamento do intervalo QT, s&o os

potenciais substratos para a geracao de arritmogénese causada pelo treinamento de forca.
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