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RESUMO

A insuficiéncia cardiaca cronica (ICC) ¢ caracterizada pela disfun¢do ventricular esquerda que
resulta em uma fun¢do hemodinamica anormal e em uma reducdo da capacidade funcional
tanto do miocéardio quanto da musculatura esquelética. A ICC deriva de uma lesdo no coragao
que resulta na diminui¢ao da funcao ventricular e diminuigao progressiva do débito cardiaco.
O débito cardiaco, gerado pela ICC, ¢ insuficiente para satisfazer as demandas metabdlicas,
causando dano muscular periférico. Entre as consequéncias clinicas dessa patologia,
destacam-se a reducdo da capacidade funcional e a ma qualidade de vida. Essas implicagdes
parecem ndo estar totalmente relacionadas a funcao cardiaca, mas muito dos sintomas sdo
hoje atribuidos a anomalias do musculo esquelético e da funcdo vascular. Nesse sentido, a
aplicacdo de um protocolo de exercicio fisico e de estimulagdo elétrica do musculo
esquelético sdo procedimentos, ndo farmacologicos, importantes no tratamento da ICC, pois
contribuem para a melhoria clinica e demonstram reduzir a mortalidade e morbidade de
pacientes que sofrem dessa patologia. Ademais, ha uma escassez de estudos relativos a
compreensdo das bases morfologicas que comparem esses dois tipos de abordagens
terapéuticas. Dessa forma, o presente projeto tem por finalidade a andlise dos efeitos da
eletroestimulacdo e do exercicio fisico sobre os parametros histoquimicos que refletem o

metabolismo da musculatura esquelética em um modelo experimental de ICC.

Palavras-chave: Insuficiéncia cardiaca. Musculo esquelético. Exercicio fisico.

Eletroestimulagao.



ABSTRACT

Chronic heart failure (CHF) is characterized by left ventricular dysfunction that results in
abnormal hemodynamic function and in reduction of the functional capacity of both the
myocardium and the striated skeletal muscle. CHF is generated by a heart lesion that leads to
reduced ventricular function and progressive reduction in cardiac output. The cardiac output
generated by CHF is unable to meet metabolic demands, so causing muscular damage. Of
particular note among the clinical consequences of this pathology are the reduction in the
functional capacity and poor quality of life. These implications are not necessarily directly
related to cardiac function and today many symptoms are attributed to anomalies of the
striated skeletal muscle and vascular function. Therefore, a physical exercise and electrical
stimulation of striated skeletal muscle are important non pharmacological procedures in the
treatment of CHF, since they contribute to patient clinical improvement and have been
showed to reduce mortality and morbidity in patients suffering from this pathology.
Furthermore, there is a scarcity of studies related to the comprehension of the morphological
bases that compare these two therapeutic approaches. Thus, the purpose of the present project
is to analyze the effects of electrical stimulation and physical exercise on the histochemical
parameters that reflect the metabolism of striated skeletal muscle in a experimental model of

CHF.

Key words: Heart failure. Striated skeletal muscle. Physical exercise. Electrical stimulation.
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1 INTRODUCAO

1.1 Insuficiéncia cardiaca

A insuficiéncia cardiaca cronica (ICC) ¢ uma sindrome incapacitante causada por uma
série de anormalidades cardiacas, sendo comumente relacionada a cardiopatia isquémica ou
hipertensao (MCKELVIE, 2008). A ICC ¢ um dos disturbios cardiovasculares mais comuns
na sociedade ocidental. Devido ao tratamento mais eficaz desse tipo de patologia, o nimero
de pacientes que vivem com infarto € crescente (JONSDOTTIR et al., 2006).

Fisiopatologicamente, a ICC acarreta prejuizo inicial para o coracdo resultando na
diminui¢ao da musculatura do ventriculo esquerdo (VE) e gradual reduc¢ao no débito cardiaco.
Eventualmente, a quantidade de sangue, que ¢ bombeada pelo coragdo, ¢ insuficiente para o
fornecimento de perfusdo sanguinea para suprir as necessidades metabolicas (KITZMAN et
al., 2008; DUSCHA et al., 2008). As consequéncias clinicas dessa patologia podem incluir
dispnéia, fadiga, intolerancia ao exercicio, anomalias no fluxo sanguineo periférico, disfung¢ao
endotelial, anomalias na musculatura esquelética e anormalidades respiratorias (MCKELVIE,

2008; JONSDOTTIR et al., 2006; KITZMAN et al., 2008; DUSCHA et al., 2008).

1.2 Efeitos da ICC na musculatura esquelética

Mais de duas décadas de pesquisas demonstram que os danos gerados pela ICC sdo
muito complexos e suas anormalidades se estendem a outros sistemas além do coracdo. Entre
seus efeitos sist€émicos, a ICC tem impacto negativo sobre o fluxo sanguineo periférico e
sobre o metabolismo oxidativo do musculo esquelético (MCKELVIE, 2008; DUSCHA et al.,
2008). Estudos recentes comprovam que pacientes com insuficiéncia cardiaca frequentemente
exibem respostas metabdlicas anormais no musculo esquelético, em resposta ao exercicio
fisico, incluindo o uso deficiente de oxigénio (O,) e um inicio precoce do metabolismo
anaerobio (FANG; MARWICK, 2003). Entretanto, alguns estudos demonstram que essa

intolerancia ao exercicio nao estd correlacionada somente com a funcdo cardiaca dos



pacientes com ICC, muitos dos sintomas sdo atribuiveis a anomalias no musculo esquelético e
na funcao vascular (JONSDOTTIR et al., 2006; FANG et al., 2003).

A disfuncao endotelial, observada em pacientes com ICC, causa contracao dos vasos e
aumenta a resisténcia vascular, o que reduz o suprimento de sangue para a musculatura
esquelética, contribuindo para a ma fun¢do muscular e seus sintomas (JONSDOTTIR et al.,
2006). A disfuncdo hemodinidmica, induz ao desenvolvimento de alteragdes musculares
estruturais e funcionais que, por sua vez, estao relacionados com a diminui¢ao da capacidade
funcional, o estresse oxidativo muscular (DOBSAK et al., 2006a) o aumento de citocinas
inflamatorias, bem como a reducdo da atividade de citocinas antiinflamatorias (NUNES et al.,
2008). Desse modo o aumento da funcdo endotelial e da vascularizagdo da musculatura
esquelética e cardiaca pode resultar em melhorias do ventriculo esquerdo € do musculo
esquelético (FANG; MARWICK, 2003).

Importantes alteragdes histologicas e bioquimicas do musculo esquelético foram
identificadas em pacientes com insuficiéncia cardiaca de longa dura¢do (SULLIVAN et al.,
1990; KINDIG et al., 1999). Estudos confirmam que pacientes com ICC apresentam uma
diminui¢do da massa muscular a da area transversal muscular, quando comparados com
individuos saudaveis (DUSCHA et al., 2008).

Assim, a reducdo da capacidade funcional do musculo esquelético ¢ a principal
caracteristica dos pacientes com ICC e estd comumente associada com a reducdo da qualidade

de vida e ao mau prognoéstico (JONSDOTTIR et al., 2006; KITZMAN et al., 2008).

1.3 Alternativas terapéuticas na ICC

1.3.1 Exercicio fisico (EF)

Estudos clinicos demonstram que o aumento da perfusdo sanguinea sistémica
(periférica), em pacientes com ICC, esta associado ao aumento da sobrevida. No entanto, as
terapias farmacoldgicas, que aumentam a funcdo ventricular esquerda, estdo associadas com
um aumento na mortalidade. Por outro lado, dados comprovam que a atividade fisica
monitorada ¢ um importante fator de melhora da funcao periférica na ICC, tanto em modelos

animais como em humanos sem aumento na mortalidade (NUNES et al., 2008). O



treinamento fisico induz adaptagdes que provaram ser benéficas para o aumento na
capacidade funcional e melhorias no musculo esquelético em humanos (JONSDOTTIR et al.,
2006; DUSCHA et al., 2008). A melhoria da fun¢cdo muscular, através de exercicios fisicos,
pode favorecer a nutricdo do musculo esquelético. O treinamento fisico reverte a
vasoconstri¢ao periférica, melhora o fluxo sanguineo para o musculo em exercicio e retarda o
aparecimento do metabolismo anaerdbico no musculo esquelético (FANG; MARWICK,
2003).

Estudos recentes evidenciam que o treinamento fisico pode reverter as alteragdes
patologicas em pacientes com ICC. Relatos feitos durante a ultima década demonstram os
beneficios do exercicio na capacidade funcional, ventilagdo, estado metabodlico, controle
autonomo da frequéncia cardiaca (FC) e outros parametros, incluindo o desempenho do
musculo esquelético e funcdo endotelial deficiente (DOBSAK et al., 2006a). Dados atuais
mostraram inclusive que o treinamento fisico reverte a intolerancia ao exercicio, melhora a
qualidade de vida (KITZMAN; GROBAN, 2008), o débito cardiaco e aumenta o
fornecimento de sangue necessario para a demanda metabdlica do musculo esquelético

(DUSCHA et al., 2008).

1.3.2 Eletroestimulacio (EE)

Um grande niimero de novas estratégias de treinamento vem sendo descritas, como a
estimulagdo elétrica funcional (DOBSAK et al., 2006a; DOBSAK et al., 2006b; HARRIS et
al., 2003) e o treinamento da musculatura inspiratoria (DALLAGO et al., 2006). Exercitar um
pequeno grupo muscular pode otimizar a perfusdo muscular durante a estimulacdo e
estabelecer uma baixa demanda do coracdo em relagdo ao trabalho do corpo inteiro
(QUITTAN et al., 1999). A estimulagdo elétrica ¢ um método de exercicio que requer menos
capacidade funcional para fazé-lo e pode ser executado por pacientes incapazes de realizar um
treinamento convencional devido aos seus sintomas de ICC e/ou a outras comorbidades como,
por exemplo, pacientes com escoliose, distrofia muscular e paraplegia (HARRIS et al., 2003).

Numerosos estudos enfocam os efeitos da estimulacdo elétrica de baixa frequéncia
(EEBF) no musculo esquelético de mamiferos. Durante a atividade fisica, as unidades
motoras sdo ativadas hierarquicamente, mas a atividade do musculo induzida pela estimulacao

elétrica ndo ¢ natural porque ignora o recrutamento fisioldgico e ativa todas as unidades
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motoras simultaneamente. Em outras palavras, a estimulacao elétrica pode atingir um nivel de
trabalho mais intensivo do que qualquer tipo de exercicio (DOBSAK et al., 2006a).

Deste modo, a EEBF pode ser considerada um método seguro de treinamento fisico,
sem efeitos colaterais. A EEBF dos membros inferiores pode melhorar a for¢ca muscular e,
provavelmente, o suporte sanguineo para o musculo estimulado. Um programa de reabilitagao
baseado nesse método pode ser uma alternativa ao exercicio convencional para a melhoria da

qualidade de vida de pacientes com ICC (DOBSAK et al., 2006a).

1.4 Importéncia e justificativa da realizaciio do projeto

A implementagdo deste estudo fundamenta-se no fato de que a insuficiéncia cardiaca
de baixo débito, gerada por infarto agudo do miocardio (IAM), tem grande incidéncia e
prevaléncia na populacao ocidental; s6 no Brasil, 1.112.054 interna¢des ocorreram no ano de
2008 devido a doengas do aparelho circulatério (BRASIL a) e 72.174 6bitos foram registrados
por infarto do miocardio nesse mesmo ano (BRASIL b). Apesar dos avancos nos tratamentos
farmacologicos, o prognostico na insuficiéncia cardiaca continua escasso e as taxas de
morbidade e mortalidade em pacientes com insuficiéncia cardiaca grave permanecem
relativamente elevadas (JONSDOTTIR et al., 2006). Devido ao dano cardiaco gerado, as
conseqiiéncias clinicas dessa patologia sdo quase que invariavelmente acompanhadas de uma
reducdo e incapacidade da musculatura esquelética. Neste sentido, a aplicacdo de um
protocolo de exercicio fisico e de estimulacao elétrica pode ser uma importante alternativa na
reabilitagdo muscular destes pacientes, melhorando o prognostico dos mesmos.

Contudo, sdo escassos os estudos relativos a compreensdo das bases morfoldgicas que
comparem esses dois tipos de abordagens terapéuticas. Portanto, esse estudo apresenta

extrema relevancia e carater inovador.

2 OBJETIVOS

Objetivo geral
Analisar os efeitos do exercicio fisico e da eletroestimulacdo sobre parametros
histoquimicos que refletem o metabolismo da musculatura esquelética de ratos com

insuficiéncia cardiaca induzida por infarto do miocardio.
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Objetivos especificos

Avaliar, quantitativamente, os musculos soleo e extensor longo dos dedos, quanto a:
A) éarea transversal muscular;
B) densidade de fibras musculares;
C) area das fibras musculares;

D) densidade de vasos sanguineos.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Local e periodo de execuc¢io do projeto

A parte experimental do presente projeto serd executada no Laboratorio de Biologia
Celular e Tecidual da Faculdade de Biociéncias da PUCRS no periodo de julho de 2010 a
julho de 2012.

3.2 Aspectos éticos

A manutencdo dos animais e a execucdo dos experimentos seguirdo normas e condi¢des
experimentais estabelecidas pela Lei Arouca que regulamenta o uso de animais em experimentos
cientificos, a fim de propiciar um ambiente adequado para o bem-estar dos mesmos.

O projeto sera encaminhado a comissao cientifica da FaBio e, quando aprovado, sera

submetido a0 Comité de Etica para o Uso de Animais da PUCRS (CEUA-PUCRS).

3.3 Animais

Para este estudo serdao utilizados 80 ratos machos Wistar provenientes da Fundagao

Estadual de Produgdo e Pesquisa em Saude (FEPPS). Os animais serdo alojados no vivario da
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Faculdade de Biociéncias da PUCRS (um animal por caixa, afim de evitar que os mesmos
retirem os eletrodos implantados), a uma temperatura de 21+1°C, em um ciclo de claro/escuro
de 12h/12h e recebendo agua e comida ad libitum.

Experimentos similares realizados em nosso grupo de pesquisa (DE LEON et al.,
2010), demosntraram que com um 7 experimental de 6 animais por grupo, ¢ possivel a
obtencdo de um poder de teste estatistico acima de 80%. Considerando-se que a perda de
animais, relacionado aos procedimentos experimentais, ¢ de cerca de 20%, serd utilizado um n
amostral de 10 animais por grupo no intuito de obtermos um poder estatistico adequado,
evitando replicagdes desnecessarias.

Os animais serdo divididos em grupos com n=10, da seguinte maneira:

Legenda: IAM (Infarto agudo do miocardio); EE (Eletroestimulagdo); EF (Exercicio fisico)

Controle
Grupos sem IAM | EE
n=40 EF
EE+EF Total
SHAM n=80
Grupos com IAM | IAM + EE
n=40 IAM + EF
IAM + EE+EF

3.4 Inducio do Infarto agudo do miocardio

Os ratos serdo anestesiados por injegdo intra-peritoneal de xilazina (Smg/kg”) e
ketamina (62mg/kg"') (DESAULNIERS; LAVOIE; GARDINER, 2004), entubados e
ventilados artificialmente com uma freqiiéncia respiratéria de 60 respiragdes por minuto. O
IAM seré induzido conforme previamente descrito (PFEFFER et al., 1979). O coracdo sera
exposto através de uma toracotomia esquerda entre as costelas quatro e cinco. Para os animais
em que o IAM serd induzido, uma sutura de mono nylon serd passada na principal artéria
coronaria descendente, em um ponto entre 1 e 2 mm distantes a borda do atrio esquerdo e

entdo a artéria coronaria esquerda sera ligada. Os animais nao submetidos ao infarto serdao
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operados e submetidos ao mesmo procedimento, porém sem a ligacdo da artéria corondria.
Somente o grupo controle ndo serd operado. O térax serd fechado e a pele suturada. Apos a
cirurgia de infarto do miocérdio, os ratos terdo um minimo de 3 semanas de recuperagao.

A eficacia do protocolo de inducdo do IAM serd verificada por branqueamento do

tecido e mudangas no eletrocardiograma (THOMAS; HUDLICKA, 1999).

3.5 Implantacio do eletrodo

Apo6s 3 semanas, um segundo procedimento cirirgico sob anestesia (como descrito na
secdo anterior) sera realizado em todos os ratos (exceto no grupo controle), em que eletrodos
de ago inoxidavel serdo implantados na perna esquerda, nas proximidades do nervo peroneal
(fibular). Os fios formardo tineis sob a pele até a regido interescapular, onde serdo
exteriorizados e fixados a pele com um pedaco de velcro. Os fios serdo ligados a um
estimulador externo (Neurotech Shannon, Irlanda), através de “leds” e serdo cobertos com
outro pedago de velcro quando os animais ndo estiverem sendo estimulados (THOMAS;
HUDLICKA, 1999). Os animais dos grupos IAM+EF e EF serdo submetidos a cirurgia, mas
ndo serdo submetidos ao protocolo de estimulagdo elétrica.

Apo6s as duas intervengdes cirrgicas, todos os animais receberdo um antibiotico de
amplo espectro (enroflaxin, 2,5 mg/ImL) por 4 dias; e para minimizar o desconforto, sera
administrado buprenorfina, 2,51g/0,1 mL, duas vezes ao dia, durante igual periodo

(THOMAS; HUDLICKA, 1999).

3.6 Protocolo de estimulacio elétrica

A estimulagdo elétrica serd iniciada no dia seguinte ao implante do eletrodo. Os
animais dos grupos IAM+EE e EE serdo submetidos a um protocolo de adaptagdo de 3, 6 ¢ 9
segundos de contragdo, com 30 segundos de descanso apos cada periodo de contragdo. Apods
este periodo de adaptagcdo, os animais serdo submetidos a um protocolo de 30 minutos de
estimulagdo por dia, constituido por 15 segundos de contragao e 30 segundos de intervalo, que

serdo realizados 5 dias por semana, durante 4 semanas. Neste protocolo, os animais serdo
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estimulados sem anestesia, ¢ com tensdo suficiente para produzir contragdo maxima na
palpacdo do animal, sem causar qualquer desconforto aparente (THOMAS; HUDLICKA,
1999). Os estimulos terdo uma freqiiéncia de 30 Hz, a uma corrente de 4 mA com um pulso

de duragao de 0,3ms (BOONYARON et al., 2009).

3.7 Protocolo de exercicio fisico

O protocolo de exercicio fisico também sera iniciado no dia seguinte ao implante dos
eletrodos. Os animais dos grupos IAM+EF e EF serdo for¢ados a andar em uma esteira
horizontal — Treadmill LE 8706 LETICA, Espanha — (ASENSIO-PINILLA et al., 2009) a
uma velocidade de 5Sm/min, durante dois periodos de 30 min com um intervalo de 10 min de
descanso entre eles. Os exercicios serdo realizados durante 2 horas por dia, 5 dias por semana,
durante 4 semanas.

Os animais dos grupos IAM+EE+EF ¢ EE+EF serdo submetidos ao protocolo de EE

durante as duas primeiras semanas e ao protocolo de EF nas duas semanas seguintes.

3.8 Coleta dos miisculos

Ap6s as 4 semanas de aplicagdo dos protocolos de eletroestimulacdo e/ou exercicio
fisico, os animais serdo eutanasiados por overdose de anestésicos (xilazina e ketamina)
(WILLEMS; STAUBER, 2009). Os musculos soleo e extensor longo dos dedos da perna
dianteira esquerda sera cuidadosamente dissecado. As amostras dos musculos serdo fixadas
em formol 10% tamponado, por um minimo de 3 dias. Apds, as amostras serdo emblocadas

em parafina, orientadas para a sec¢ao transversal.

3.9 Procedimentos histologicos

Usando um micrétomo (Leica RM-2255 - Alemanha), os musculos serdo
transversalmente seccionados (3 um), as laminas serdo montadas, e entdo coradas com

hematoxilina-eosina (HE).
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Imagens digitalizadas das sec¢cdes musculares serdo obtidas utilizando um microscopio
Olympus BX 50 (4x e 20x), acoplado a uma camera de video (Leica DC 300F) através do
software Leica Image 50 (IM50). As imagens obtidas serdo analisadas usando o software
Image Pro Plus (Image Pro-Plus 6.1, Media Cybernetics, Silver Spring, EUA). Pelo menos 10
imagens serdo analisadas de cada musculo por animal. A area transversal do musculo e a area
das fibras musculares serdo estimadas usando a técnica de contagem de pontos
(GUNDERSEN et al.,, 2009). A densidade das fibras musculares (nimero de fibras
musculares/mm?) ¢ a densidade de vasos sanguineos (nimero de vasos sanguineos que podem
ser claramente distinguidos em sec¢des coradas com HE/mm?) serdo estimadas utilizando um
protocolo previamente descrito (XAVIER et al., 2005). Resumidamente, um quadrado,
denominado 4rea de interesse (AOI) serd criado e sua area sera medida. Essa AOI sera
sobreposta em cada imagem a ser analisada. As fibras musculares e vasos sanguineos
localizados no interior de cada quadrado ou interceptados pela parte superior e/ou borda
esquerda da AOI serdo contados, as fibras musculares e os vasos sanguineos que cruzarem a
parte inferior e/ou borda direita da AOI nao serdo contados. A densidade de fibras musculares
e de vasos sanguineos sera obtida utilizando a seguinte equagdo: densidade de fibras ou vasos

sanguineos = numero total de fibras ou vasos sanguineos contados na AOI / area da AOL.

3.10 Analise estatistica

Os dados serdo analisados usando uma analise de varidncia (ANOVA) de uma via,
seguida de post-hoc adequado a distribui¢do dos dados encontrados, sendo que o nivel de
significancia sera estabelecido em P<0,05. A analise dos dados sera feita pelo programa SPSS

11.0 (SPSS 11.0 for Mac OS X).

4 RESULTADOS ESPERADOS E PERSPECTIVAS

De maneira geral, pacientes com ICC convivem com profundas limitagcdes na
atividade motora, inclusive didria, ¢ uma ma qualidade de vida (FANG; MARWICK, 2003).

As limitag¢des funcionais causadas pela ICC sdo determinadas por uma combinacdo de fatores
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que incluem mau desempenho cardiovascular, deficiéncias do musculo esquelético e resposta
ventilatoria anormal (NUNES et al., 2008).

Em relacdo a esses aspectos, estudos recentes demonstram importantes melhorias na
capacidade funcional e na qualidade de vida de pacientes com ICC submetidos tanto a
protocolos de exercicio fisico, quanto a estimulagdo elétrica. Dessa forma, a realizagdo do
presente projeto busca elucidar as altera¢cdes morfoldgicas, se presentes, sofridas no musculo
esquelético do grupo de animais com ICC submetidos aos protocolos de exercicio fisico e de
estimulagdo elétrica, comparado ao grupo sem tratamento. Compreendendo as bases
morfoldgicas da musculatura esquelética e de suas alteragdes nessa patologia, sera possivel

aperfeigoar o prognostico e o tratamento de pacientes acometidos por essa doenga.
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APENDICES

APENDICE A - Orgamento

Material de consumo
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Material Quant. Valor Valor total
unitario

Ratos Wistar machos 80 12,00 960,00
Laminas histolégicas (24 X 75 X 150mm) 5 caixas 7,00 35,00
Laminulas (24 X 32 mm) 5 caixas 8,00 40,00
Caixa porta laminas 5 15,00 75,00
Xilazina 3 frascos 23,00 69,00
Cetamina 1 frasco 47,00 47,00
Material Cirargico (agulha, linha de sutura) - - 85,00
Luva cirurgica 8 caixas 12,00 96,00
Etanol 10 litros 6,50 65,00
Velcro 1 metro 17,00 17,00
Enroflaxin 150mg - 37,80
Buprenorfina 8mg - 53,00
Reagentes - - 135,00
Paraformaldeido 3 litros 12,00 36,00
Entellan 100 ml 185,00 185,00
Xilol 3 litros 15,00 45,00
Parafina 1 kg 12,00 12,00
Hematoxilina 1 litro 140,00 140,00
Eosina 1 litro 53,00 53,00
Material bibliogréafico - - 40,00
Total 2.225,80

Além dos materiais mencionados, outros recursos necessarios para a execugao do

presente projeto serdo utilizados, tais como: estufa (0 a 100°C), micrétomo, esteira,

estimulador, eletrodos, microscopio com camera de video acoplada e softwares. Esses

equipamentos encontram-se disponiveis no Laboratorio de Biologia Celular e Tecidual da

Faculdade de Biociéncias da PUCRS.
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