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Gabriel Iraha, Leila Dal Poggetto e Priscila Formaggio. Com vocés refleti mais sobre
0s meus dados, tive novamente a oportunidade de orientar e incentivo para me aprimorar
cada vez mais. Obrigada pela vivéncia juntos e pela amizade. Agradeco também a todos
os aprimorandos que passaram nestes anos, pelo auxilio no treinamento fisico dos
pacientes e pela forma carinhosa com que os tratavam.

Ao amigo Claudio da bioengenharia clinica pelo suporte técnico dos
equipamentos do laboratorio ‘“em tempo real”, sempre que precisavamos. E aos
funcionarios da coleta de sangue, em especial Hugo, José e Marli. Obrigada a todos
vocés também pela amizade, apoio incentivo e por tornarem os momentos de utilizagéo
destes servicos, prazerosos e animados com conversas sobre a vida.

As queridas secretarias da Unidade de Reabilitacio Cardiovascular e Fisiologia
do Exercicio Fabiana Guimardes, Mari Santos, Ménica Marques, Rosangela Aureliano
e Sandra Sino. Vocés sao o primeiro contato dos nossos pacientes com a Unidade para
a realizacdo dos exames, gostaria de agradecer todo carinho e respeito. Além de toda
disponibilidade em resolver os problemas burocraticos do cotidiano e pela alegria
contagiante no auxilio das comemoracdes da Unidade. Adoro vocés! Obrigada por todo
carinho, amizade e apoio em todos 0s momentos!

As secretarias da Comissdo Cientifica do Incor, Elaine Lagonegro e Fabiana
Panham, pela eficiéncia e responsabilidade nas questdes referentes ao projeto, sempre
com gentileza e carinho. Obrigada pela torcida de sempre.

Aos mestres que tive em toda minha formagéo académica desde a graduagéo na
Universidade Estadual da Paraiba, mestrado na Universidade Federal de Pernambuco,
doutorado na FMUSP e disciplinas no ICB da USP. Vocés foram as minhas inspirac¢oes
para seguir nesta area académica, tentando sempre o equilibrio na medida do possivel
entre a docéncia, pesquisa e a assisténcia. E aos ndo menos importantes mestres da época
do Colégio Damas, vocés fundamentaram em mim o prazer e o habito de estudar.

As amigas do colégio para a vida, Elen Borba, Elisabeth Tolke, Fernanda
Albuquerque e Luedja Karla. Compartilhamos virtualmente nosso dia a dia, alegrias e
tristezas, e nada mais justo do que compartilhar esta grande bengdo com vocé também.

Agradeco em especial aos amigos que abriram as portas de suas casas para mim
nas diversas cidades que morei: Zuleika Amaral e familia (Netinho, Marielza, Tito,
Marinalva, Ageu e Juca); Patricia Karla, tia Coca e Emily; Valdilene Laudelino e familia
(Valéria, D. Geni Alves e Berg); Jodo Batista e Sdnia; Milka Santana e sua querida mée,
D. Antbnia; as Profas. Dras. Amparo Andrade, Anna Myrna Jaguaribe e Caroline
Wanderley; Hélio e Monalisa; e, Tatiane e Paulo. Nenhuma palavra seria capaz de
descrever todo o carinho e consideracdo que tenho por vocés. Vocés se tornaram
extensdo da minha familia e mesmo distante, louvo ao Senhor todos os dias pela presenca
de vocés em minha vida.

Por fim, o doutorado sanduiche sé se realizou pelo incentivo, trabalho e apoio de
varias pessoas, as quais serei terenamente grata.

A Profa. Dra. Ludhmila Abrah&o Hajjar, coordenadora da P6s-Graduagdo em
Cardiologia. Conheci poucas mulheres com tamanha garra, ousadia e determinacéo. Seu
comprometimento com o crescimento da Po0s-Graduacgdo, o incentivo e a luta pela
oportunidade de internacionalizacdo para todos os alunos, seu fascinio pela ciéncia e



Agradecimentos

dinamismo nas discussdes durante as reunides da pds-graduacdo durante meu periodo
de representante discente, sdo inspirac6es para toda a minha vida!

As secretarias da Pos-Graduagdo em Cardiologia, Neusa Dini, Juliana
Lattari,Ménica Souto e Valdecira Barbosa, pela agilidade e eficiéncia em todas as
questBes burocraticas, permitindo a liberacdo de todos os documentos necessarios
dentro do prazo. Também pela alegria compartilhada com cada conquista, em cada
comemoracao. A Secretaria € a interface da Pés-Graduacgédo com o aluno, e ndo poderia
ter melhor qualidade. Mais um motivo para o sucesso da Pés!

Ao doutorando Anderson Aoki, meu amigo, foi um prazer compartilhar toda a
vivéncia e aprendizado que a Representacdo Discente proporciona!

A Dra. Juliana Caldas, por ter me incentivado inimeras vezes e me auxiliado em
toda a documentacd@o necessaria para concorrer ao doutorado sanduiche. Ju, acreditei
quando vocé falou que “estava sentindo que eu ia conseguir’ e gragas a Deus, deu certo
mesmo! N&o tenho palavras para agradecer, amiga! Além disso, vocé é um exemplo de
dedicagdo, perseveranga e “hard work”. Brilhara onde estiver!

J& em Toronto, agradeco ao meu co-orientador, Prof. Dr. Scott Thomas, por me
receber em seu laboratorio, sob sua supervisdo, mesmo apds quase dois anos de
tentativas. Pelo respeito e carinho com que me tratou durante todo o meu periodo de
estagio. Obrigada pela oportunidade de analisar e discutir dados da minha tese com um
pesquisador com a sua expertise e exceléncia na area, participar da elaboragao de novos
projetos e contribuindo de forma enriquecedora para minha tese.

Gostaria de agradecer aos amigos que fiz no “Training & Performance
Laboratory” da Universidade de Toronto, em especial a Rachel Micay, Gerome Manson,
Rob, Dan Merino e Steph. Minha gratiddo vai muito além da oportunidade de aprender
novos exames e analises! Obrigada pelo carinho, cuidado, e por tdo rapidamente terem
me inserido nos exames do laboratdrio, na discussdo de dados dos projetos, no grupo de
whatsapp do laboratdrio e em todas as comemoracdes.

As queridas ‘“roommates” Elisangela da Silva e Mara Reis. O Senhor
providenciou as melhores companhias para mim em Toronto! Dividimos todos os dias
nossas experiéncias de vida, sonhos, alegrias... porque ndo havia tristeza perto de vocés!
Guardarei todos os momentos e as boas risadas para sempre em meu coracao!

A Prof. Dra. Maria do Socorro Brasileiro-Santos, pela oportunidade de pela
segunda vez receber suas orientacdes. Vocé que me orientou no mestrado, através da sua
parceria com a Universidade de Toronto me deu novamente a oportunidade de desfrutar
de toda a sua expertise e grande conhecimento nesta area na discussdo dos dados. Muito
obrigada pela confianca de sempre, pelas longas conversas ao telefone sobre os valores
da vida e também sobre ciéncia. Agradeco imensamente sua amizade e tudo o que aprendi
e aprendo com vocé ao longo de todos estes anos.

Aos amigos que encontrei nesta cidade, em especial a Kénia, Ivoni e Darlon
Almeida, e a Dorinha e Sergio Silva. Obrigada pelo carinho, cuidado, momentos
maravilhosos e passeios de fins de semana para conhecer Toronto e as cidades vizinhas.
Obrigada pela confianga, amizade e tdo prontamente me acolherem.

A FAPESP pela colaboracdo financeira para a pesquisa (#2010/50048-1). Ao
CNPQ pela concessé@o da bolsa de doutorado (#142179/2013-2) e reserva técnica que
viabilizou o privilégio de apresentar alguns dados da minha tese no congresso da FASEB



Agradecimentos

2016, em San Diego. E a bolsa PDSE/CAPES (88881.135917/2016-01), pela concessao
da bolsa para doutorado sanduiche.

Ao Instituto do Coracdo (HC-FMUSP) pela estrutura académico-cientifica que
proporcionou meu crescimento durante todo este periodo.

Aos pacientes desta tese, fonte de inspiracdo na busca do conhecimento. Se
dedicaram com entusiasmo aos horarios de treinamento fisico, mesmo diante da rotina
de trabalho, dos compromissos pessoais e muitas vezes, da distancia. Espero que esta
tese seja um pequeno auxilio, para juntamente com outros trabalhos, melhorar a
assisténcia oferecida a voceés.

“Ha amigo mais chegado que irmdo”. Finalizo agradecendo a todos os meus
amigos, independente do tempo e da distancia, esta vitoria é nossa!



Epigrafe




Epigrafe

“Tudo é possivel ao que cré”

Marcos 9:23



Epigrafe

6

do paute sua vida, nem sua carreira, pelo dinheiro. Ame seu oficio com todo
coracdo. Persiga fazer o melhor. Tudo que fica pronto na vida foi construido antes, na
alma. Vocé foi criado para caminhar sempre, com um saco de interrogagdes na mao e

uma caixa de possibilidades na outra... E s6 o trabalho lhe leva a conhecer pessoas e
mundos que os acomodados ndo conhecerdo. Isso se chama sucesso.”

Nizan Guanaes



Normalizacdo Adotada




Normalizacdo Adotada

Esta tese esta de acordo com as seguintes normas, em vigor no momento desta
publicacao:

Referéncias: adaptado de International Committee of Medical Journals Editors
(Vancouver).

Universidade de S8o Paulo. Faculdade de Medicina. Divisdo de Biblioteca e
Documentacdo. Guia de apresentacao de dissertacdes, teses e monografias. Elaborado por
Anneliese Carneiro da Cunha, Maria Julia de A. L. Freddi, Maria F. Crestana, Marinalva
de Souza Aragao, Suely Campos Cardoso, Valéria Vilhena. 3a ed. Sdo Paulo: Divisdo de
Biblioteca e Documentacdo; 2011.

Abreviaturas dos titulos dos periddicos de acordo com List of Journals Indexed in

Index Medicus.



Sumario




Sumario

SUMARIO

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE TABELAS

RESUMO

ABSTRACT

SUMARIO

1 INTRODUGAO. ......oieieeeceeeeeee e tes s tes s s st s s 1

2 OBIETIVO .ttt ettt ettt be e nbe et nnee e 12
2.1 ODJELIVO GEIAL: ..ot 12
2.2 ODbjetivos €SPECITICOS: .....ciieieiiieieese e 12

3 CASUISTICA E METODOS......ociiieereeeeeesnesssssessssssssssssssssssssssesssssasssassssens 13
3.1 DeSENNO A0 BSTUD ....cueevieiiiieie sttt 13
3.2 CASUISTICA ..veevveneeeeete sttt bbbttt bttt b et 13
3.3 Medidas & ProCeIMENTOS .........ccuerueriiriiriiiiisiieie et 17

3.3.1  Programa de treinamento fiSiCO @erObICO .........cccvvveveeieieerice e 17
332 AVAHAGHES ... 18

3.4 Sequéncia EXPerimental...........cocooiiiiiiiiien e 33
3.5 ANALISE ESTALISICA. ..ottt 35

4 RESULTADOS ... oottt ettt st b et sae e b e raeeteas 37
4.1  Caracteristicas Pré-interVeNGAD .........ccoveerereeresierieesie et 37

4.2  Efeito do treinamento fisico aerébico na modulacdo autonémica cardiovascular



Sumario

4.3  AssociagOes entre as alteracbes da ANSM e as alteracGes na sensibilidade

barorreflexa cardiaca, atividade simpatica vasomotora e atividade simpética cardiaca

4.4  Efeito do treinamento fisico aerébico no tecido muscular esquelético............. 48
4.4.1 Efeito do treinamento fisico aerébico na area de seccdo transversa e na

distribuicdo dos tipos das fibras MUSCUIArES............ceoveieriieireie e 48

4.4.2 Efeito do treinamento fisico aerébico no metabolismo oxidativo das fibras

NYUSCUIBIES ..t e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e aeesaasesaaasasasasasssasasssssesseeanes 52

443 Efeito do treinamento fisico aerébico no estresse oxidativo das fibras

NYUSCUIBIES ..ttt et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeaaaens 53

4.4.4  Efeito do treinamento fisico aerébico na expressdao génica de Atrogin-1 e

MUuRF-1 na musculatura eSQUEIETICA ..........ccurueririririiieiseee s 54

45  Associacdo entre as alteragdes na ANSM e na expressao génica de Atrogin-1 e

MURF-1 no mMUSCUIO SQUEIELICO .......ccueeuiiiiieciece e 55
4.6 SUMArIO dOS rESUItAAOS .....c..evieiiiieiecsc e 56
5 DISCUSSAD ...ttt sttt 58
5.1  IMpPlcagBes CHNICAS .....cviviieieiiiieieese e 64
5.2 LIMITAGOES. .. ccueeeeititeit ettt 65
B CONCLUSAD ...ttt 66

T RETIEIENCIAS ..o 67



Listas




Lista de Figuras

Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura5.
Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

LisTA DE FIGURAS

Esquema resumido do controle barorreflexo da frequéncia cardiaca....... 6

DeSeNNO A0 ESLUAOD. ....c..oiviiiiiiiieieee et 14
Planejamento experimental. ...........ccocveiieiiieiie i 15
Técnica da microneurografia ..........ccccoeveeieiiiiie e 20
Exemplo de Um NEUIrOgrama ........ccueeveeiieeiiieesiesiee e siee e 20
Medida da presséo arterial batimento a batimento ..........c.ccccevveiieeinnnn, 21
Registro de Sinal da PA ..o 21
Protocolo de avaliagdo da sensibilidade barorreflexa cardiaca............... 23
Analise de regressao linear (resposta a infusdo de fenilefrina)............... 23

Anaélise de regressao linear (resposta a infusdo de nitroprussiano de s6dio)

................................................................................................................. 24
Pletismografia de 0CIUSE0 VENOSA ...........ccveiiiiriieie e 25
Procedimento da bidpsia do musculo vasto-lateral...............c.ccovvvennenn 27

Fluxograma das visitas e avaliagdes realizadas no inicio e ao término do
PrOTOCON0 ... 35
Capacidade funcional (VO3 pico) em pacientes submetidos ao treinamento
fisico aerdbico (ChT) e ndo submetidos ao treinamento fisico aerébico
O]V TP 41
Atividade nervosa simpéatica muscular (ANSM) em repouso em pacientes
submetidos ao treinamento fisico aerébico (ChT) e ndo submetidos ao
treinamento fisico aerdbico (CANT). ....covoiiiiiiriee e 42
Grafico de regressdo linear para sensibilidade barorreflexa cardiaca do

grupo ChT, durante aumento e queda da PAS. .........cccccveveiiveveeieciennns 45



Lista de Figuras

Figura 17.

Figura 18.

Figura 19.

Figura 20.

Figura 21.

Figura 22.

Figura 23.

Figura 24.

Grafico de regressdo linear para sensibilidade barorreflexa cardiaca do
grupo ChNT, durante aumento e queda da PAS. ........ccccoceiivveniieiiiennnn, 45
Fluxo sanguineo muscular da perna em repouso (FSM) em pacientes
submetidos ao treinamento fisico aerébico (ChT) e ndo submetidos ao
treinamento fisico aerobico (ChNT). ....covevviieirireeee e 46
Condutancia vascular da perna em repouso (CVP) em pacientes
submetidos ao treinamento fisico aerdbico (ChT) e ndo submetidos ao
treinamento fisico aerobico (CANT). ...ccvevviiiiiee e 47

Efeito do treinamento fisico aerobico pré e pds nas AST - Fibras tipo I.

Imunofluorescéncia pré e pos-treinamento fisico aerobico da area de
seccao transversa e tipos de fibras musculares do musculo vasto-lateral
(perna esquerda) em trés pacientes submetidos ao treinamento fisico
AEIODICO (CNT) it 51
Imunohistoquimica pré e pds-treinamento fisico aerdbico para a enzima
succinato desidrogenase de fibras musculares do musculo vasto-lateral
(perna esquerda) em trés pacientes submetidos ao treinamento fisico
AEIODICO (CNT) oot 52
Produtos da oxidacdo da dihidroetidina pré e pds-treinamento fisico
aerdbico de fibras musculares do masculo vasto-lateral (perna esquerda)

em trés pacientes submetidos ao treinamento fisico aerébico (ChT)...... 53



Lista de Figuras

Figura 25.

Figura 26.

Expressdo génica de Atrogin-1 em pacientes submetidos ao treinamento

fisico aerdbico (ChT) e ndo submetidos ao treinamento fisico aerdbico

Expressdo génica de MuRF-1 em pacientes submetidos ao treinamento
fisico aerdbico (ChT) e ndo submetidos ao treinamento fisico aerdbico

(S0 L TP 55



Lista de Tabelas

Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Tabela 7.

Tabela 8.

Tabela 9.

LisTADE TABELAS

e T80 =] €SSO R 33
Caracteristicas fisicas, clinicas e funcdo cardiaca dos grupos do periodo
PIE-INTEIVENGAD .. .evveve ettt sttt bbb re s nens 38
Parametros hemodinamicos e neurovasculares e capacidade funcional no
PEriodo Pré-iNterveNGaO........cccoerierieiieri st 39
Funcdo cardiaca e parametros hemodinamicos nos periodos pré e pos-
treinamento fisico aerébico ou seguimento cliniCo.........cc.cccvvvrvenane. 40
Variabilidade da frequéncia cardiaca e variabilidade da pressao arterial
sistdlica nos periodos pré e pos-treinamento fisico aerdébico ou
SEQUIMENTO CHINICO ...c.viiveiieieieiieiieieee e 43

Sensibilidade barorreflexa cardiaca nos periodos pré e pos-treinamento

fisico aerdbico ou seguimento CliNICO ........cccvovvveiieieiccee e 44
Regressdo linear bivariada.............cccoeveiiniiiiiiiiee e 48
Regressdo linear bivariada............cccooeieiiiiiiniiicceec e 56

Comparagdo dos resultados entre dois grupos ChT e ChNT ................ 57


file:///C:/Users/Paulo_Cruz/Documents/1TESE_Adriana-2017/Tese_Adriana%20Sarmento_3105.docx%23_Toc484068328
file:///C:/Users/Paulo_Cruz/Documents/1TESE_Adriana-2017/Tese_Adriana%20Sarmento_3105.docx%23_Toc484068328
file:///C:/Users/Paulo_Cruz/Documents/1TESE_Adriana-2017/Tese_Adriana%20Sarmento_3105.docx%23_Toc484068329
file:///C:/Users/Paulo_Cruz/Documents/1TESE_Adriana-2017/Tese_Adriana%20Sarmento_3105.docx%23_Toc484068329
file:///C:/Users/Paulo_Cruz/Documents/1TESE_Adriana-2017/Tese_Adriana%20Sarmento_3105.docx%23_Toc484068330
file:///C:/Users/Paulo_Cruz/Documents/1TESE_Adriana-2017/Tese_Adriana%20Sarmento_3105.docx%23_Toc484068330
file:///C:/Users/Paulo_Cruz/Documents/1TESE_Adriana-2017/Tese_Adriana%20Sarmento_3105.docx%23_Toc484068331
file:///C:/Users/Paulo_Cruz/Documents/1TESE_Adriana-2017/Tese_Adriana%20Sarmento_3105.docx%23_Toc484068331
file:///C:/Users/Paulo_Cruz/Documents/1TESE_Adriana-2017/Tese_Adriana%20Sarmento_3105.docx%23_Toc484068331
file:///C:/Users/Paulo_Cruz/Documents/1TESE_Adriana-2017/Tese_Adriana%20Sarmento_3105.docx%23_Toc484068332
file:///C:/Users/Paulo_Cruz/Documents/1TESE_Adriana-2017/Tese_Adriana%20Sarmento_3105.docx%23_Toc484068332
file:///C:/Users/Paulo_Cruz/Documents/1TESE_Adriana-2017/Tese_Adriana%20Sarmento_3105.docx%23_Toc484068333

Resumo




Resumo

REesumo

Cruz, ASO. Efeito do treinamento fisico na modula¢do autonémica cardiovascular e no
tecido muscular esquelético em pacientes com cardiopatia chagéasica e funcéo sistolica

preservada [tese]. S&do Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2017.

Introducdo: Pacientes com cardiopatia chagasica tém hiperatividade do sistema nervoso
simpético, piorando o0 prognoéstico destes pacientes. Estdo bem estabelecidos os
beneficios do treinamento fisico aerébico (TF) no controle autonémico cardiovascular e
na musculatura esquelética de pacientes com cardiopatia e disfuncdo ventricular. A
hipdtese da tese seria que o TF melhorasse a funcdo autondmica cardiovascular e a
estrutura e metabolismo muscular de pacientes com cardiopatia chagasica cronica (CCC)
mesmo com funcao sistolica preservada, tendo em vista que parte destes pacientes evolui
para a forma dilatada com disfuncao ventricular e suas graves consequéncias. Objetivo:
Avaliar o efeito do TF no controle autondémico cardiovascular e no tecido muscular
esquelético em pacientes com CCC e funcdo sistolica preservada. Métodos: Foram
incluidos pacientes com duas reagdes soroldgicas positivas para a doenca de Chagas,
alteracdes eletrocardiogréficas, fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo > 55% e idade
entre 30 e 60 anos. Vinte e quatro pacientes foram submetidos a primeira série de
avaliacdes e foram randomizados em dois grupos: doze pacientes com CCC e funcéo
ventricular sistélica preservada submetidos ao TF além do seguimento clinico (ChT) e
doze pacientes com CCC e funcdo ventricular sistélica preservada ndo submetidos ao TF,
apenas ao seguimento clinico (ChNT). Apés quatro meses, oito pacientes finalizaram o
protocolo de treinamento fisico (ChT, n=08) e dez pacientes finalizaram o seguimento
clinico (ChNT, n=10). A atividade nervosa simpéatica muscular (ANSM) foi avaliada pela
técnica de microneurografia e o fluxo sanguineo muscular (FSM) pela técnica de
pletismografia de oclusdo venosa. Variabilidade da frequéncia cardiaca e da pressdo
arterial foram analisadas utilizando sinais da frequéncia cardiaca captadas pelo
eletrocardiograma e sinais da presséo arterial captados pelo finometer. A sensibilidade
barorreflexa cardiaca foi avaliada com infusdo de drogas vasotivas. A capacidade

funcional foi avaliada pelo teste cardiopulmonar. A bidpsia do musculo vasto-lateral foi
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realizada para as anélises histoldgicas das fibras musculares e para avaliagdo da expresséo
génica de Atrogin-1 e MuRF-1. O programa de TF foi realizado durante quatro meses,
constando de 3 sessdes semanais supervisionadas com duracdo aproximada de 60
minutos. Resultados: Como marcadores de TF, houve reducdo da frequéncia cardiaca de
repouso e aumento do consumo de oxigénio pico. O TF diminuiu a hiperatividade
simpaética, colaborando para o aumento do FSM. O treinamento fisico reduziu tanto a
ANSM, quanto a atividade simpatica cardiaca e vasomotora, e melhorou a sensibilidade
barorreflexa cardiaca. A reducdo da ANSM esteve associada a reducao da hiperatividade
cardiovascular, melhora da sensibilidade barorreflexa cardiaca e reducdo da expressao
génica de Atrogin-1 e MuRF-1. Apds periodo de quatro meses, o grupo ChT apresentou
menor expressdo génica de Atrogin-1 em relacdo ao grupo ChNT. Conclusdo: O TF
provocou expressiva melhora na disfuncdo autondmica, no FSM e na capacidade
funcional de pacientes com CCC e funcdo sistolica preservada. Adicionalmente, a
reducdo da ANSM esteve associada a melhora da sensibilidade barorreflexa cardiaca,
reducdo do tbnus simpatico cardiovascular e reducao da expressdo génica de Atrogin-1 e

MuRF-1, genes envolvidos na atrofia muscular.

Descritores: Cardiomiopatia chagasica; Sistema nervoso simpatico; Barorreflexo;

Musculo esquelético; Expressao génica; Exercicio.
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ABSTRACT

Cruz, ASO. Effects of exercise training on cardiovascular autonomic modulation and
skeletal muscle tissue in chagasic cardiopathy patients and preserved systolic function
[thesis]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo; 2017.

Background: Patients with chagasic cardiomyopathy have sympathetic nervous system
hyperactivity, worsening the prognosis of these patients. The benefits of aerobic training
(ET) in cardiovascular autonomic control and skeletal muscle of heart failure patients are
well established. The thesis hypothesis was that ET improves cardiovascular autonomic
function and structure and metabolism muscle in chronic chagasic cardiopathy (CCC)
patients even though preserved systolic function, considering that part of these patients
develop the dilated form with ventricular dysfunction and its serious consequences.
Objectives: To evaluate the effects of ET on cardiovascular autonomic control and
skeletal muscle tissue in CCC patients and preserved systolic function. Methods: Patients
with two positive serological reactions for Chagas disease, electrocardiographic
alterations, left ventricular ejection fraction > 55% and age between 30 and 60 years were
included. Twenty-four patients underwent the first stage of evaluations and were
randomized into two groups: Twelve CCC patients and preserved systolic ventricular
function submitted to ET in addition to clinical follow-up (ET group) and twelve CCC
patients and preserved systolic ventricular function submitted to only clinical follow-up
not submitted to ET (NOET group). After four months, eight patients completed the ET
protocol (ET, n = 08) and ten patients completed clinical follow-up (NoET, n = 10).
Muscular sympathetic nerve activity (MSNA) was measured using microneurography
technique and muscle blood flow (MBF) by the venous occlusion plethysmography
technique. Heart rate and blood pressure variability were analyzed using heart rate signals
captured by the electrocardiogram and blood pressure signals captured by the finometer.
Cardiac baroreflex sensitivity was evaluated by infusion of vasoactive drugs. Functional
capacity was determined by cardiopulmonary exercise test. Vastus lateralis muscle biopsy
was performed for the histological analysis of muscle fibers and for the Atrogin-1 and
MuRF-1 gene expression evaluation. ET program consisted of three 60-minute exercise
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sessions per week for four months. Results: As ET markers, there was a reduction in
resting heart rate and an increase in peak oxygen consumption. ET reduced the
sympathetic hyperactivity, contributing to the increase of the MBF. ET reduced both
MSNA, as well as cardiac and vasomotor sympathetic activity, and improved cardiac
baroreflex sensitivity. Reduction of MSNA was associated with a reduction in
cardiovascular hyperactivity, improved cardiac baroreflex sensitivity, and reduced
Atrogin-1 and MuRF-1 gene expression. After the four-month period, the ET group
presented lower Atrogin-1 gene expression than the NoET group. Conclusion: ET
improved significantly autonomic dysfunction, MBF and functional capacity of CCC
patients and preserved systolic function. In addition, the reduction of ANSM was
associated with improved cardiac baroreflex sensitivity, reduced sympathetic
cardiovascular tone, and reduced Atrogin-1 and MuRF-1 gene expression, genes involved

in muscle atrophy.

Descriptors: Chagas Cardiomyopathy; Sympathetic Nervous System; Baroreflex;

Muscle, Skeletal; Gene Expression; Exercise.



1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas, também chamada tripanosomiase americana, € uma doenca
infecciosa causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi. Embora haja
controvérsias quanto a epidemiologia da doenca de Chagas, a Organizacdo Mundial de
Salde estima que existam cerca de 8 milhdes de pessoas no mundo infectadas pelo
Trypanosoma cruzi, principalmente na América Latina, onde a doenca de Chagas €
endémica. Destas, cerca de quatro milhdes e seiscentas mil estariam no Brasil®*,
Atualmente, por causa da imigracao de individuos com sorologia positiva para paises ndo
endémicos, a doenca de Chagas ndo esta mais restrita a América Latina, e vem se tornando
um problema mundial, por conta da intensificacdo do fluxo migratério, acometendo
aproximadamente 300 mil individuos entre os imigrantes legais dos Estados Unidos®”.

A mortalidade é alta nos pacientes com cardiopatia chagasica com
comprometimento cardiaco mais grave e 0s mesmos podem apresentar limitacdo e/ou
incapacidade fisica, prejudicando as atividades da vida diaria e profissionais®. A
cardiopatia chagasica correspondeu a 20% dos casos de insuficiéncia cardiaca, classe
funcional Il ou IV, em pesquisa realizada em hospital tercidrio de atendimento
cardioldgico no Brasil® e apresenta pior prognostico, quando comparada a de outras
etiologias para 0 mesmo grau de disfungdo ventricular®®.

No Brasil, a forma mais conhecida de transmissdo desta doenga € a vetorial, que
acontece pelo contato da pele ou mucosas com fezes ou urina de insetos da familia
Reduviidae infectados com o Trypanosoma cruzil. A infestacdo também pode ocorrer
por via transfusional, que vem se tornando cada vez menos frequente devido ao maior

controle dos bancos de sangue'?®. Raramente a transmissdo pode acontecer por via



transplacentaria, manipulacdo inadequada de material contaminado, transplante de 6rgaos
infectados ou ingestdo de alimentos contaminados?4. Atualmente, no Brasil a principal
forma de transmissdo da doenca é por via oral, através da ingestdo de alimentos
contaminados como suco de cana de acUcar e acai, resulta em manifestacao clinica aguda
mais severa e alta mortalidade®.

Apos a infestacdo ocorre um periodo de incubacdo de 4 a 10 dias seguido da fase
aguda, que é caracterizada por elevada parasitemia e reacdes inflamatorias sistémicas,
porém habitualmente com poucas manifestacdes clinicas e baixa mortalidade. Esta fase
estende-se por dois a quatro meses, quando se inicia a fase cronica'®!®, Na fase cronica,
a apresentacao clinica mais comum (cerca de 60 a 70% dos individuos infectados) da
doenca de Chagas é a forma indeterminada, definida por duas reacdes soroldgicas
positivas para a doenca, auséncia de sintomas cardiovasculares e digestivos, e
eletrocardiograma, estudo radiologico de térax e exames contrastados de es6fago e célon
normais. Os pacientes podem permanecer na forma indeterminada durante toda a vida e,
nessas condicdes, tém boa evolucdo e prognoéstico favoravel, ou podem evoluir para
formas mais graves da doenca (cardiaca e/ou digestiva), usualmente apds um periodo de
20 anos ou maist®e7,

Cerca de 30 a 40% dos infectados desenvolvem manifestacdes clinicas da doenca
(cardiaca, digestiva ou cardiodigestiva). A cardiopatia chagasica crénica, caracterizada
por uma cardiopatia inflamatdria e fibrotica, e ocorre em 20 a 30% dos infectados'®°. A
maioria destes individuos é pouco sintomatica, apresenta alteracGes eletrocardiogréaficas,
porém a funcdo sistolica estd preservada. Apenas 10% dos infectados evoluem com
cardiopatia acentuada com disfuncdo ventricular de graus variados®. As alteracoes
eletrocardiograficas mais comuns sdo blogueio completo de ramo direito associado ou

ndo a bloqueio divisional antero-superior e distarbios da conducgéo atrio-ventricular de



diversos graus. Areas eletricamente inativas, arritmias atriais e ventriculares também
podem estar presentes®. O aparecimento destas anormalidades pode estar relacionado a
leséo do tecido do sistema de conducdo e ao surgimento de fibrose miocardica decorrentes
da cardiopatia chagasica?, sendo que algumas delas s&o preditoras de mortalidade nesta
doenga?.

Ainda néo estdo totalmente esclarecidos os fatores que levam cerca de 30% dos
individuos infectados a desenvolverem a cardiopatia chagasica crénica, enquanto 0s
demais permanecem nas formas indeterminada ou digestiva sem dano cardiaco
significativo. Os principais mecanismos patogénicos que podem influenciar a evolucao
da forma indeterminada para a cardiopatia chagasica crénica sdo: disautonomia cardiaca,
anormalidades da microcirculacdo coronéria, lesdo direta no miocardio causada pelo T.
cruzi e respostas imunologicas desencadeadas por ele de acordo com fatores
genéticos®2L,

A cardiopatia chagasica tem como importante caracteristica a hiperatividade do
sistema nervoso simpatico. A explicacdo para este fato é controversa, dividida entre duas
teorias: o dano irreversivel do sistema nervoso parassimpatico, causado pelo parasita,
levando a cronica estimulacdo simpatica, ou 0 remodelamento cardiaco, que provoca
intensa ativacdo neuro-humoral®2°, Um estudo demonstrou recentemente que a
hiperativacdo simpatica parece ser uma consequéncia da disfungdo ventricular e ndo dos
danos que o parasita provoca no sistema nervoso autbnomo. Trés importantes resultados
deste estudo ddo sustentacdo a essa interpretacdo: 1) a atividade nervosa simpatica
muscular (ANSM), avaliada por microneurografia, é significativamente menor nos
pacientes com doenca de Chagas na forma indeterminada do que naqueles com
insuficiéncia cardiaca; 2) ndo existe diferenca significativa na ANSM de pacientes com

doenca de Chagas na forma indeterminada e controles saudaveis; e 3) a ANSM ¢é



semelhante na cardiopatia chagasica e em cardiopatias de outras etiologias (isquémica e
idiopética). Neste mesmo estudo foi observada, também, diminuigéo do fluxo sanguineo
muscular periférico tanto em repouso quanto durante exercicio, nos pacientes com
cardiopatia chagasica e de outras etiologias, comparados a pacientes com doenca de
Chagas na forma indeterminada e individuos controles saudaveis®.

Embora o estudo anteriormente citado ndo observasse aumento da ANSM na
forma indeterminada da doenga, varios estudos mostram que a hiperatividade simpatica
cardiaca esta presente na doenca de Chagas desde a fase inicial, ainda na forma
indeterminada. Estes pacientes sdo privados da acdo inibitdria tébnica normalmente
exercida pelo sistema parassimpatico no nddulo sinusal, devido a depopulagao neuronal,
predominantemente do sistema parassimpatico cardiaco?. Tais alteracdes patoldgicas se
acompanham de disautonomia cardiaca. Em consonancia com a denervagdo autondémica
parassimpatica, a hiperatividade simpatica tem sido demonstrada em muitos estudos,
mesmo na forma indeterminada da doenca?’-°,

A deteccdo da disfuncdo autondmica no contexto da cardiopatia chagéasica é
importante devido a sua contribuicdo para o desencadeamento de arritmias complexas,
inclusive de morte subita. Além disso, a disfuncdo autonémica tem potencial para
influenciar outras vias metabdlicas e inflamatorias presentes na fisiopatologia da
cardiopatia chagasica?'. Adicionalmente, estudos prévios mostram que quanto maior o
tdnus simpatico pior o progndstico de pacientes com cardiopatia e disfuncio ventricular®™
3, Um estudo demonstrou que a ANSM e o fluxo sanguineo muscular sdo preditores de
mortalidade nestes pacientes®*. Outro estudo avaliou a sensibilidade barorreflexa cardiaca
em pacientes com insuficiéncia cardiaca e concluiu que a reducdao da mesma se relaciona
ao status clinico e a um pior progndstico destes pacientes®. Uma vez que o0s

mecanorreceptores ou barorreceptores arteriais sdo 0s principais responsaveis pela



regulacdo da pressdo arterial em um curto periodo de tempo (batimento a batimento),
danos na sensibilidade barorreflexa arterial cardiaca resultam no aumento da
variabilidade da pressao arterial, que estd de forma indireta associada as consequentes
lesGes de 6rgaos alvos devido a reducio da perfusio tecidual®®8, Os barorreceptores séo
constituidos por terminacdes nervosas livres que se situam na adventicia de grandes vasos
(aorta e cardtida) e que sdo estimulados por deformagcdes das paredes desses vasos>,
Durante elevacdes da pressdo arterial acima dos valores basais, hd distensdo da
parede dos vasos e aumento da atividade aferente dos barorreceptores, gerando 0s
potenciais de acdo, que sdo conduzidos ao nucleo do trato solitario (NTS) via nervo
glossofaringeo (fibras carotideas) e vago (fibras adrticas). Neurdnios secundarios do NTS
excitam neurénios preé-ganglionares do parassimpatico localizados no ndcleo dorsal
motor do vago e no nucleo ambiguo, que por sua vez se projetam (eferentes vagais) aos
neurdnios pos-ganglionares intramurais situados no coracdo, aumentando a atividade
vagal e reduzindo a frequéncia cardiaca. Paralelamente, o bulbo ventrolateral caudal é
excitado, inibindo os neurbnios pré-motores simpaticos do bulbo ventrolateral rostral,
reduzindo o tbnus simpatico. As consequéncias desta reducao do ténus simpatico sdo a
diminuicdo da contratilidade cardiaca, da frequéncia cardiaca e da resisténcia vascular
periférica, resultando na reducdo da pressao arterial. Na situacdo de queda na pressao
arterial, a distensdo das paredes dos vasos diminui e o0s barorreceptores sdo menos
deformados, diminuindo ou suprimindo os potenciais de acdo. Desta forma, os neurénios
do NTS séo menos estimulados ou ndo sdo estimulados e deixam de excitar 0s neurdnios
pré-ganglionares do nucleo dorsal motor do vago e nicleo ambiguo, reduzindo o ténus
vagal. Consequentemente, ndo ocorre excitacdo do bulbo ventrolateral caudal e ha
liberacdo da atividade dos neurbnios pré-motores simpaticos do bulbo ventrolateral

rostral, aumentando o tbnus simpatico e ocasionando elevacdo da contratilidade cardiaca,



frequéncia cardiaca, débito cardiaco, retorno venoso e resisténcia periférica, elevando

novamente a pressao arterial®*#° (Figura 1).
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Figura 1. Esquema resumido do controle barorreflexo da frequéncia cardiaca. NTS=
Nucleo Trato Solitario; NDMV= Nucleo Dorso Motor Do Vago; NA= Nucleo Ambiguo;
BVLc= Bulbo Ventro-Lateral Caudal; BVLr= Bulbo Ventro-Lateral Rostral; RVP =
Resisténcia Vascular Periférica, PA = Pressdo Arterial

Em estudo recente, comparando a sensibilidade barorreflexa cardiaca e a ANSM
de pacientes com cardiopatia chagasica com alteracdes eletrocardiograficas e funcéo
sistdlica preservada em relacdo a individuos saudaveis, observou-se reducdo da
sensibilidade barorreflexa e aumento da ANSM nos pacientes nesta fase da doenca®.

Outros estudos, com pacientes na mesma fase da Doenca de Chagas, cardiopatia



chagéasica com alteracOes eletrocardiogréaficas e funcdo sistolica preservada, também
observaram disfuncdo autondmica, pela reducdo da sensibilidade do reflexo
cardiopulmonar? e do aumento da sensibilidade quimiorreflexa central e periférica®.
Esta é a fase da doenca estudada nesta tese, sendo a fase intermediaria entre a forma
indeterminada, manifestacdo crénica inicial da doenca, e a cardiopatia chagasica com
disfuncéo ventricular, forma mais grave da doenga.

E conhecido que a atividade simpética cronicamente elevada esta relacionada ao
surgimento de importantes anormalidades na musculatura esquelética periférica em
animais com insuficiéncia cardiaca*?. Atrofia muscular, menor concentracdo de enzimas
oxidativas, maior proporcao de fibras tipo Il (glicoliticas), reducdo no nimero e no
tamanho das mitocondrias, maior estresse oxidativo, menor capilarizagcdo diminuem a
capacidade oxidativa do musculo esquelético a medida que piora a evolucédo da doenca,
afetando a capacidade funcional na insuficiéncia cardiaca**%. Algumas destas alteracoes
sdo observadas também na insuficiéncia cardiaca por miocardiopatia chagésica, e até
mesmo em pacientes sem disfuncéo ventricular®’ 2,

Alguns autores realizaram avalia¢Ges histologicas na musculatura esquelética de
pacientes com cardiopatia chagasica, com e sem disfuncdo ventricular*’*¢ e em modelos
experimentais da forma cronica da doenca de Chagas*>!. Na fase aguda, a invasio e
replicacdo de Trypanosoma cruzi em cardiomiécitos e outros tecidos induzem lesdes
celulares e reac@es citotoxicas, com a producéo de citocinas inflamatorias e 6xido nitrico,
ambas fontes de espécies reativas de oxigénio. A resposta do tecido muscular ao estresse
oxidativo envolve a progressao das alteracdes celulares supracitadas, principalmente nas
mitocondrias. Os autores avaliaram os musculos vasto-lateral e medial, reto-femoral e
sartorio de ratos®. Os autores observaram que nestas organelas haviam alteragdes

estruturais como a desorganizacao de suas cristas, reduzindo a funcionalidade do ciclo de



Krebs constatada pela menor atividade da citrato sintase, durante a fase aguda da infec¢éo
em ratos infectados pelo parasita. Os autores concluiram que as mudangas estruturais nas
mitocondrias do musculo esquelético e sua disfuncdo da atividade enziméatica comegaram
na fase aguda da infeccdo, provavelmente modificando a capacidade das mitocondrias de
gerar energia, mas estas mudancas ndo foram compensadas no restante das fases da
infeccdo cronica, repercutindo também em alteragdes musculares esqueléticas
permanentes do masculo esquelético®:.

Esta reducdo da capacidade oxidativa da musculatura esquelética também foi
observada por outro grupo de pesquisadores, que realizaram bidpsias musculares em
vasto-lateral e quadriceps em pacientes chagasicos com cardiopatia chagasica com e sem
disfuncéo ventricular e observaram além da menor atividade da enzima citrato sintase
(baixa capacidade oxidativa), uma maior proporcéo de fibras Il (glicoliticas). Os autores
sugeriram que disfungdes na microvasculagdo muscular, pela presenca de capilares mais
fechados ou com paredes mais espessas, estao relacionadas a reducdo do fornecimento de
oxigénio, podendo prejudicar a extracdo de oxigénio e, portanto, reduzir a tolerancia aos
esforgos destes pacientes®”.

Adicionalmente, outro estudo também realizou bidpsias de musculo vasto-lateral
de pacientes com cardiopatia chagasica com e sem disfuncdo ventricular e observaram
que a relacdo capilar/fibra muscular e o nimero de capilares adjacentes as fibras de tipo
| eram menores nos pacientes com a doencga de Chagas em relacdo a individuos saudaveis.
A reducdo do numero de capilares por fibra e as anormalidades nos capilares podem
produzir uma mudanca para 0 metabolismo muscular anaer6bico, acompanhado pela
maior propor¢cdo de fibras 11X, podendo contribuir para o prejuizo no desempenho

muscular dos chagasicos*®. Este prejuizo pode estar relacionado a reduzida capacidade



funcional maxima de pacientes com cardiopatia chagasica e funcéo sistélica preservada,
conforme demonstrado por nosso grupo®.

Estudos em camundongos, com a doenga de Chagas manifestada em sua forma
crénica, sugerem seletividade do parasita por infectar fibras do tipo | (oxidativas) na fase
aguda da doenca, permanecendo na fase crénica em alguns pacientes*®*. O primeiro
estudo foi realizado em mdsculos de camundongos cronicamente infectados com
Trypanosoma cruzi, e 0s autores observaram havia menor proporc¢do fibras tipo |
(oxidativas)*®. O segundo estudo, que avaliou musculos da perna dos camundongos,
infectados pela doenca de Chagas, mostrou que, embora estivessem notavelmente mais
fibras de tipo Il nos musculos das pernas, a porcentagem de fibras infectadas do tipo | era
quase cinco vezes mais alta do que o tipo 11°°,

Mediante a presenca da disfuncdo autondmica e das alteracdes na estrutura e
metabolismo muscular em pacientes com cardiopatia chagasica e funcao sistélica
preservada, € muito importante o desenvolvimento de estratégias de tratamentos capazes
de reverter ou melhorar essa disfuncdo nestes pacientes. Desta forma, o prognostico
poderia ser melhorado. Estas estratégias de tratamento poderiam retardar a evolugédo ou
até mesmo prevenir a instalacdo da insuficiéncia cardiaca, tendo em vista que parte destes
pacientes evolui para a forma dilatada com disfuncdo ventricular e suas graves
consequéncias.

Esta bem estabelecido na literatura que o treinamento fisico melhora a disfuncéo
autondémica caracteristica da cardiopatia com disfuncédo ventricular. O treinamento fisico
aerobico reduz a atividade nervosa simpatica muscular®**® e um dos mecanismos para
esta reducdo pode ser o aumento da sensibilidade barorreflexa simpética, conforme
observado em estudo com pacientes com insuficiéncia cardiaca de etiologia chagasica e

outras etiologias®®. Ndo foram encontrados estudos que avaliassem o efeito do
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treinamento fisico aerébico no controle autonémico cardiovascular em pacientes com
cardiopatia sem disfuncédo ventricular de outras etiologias.

Na musculatura esquelética periférica, o treinamento fisico aerdbico resulta em
aumento da atividade de enzimas oxidativas, aumento na proporgdo de fibras tipo | e
alteragOes estruturais na mitocondria em pacientes com insuficiéncia cardiaca®®2. Estas
alteracdes tém papel importante no aumento da capacidade funcional e da qualidade de
vida induzidas pelo treinamento fisico aerdbico, considerando que a miopatia esquelética
piora o quadro clinico destes pacientes. Esta importancia se deve também aos efeitos do
treinamento fisico aerdbico na reducdo da expressao de genes envolvidos na deflagracéo
de atrofia muscular, como atrogin-1 e MuRF-1%%%*  avaliados em musculo plantar de
camundongos com insuficiéncia cardiaca; e na reducdo da expressdo génica de MuRF-1,
avaliada em musculo vasto-lateral, em pacientes com insuficiéncia cardiaca®. Este
conhecimento que é de grande importancia ja que parte dos pacientes com cardiopatia
chagasica e funcdo sistolica preservada evolui para a forma dilatada com disfuncéo
ventricular.

A massa muscular € regulada por turnover proteico, que é o equilibrio entre os
mecanismos que regulam a sintese e a degradacao de proteinas do musculo. Com relacéo
a degradacdo proteica, sdo conhecidos quatro sistemas de degradacdo proteoliticos
envolvidos na atrofia muscular: sistema de sinalizacdo das caspases, de sinalizacdo das
calpainas dependentes de calcio, de proteases lisossomais (catepsinas), e o sistema
ubiquitina-proteassoma®®’. O sistema ubiquitina-proteassoma destaca-se por ser a via
mais importante na protedlise muscular®%,

A proteolise seletiva requer a ubiquitinacdo, ou seja, a marcacdo dos substratos
proteicos que serdo degradados, através da interacdo entre a proteina a ser degradada e

um peptideo chamado Ubiquitina. A ubiquitinacdo é ocorre em reacdes quimicas que
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requerem a acgao coordenada de trés enzimas: a enzima Ativadora de Ubiquitina (E1), a
enzima Conjugadora de Ubiquitina (E2) e a enzima Ubiquitina-Ligase (E3), também
conhecida por E3-Ligase. As E3-ligases sdo responsaveis pela especificidade da
ubiquitinacdo, catalisando a transferéncia da cadeia de ubiquitinas a proteina-alvo, a qual
é subsequentemente degradada pelo Proteossoma, complexo de proteinas que degradam
as proteinas marcadas durante a ubiquitinzagao®®°,

As principais E3-ligases séo a atrogin-1 (Muscle Atrophy F-box), e a MuRF-1
(Muscle RING Finger 1) e a perda muscular estd relacionada com a atividade das
mesmas’t. A atrogin-1 e 0 MuRF1 s3o expressos seletivamente no tecido muscular
(cardiaco e esquelético) de humanos e outros animais em situagcdes que envolvem a atrofia
muscular®®’, A atrogin-1 esta envolvida em processos como caquexia, imobilizacdo e
desnervacdo®®. A MuRF-1 é reconhecida como marcador do processo de atrofia
muscular’, associada a ubiquitinizacdo dos componentes miofibrilares, como a titina’?,
a terceira proteina muscular mais abundante.

Diante das evidéncias dos beneficios do treinamento fisico aerébico na fungéo
autonémica cardiovascular e na estrutura e metabolismo muscular de pacientes com
cardiopatia com disfuncdo ventricular de etiologia chagasica e outras etiologias, nossa
hipdtese é que o treinamento fisico aerébico melhore a fungédo autondémica cardiovascular
e a estrutura e metabolismo muscular de pacientes com cardiopatia chagéasica e funcéo
sistdlica preservada, reduzindo a atividade nervosa simpatica, aumentando a sensibilidade
barorreflexa cardiaca, o fluxo sanguineo muscular e a capacidade funcional destes
pacientes, e que essa melhora autonémica esteja associada a melhora da sensibilidade
barorreflexa cardiaca, que controla a atividade simpatica cardiaca, e a reducdo da

expressao génica de Atrogin-1 e MuRF-1, genes envolvidos na atrofia muscular.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral:

Avaliar o efeito do treinamento fisico aer6bico no controle autonémico
cardiovascular e no tecido muscular esquelético em pacientes com cardiopatia chagasica

e funcéo sistdlica preservada.

2.2 Objetivos especificos:

Avaliar o efeito do treinamento fisico aerébico em pacientes com cardiopatia
chagasica e funcéo sistdlica preservada em:
- Atividade nervosa simpatica muscular;
- Modulacgéo autonémica cardiaca;
- Modulacéo autonémica vascular;
- Sensibilidade barorreflexa cardiaca;
- Fluxo sanguineo muscular da perna;
- Condutancia vascular da perna;
- Capacidade funcional;
- Area de seccéo transversa e tipos de fibras musculares;
- Capacidade oxidativa e estresse oxidativo da musculatura esquelética;

- Expressao génica de Atrogin-1 e MuRF-1 na musculatura esquelética.
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1 Desenho do estudo

O presente estudo foi prospectivo, randomizado, e foi avaliado e aprovado pela
Comisséo Cientifica do Instituto do Coracio (SDC 3523/10/112) e Comité de Etica para
Anélise de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Séo Paulo (CAPPesq 0660/10). O projeto estd registrado no

ClinicalTrials.gov (Identifier NCT02295215).

3.2 Casuistica

Como néo foram encontrados na literatura estudos que avaliassem a resposta da
ANSM frente ao treinamento fisico em pacientes com cardiopatia chagasica, adotou-se
como referéncia para calculo amostral, estudo ja publicado pelo mesmo grupo que avaliou
efeito do treinamento fisico aerébico na ANSM em pacientes com cardiopatia e disfungédo
ventricular de etiologia chagasica e outras etiologias®, grupo que mais se aproxima da
presente casuistica. Foi utilizado o programa Open Source Epidemiologic Statistics for
Public Health, versdo 2.3 (Disponivel em http://www.openepi.com). Considerou-se um
intervalo de confianca de 95% (bidirecional), poder estatistico de 90% e diferenca pré e
pos-protocolo de treinamento fisico de 607 para 387 disparos/min para a variavel
ANSM. Neste contexto a amostra calculada foi de seis pacientes. Considerando as
possiveis desisténcias dos pacientes ao longo do protocolo, foi proposta uma casuistica

de 10 individuos por grupo, conforme abaixo descrito (Figura 2).
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20 pacientes

! !

ChT (n=10) ChNT (n=10)
Pré Pré
[ Avaliag¢oes iniciais ] [ Avaliagoes iniciais ]
[Avaliagﬁesfinais ] [ Avaliagoes finais ]

Figura 2. Desenho do estudo. ChT = pacientes com miocardiopatia chagésica treinados
ChNT = pacientes com miocardiopatia chagasica nédo treinados

Do periodo de marco de 2012 a margo de 2015 foram triados todos os 102
pacientes portadores de cardiopatia chagasica e funcao ventricular sistolica preservada do
ambulatério da Unidade Clinica de Miocardiopatias do Instituto do Coragdo do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo. Entretanto, 78
pacientes ndo aceitaram participar do protocolo ou apresentavam critérios de exclusdo.
Desta forma, os 24 pacientes incluidos no estudo foram informados sobre os
procedimentos da pesquisa e, ap6s concordarem, assinaram um termo de consentimento
livre e esclarecido. Os mesmos foram submetidos a primeira série de avaliacfes que esta
descrita a seguir e foram randomizados em dois grupos: grupo de pacientes com

cardiopatia chagasica e funcdo ventricular sistdlica preservada submetidos ao treinamento
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fisico aer6bico além do seguimento clinico (ChT) e grupo de pacientes com cardiopatia
chagasica e funcdo ventricular sistolica preservada ndo submetidos a treinamento fisico
aerobico, apenas seguimento clinico (ChNT). O seguimento clinico consistia de consultas
médicas com anamnese e exame fisico completo periodicamente. Apds quatro meses de
treinamento fisico aerdbico ou apenas seguimento clinico, os pacientes foram submetidos
a segunda série de avaliacbes (as mesmas avaliacBes realizadas inicialmente). Oito
pacientes finalizaram o protocolo de treinamento fisico aer6bico (ChT, n=08) e dez
pacientes finalizaram apenas o seguimento clinico (ChNT, n=10). Quatro pacientes do
protocolo de treinamento fisico aerdbico (ChT) e dois pacientes do seguimento clinico
(ChNT) desistiram de realizar a segunda série de avaliagdes devido a indisponibilidade
de continuarem os protocolos por motivos pessoais. O desenho do estudo esta mostrado

a seguir na (Figura 3).

Triagem de pacientes com cardiopatia chagésica
e fungao ventricular sistélica preservada

102 pacientes

78 pacientes nao incluidos: nao
aceitaram participar do estudo ou
apresentavam critérios de exclusdo

A 4

[ 24 pacientes ]

! !

ChT (n=12) ChNT (n=12)
Pré Pré

[ 4 ndo finalizaram 2 ndo finalizaram ]

ChT (n=8) ChNT (n=10)
Pés Pds

Figura 3. Planejamento experimental. ChT = pacientes com miocardiopatia chagésica
treinados. ChNT = pacientes com miocardiopatia chagasica ndo treinados




16

A sequir, os critérios de inclusdo e exclusdo dos pacientes deste estudo.

Critérios de inclusao:

Diagnostico da doenca de Chagas (duas reacOes sorologicas positivas para a
doenca de Chagas: Elisa e Imunofluorescéncia);

Assintomaticos do ponto de vista cardiovascular;

Ambos o0s géneros;

Idade entre 30 e 60 anos;

Alteracbes da conducdo atrio-ventricular e/ou intra-ventricular: bloqueio de
ramo direito do feixe de His associado ou ndo a bloqueio divisional antero-
superior, bloqueio de ramo esquerdo, blogueio atrio-ventricular de 1° grau;
areas eletricamente inativas; alteracdes difusas de repolarizacao ventricular
Fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo > 55% pelo método de Simpson;
Ter concordado em participar da pesquisa e ter assinado o termo de

consentimento livre e esclarecido.

Critérios de exclusao:

Participacdo em programa de treinamento fisico regular nos ultimos 3 meses
que antecederam a pesquisa;

Uso de anticoagulante oral;

Uso de marcapasso ou cardiodesfibrilador implantavel;

Instabilidade hemodinamica;

Infarto do miocérdio, revascularizacdo do miocardio ou angina instavel nos
ultimos 3 meses do inicio do protocolo;

Diabetes Mellitus (glicemia de jejum > 126 mg/dL)"3;

Hipertensdo Arterial Sistémica (PA > 140 x 90 mmHg)"*;
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e Doenca Pulmonar;

e LesOes valvares;

o Fibrilagéo atrial,

e Angina de esforco;

e Qualquer fator osteomuscular que impedisse ou prejudicasse o desempenho
durante exercicio fisico;

e Qualquer fator que prejudicasse a compreensdao dos procedimentos e dos

objetivos da pesquisa.

3.3 Medidas e Procedimentos

3.3.1 Programa de treinamento fisico aerdbico

Os participantes do grupo ChT foram submetidos a um programa de treinamento
fisico continuo aerébio em intensidade moderada durante quatro meses, que constava de
3 sessdes semanais supervisionadas com duragdo aproximada de 60 minutos, realizadas
na Unidade de Reabilitacdo Cardiovascular e Fisiologia do Exercicio do Instituto do
Coragd0®. Cada sessdo consistia de 5 minutos de agquecimento com exercicios de
alongamento; 25 minutos de bicicleta ergométrica ou esteira, em dias alternados, tempo
que foi gradativamente aumentado até atingir 40 minutos; 10 minutos de exercicios de
resisténcia muscular localizada; e 5 minutos de desaquecimento com exercicios de
alongamento. A intensidade do treinamento foi baseada na frequéncia cardiaca (FC) entre
o limiar anaerobio e o ponto de compensacdo respiratoria determinados em teste
cardiopulmonar. Quando algum efeito de treinamento fisico era observado, por menor
percepcao de esforgo pelo paciente (pela escala de Borg) e/ou por reducdo de 8 a 10% da

FC, a intensidade da bicicleta ergométrica e da esteira eram aumentadas gradativamente.
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Os pacientes randomizados para o grupo ChNT foram orientados a continuarem as
atividades diarias normalmente, durante o periodo do estudo.
3.3.2 Avaliagoes
3.3.2.1 Analise eletrocardiografica

Todos os pacientes da Unidade Clinica de Miocardiopatias do Incor fazem
eletrocardiograma de repouso de rotina, independente da participacdo em projetos de
pesquisa. Para selecdo dos pacientes deste projeto foi utilizado o mesmo exame ja
realizado na rotina. O eletrocardiograma de repouso foi realizado e analisado seguindo
as diretrizes da Sociedade Brasileira de Cardiologia™®.
3.3.2.2 Analise ecocardiogréafica

Os pacientes foram submetidos a estudo ecocardiografico bidimensional,
utilizando o aparelho Sequdia 512 (Acuson, Montain View, CA), equipado com
transdutor multifrequencial, modelo 3V2c, de 2.5-4.0 MHz. A documentacéo dos exames
foi realizada em CD.

Os pacientes foram estudados em decubito lateral esquerdo, com a cabeceira
elevada a 30°. Trés eletrodos eletrocardiograficos foram colocados na parede torécica,
para registro simultaneo do eletrocardiograma no sistema de ultrassom. Foi adquirido um
corte apical em dois planos, duas e quatro cameras.

Foram avaliadas as seguintes medidas ecocardiograficas:

- Volumes sistélico e diastdlico do ventriculo esquerdo e a fracdo de ejecdo de
ejecdo do ventriculo esquerdo

As imagens bidimensionais do ventriculo esquerdo foram utilizadas para os
calculos dos volumes sistolico e diastélico finais biplanos, pelo método de Simpson
biplano modificado, através dos cortes ortogonais apicais 4 e 2 cdmaras, no final da

expiragdo’’. O final da sistole foi definido como o tamanho méaximo do atrio e tamanho
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minimo do ventriculo esquerdo (geralmente no final da onda T do eletrocardiograma,
antes da mitral se abrir). O final da diéstole foi determinado como minimo tamanho atrial
e méaximo tamanho ventricular (geralmente no pico da onda R do eletrocardiograma,
pouco antes do fechamento da valva mitral). A fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo
foi calculada pela seguinte formula [(volume diastélico final menos volume sistolico
final/volume diastdlico final) x 100]. O volume ventricular foi calculado pela soma do
volume de uma série de pequenos cilindros, com base e altura conhecidas (método de
Simpson). A partir dos cortes apicais 4 e 2 cadmaras, apos tentativa de maximizacao do
tamanho do ventriculo esquerdo, com uma o6tima visualizacdo do endocardio, procedeu-
se a planimetria, e a medida do diametro longitudinal do ventriculo esquerdo.

3.3.2.3 Avaliacao da atividade nervosa simpatica (microneurografia)

A ANSM foi avaliada na Unidade de Reabilitacdo Cardiovascular e Fisiologia do
Exercicio do Instituto do Coracdo, a partir da técnica direta de registro de multiunidade
da via pos-gangliénica eferente, do fasciculo nervoso muscular, no nervo fibular,
imediatamente inferior a cabeca fibular, na perna’®. Os registros foram obtidos com a
implantacdo de um microeletrodo (Modelo UNA35F2S, FHC Inc) no nervo fibular e de
um microeletrodo referéncia aproximadamente entre um e um centimetro e meio de
distancia do primeiro (Figura 4). Os eletrodos foram conectados a um pré-amplificador e
o sinal do nervo alimentado com um filtro passa-banda e, em seguida, dirigido a um
discriminador de amplitude para armazenagem em osciloscépio e em caixa de som
(662C-4 Nerve Traffic Analysis System, Bioengineering). Para fins de registro e analise,
o neurograma filtrado foi alimentado por um integrador de capacitancia-resisténcia para
a obtencdo da voltagem média da atividade neural. A ANSM foi avaliada com um registro
continuo da atividade simpatica neuromuscular durante todo o protocolo. O sinal do nervo

foi analisado pela contagem do nimero de disparos eferentes simpaticos ocorridos por
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minuto (Figura 5), por dois avaliadores’®®. Um exemplo de registro de um neurograma

de um paciente estd mostrado na (Figura 5).

Agulha na pele
&M .“‘

Y \4
. Agulha no nervo fibular

Figura 4. Técnica da microneurografia

el A

Figura 5. Exemplo de um neurograma

3.3.2.4 Avaliacdo da frequéncia cardiaca

Durante o repouso e o protocolo de infusdo, a FC foi obtida pelo registro
eletrocardiografico, utilizando a derivagdo DII. O sinal da FC foi gravado em um
computador numa frequéncia de 500Hz e, em seguida, analisado no programa Windag.
3.3.2.5 Avaliacéo da pressao arterial

A pressdo arterial (PA) foi aferida continuamente, a cada batimento cardiaco,
também durante o repouso e o protocolo de infusdo, por técnica ndo-invasiva. Foi

colocado um manguito de tamanho adequado em torno do dedo médio da méo esquerda,
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e outro manguito no braco esquerdo (Figura 6), e ambos foram conectados a um monitor
(Finometer; FMS Company, Amsterdam, Netherlands), para aferir a pressdo arterial
sistolica (PAS) e diastdlica (PAD) a cada batimento cardiaco. Um exemplo de um registro
de sinal da PA esta mostrado na (Figura 7). O sinal da PA foi gravado em um computador
numa frequéncia de 500Hz e, em seguida, analisado no programa Windag, para posterior

fornecimento e analise das pressdes sistolica, diastdlica e média.

Figura 6. Medida da pressdo arterial batimento a batimento

NN
Figura 7. Registro de sinal da PA

3.3.2.6 Avaliagdo da variabilidade da frequéncia cardiaca e da pressdo arterial
Para a anélise da variabilidade da FC foi utilizado o software Kubios HRV
Analysis Standard, versdo 3.0.1 (Department of Physics, University of Kuopio, Kuopio,
FINLAND) e para variabilidade da PAS o software MATLAB R2017a versdo 9.2
(MathWorks Inc., Natick, MA, USA). O trecho de registro de maior estabilidade dos
intervalos RR foi selecionado para a devida aplicagdo do modelo auto-regressivo. Os
componentes da poténcia espectral foram entéo obtidos para as bandas de baixa (BF, 0,04
a 0,15 Hz) e alta (AF, 0,15 a 0,4 Hz) frequéncias, tanto em unidades absolutas (ms%/Hz)

como em unidades normalizadas (un). As bandas de frequéncia em unidades
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normalizadas foram calculadas a partir da divisao do componente absoluto de uma dada
frequéncia, ou seja, BF ou AF em ms?/Hz, pela poténcia total menos o componente de
muito baixa frequéncia (menor que 0,04 Hz) e, finalmente, multiplicando essa razao por
100. Além disso, o balango simpato-vagal cardiaco foi avaliado por meio da razao BF/AF.
Os espectros das séries temporais do sistograma foram avaliados considerando os
componentes de BF da variabilidade da PAS tanto em unidades absolutas (mmHg?) como

em unidades normalizadas (un), relativa 8 modulagéo simpatica no vaso®.

3.3.2.7 Avaliacdo da sensibilidade barorreflexa arterial cardiaca

A sensibilidade barorreflexa cardiaca foi estudada pela técnica de infusdo de
drogas vasoativas. Inicialmente uma veia braquial foi puncionada com catéter de infusao
venosa e mantida com solucao glicosada a 5%. A PA e a FC foram gravadas durante a
ativacdo e desativacdo dos barorreceptores arteriais ao longo da infusdo endovenosa de
doses crescentes de fenilefrina e nitroprussiato de sodio. Inicialmente foi registrado um
periodo basal de 3 minutos, seguido da infusdo de fenilefrina em doses crescentes de 25,
50 e 100 pg/min, com o intuito de ativar os pressoreceptores. Apos um periodo de 15
minutos ou até que a FC e a PA retornassem aos niveis basais, foi infundido nitroprussiato
de sddio, em doses crescentes de 25, 50 e 100 ug/min, para desativar os barorreceptores.
A infusio de ambas as drogas foi mantida por 3 minutos em cada dose®®° (Figura 8).

Durante a infusdo de fenilefrina, foi permitido que a FC dos individuos caisse até
40 bpm, como resposta ao aumento da PA. Caso este valor fosse atingido, a infusao de
fenilefrina era interrompida. Este procedimento foi adotado visando a seguranca dos
participantes, de forma a evitar que eles tivessem bradicardia severa, em resposta a droga

administrada.
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Figura 8. Protocolo de avaliagdo da sensibilidade barorreflexa cardiaca
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A sensibilidade barorreflexa cardiaca foi avaliada pela anélise de regressao linear,

utilizando o delta absoluto da resposta da FC em relacédo ao delta absoluto da mudanca da

PAS. Uma vez feita a analise para cada individuo, originou-se a equagdo “ax + b”, onde

[P

a” representa a inclinacdo da reta (slope) ou a sensibilidade barorreflexa, e “b” representa

0 intercepto (momento em que a reta cruza o eixo y) ou o ponto de funcionamento da

funcdo barorreflexa (Figura 9 e Figura 10).

Fenilefrina
Delta PAS

0 T T T T

U
= -6
=
N
—
S 8 1 y K
10 4 R*=0.972
-12 { Slope (a) Intercepto (b)
-14 -

Figura 9. Andlise de regressao linear (resposta a infusdo de fenilefrina)

60
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Nitroprussiato de Sodio

R*=0.8225
12 A

Slope (a) Intercepto (b)

Delta FC

Fal
T T T T o

-20 -15 -10 -5 0

Delta PAS

Figura 10. Analise de regressao linear (resposta a infusao de nitroprussiano de s6dio)

3.3.2.8 Avaliacdo do fluxo sanguineo muscular (pletismografia de oclusdo venosa)

O fluxo sanguineo muscular foi avaliado pela técnica de pletismografia de oclusao
venosa®. O paciente foi posicionado em decubito dorsal com a perna elevada acima do
coragdo. Um tubo silastico preenchido com mercdrio ligado a um transdutor de baixa
pressdo foi colocado em volta da panturrilha e conectado ao pletismografo (Hokanson
201 AG). Manguitos de esfigmomandmetro foram colocados em volta do tornozelo e na
parte superior da coxa esquerda (Figura 11). Durante o exame, 0 manguito do tornozelo
foi insuflado acima da pressdo arterial sistolica (~240 mmHg). Com intervalos de 15
segundos, 0 manguito superior da coxa foi insuflado acima da pressao venosa por 7 a 8
segundos. O fluxo sanguineo na panturrilha foi registrado durante todos os experimentos
e expresso em mL/min/100mL. A condutancia vascular na panturrilha foi calculada pela
razdo entre o fluxo sanguineo na panturrilha e a PAM; o resultado, multiplicado por 100,

foi expresso em “unidades” "%,
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Figura 11. Pletismografia de oclusdo venosa

3.3.2.9 Avaliacéo da capacidade funcional (ergoespirometria)

Os individuos realizaram um teste cardiopulmonar em esforco (SensorMedics —
Vmax Analyzer Assembly, Encore 29S), em cicloergbmetro (Ergoline — Via Sprint 150
P), seguindo protocolo de rampa com aumento constante de carga e velocidade de 60 a
70 rotacGes por minuto até a exaustdo, com incrementos de 7,5 a 15 W/min, dependendo
da carga maxima predita para cada paciente®®. Durante o teste de esforgo, o
comportamento cardiovascular foi continuamente avaliado utilizando eletrocardiografo
(Micromed — Cardio PC 13), com as doze derivacdes simultaneas. A FC foi registrada em
repouso com o individuo posicionado no cicloergbmetro, ao final de cada minuto do teste
de esforco e no 12, 2°, 4% e 6° minuto do periodo de recuperacdo. A PA foi medida sempre
pelo mesmo avaliador, em repouso, nos 30 segundos finais a cada dois estagios do
exercicio e no 12, 22, 4° e 6° minuto do periodo de recuperacdo. A capacidade funcional

méaxima foi determinada pelo consumo de oxigénio de pico (VO pico), avaliado na

intensidade méxima de exercicio. O limiar anaerdbio foi determinado no minuto em que
o0 individuo apresentou o menor valor de equivalente ventilatério de O2 (VE/VO) e
pressdo parcial de oxigénio no final da expiracdo (PetO2), antes que estes parametros
iniciem um aumento progressivo, e incremento ndo linear do valor de razdo de troca

respiratoria (RER)®4. O ponto de compensagao respiratdria foi determinado no minuto em
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que o individuo apresentou o menor valor de equivalente ventilatério de CO, (VE/VCO,),
antes que este parametro iniciasse um aumento progressivo, e o valor maximo de pressao
parcial de CO- no final da expiragéo (PetCO.), antes de iniciar uma queda progressiva
nesta resposta®’.
3.3.2.10 Bidpsia muscular

A bidpsia foi feita no muasculo vasto-lateral, aproximadamente no ponto médio
entre a borda superior da patela e o trocanter, ou na area de maior seccao transversal do
musculo. Apos assepsia com alcool a 70% e povidine, foi feita anestesia local com
xilocaina 1%. Em seguida, foi feita uma pequena inciséo na pele e subcutaneo de mais ou
menos meio centimetro de comprimento e 1 cm de profundidade. Neste momento, o
sangramento local foi estancado por compressdo. Atraves da incisdo foi introduzida uma
agulha de Allendale (Bergstron modificada) até uma profundidade suficiente para
ultrapassar a fascia e penetrar no musculo. Por meio de uma pressdo negativa, feita por
uma seringa acoplada a agulha, retirou-se um pequeno fragmento do mdsculo vasto-
lateral que pode variar de 100 a 200mg. Apos a retirada da agulha, fez-se compressao
local por mais ou menos cinco minutos para estancar o sangramento. Em seguida, foram
dados pontos falsos com micropore no local da incisdo. Por ultimo, a coxa foi enfaixada
com gaze estéril e atadura aplicando-se compressdo moderada, o que foi mantido por um
periodo de seis a oito horas. O fragmento de musculo obtido no procedimento foi
imediatamente congelado em nitrogénio liquido e posteriormente armazenado em freezer
-80°C para futura andlise. O procedimento realizado nos pacientes que realizaram
treinamento fisico e nos pacientes que permaneceram apenas em seguimento clinico foi
no mesmo membro inferior, como mostra 0s procedimentos no masculo vasto-lateral
(Figura 12).

Todas as avaliagdes foram realizadas em dois momentos: 1) no inicio do estudo
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e 2) apbs 16 semanas de treinamento fisico e seguimento clinico, ou apenas seguimento

clinico. As avaliagfes foram realizadas na Unidade de Reabilitagdo Cardiovascular e

Fisiologia do Exercicio do Instituto do Coracéo.

Figura 12. Procedimento da bidpsia do musculo vasto-lateral (anestesial, incisdo2,
corte3, retirada do fragmento muscular de dentro da agulha*® e dissecagdo do tecido
muscular para armazenamento em eppendorf6, para imediato congelamento em
nitrogénio liquido e posterior armazenamento em freezer -80°C

3.3.2.10.1 Histologia do Musculo Vasto-Lateral

3.3.2.10.1.1 Imunofluorescéncia para os tipos de fibras.

Os fragmentos dos musculos foram congelados por 10 segundos em isopentano
previamente refrigerado, e rapidamente imersos em nitrogénio liquido. Os musculos
foram seccionados transversalmente na espessura 10 um de em criostato (Leica CM 1850,
Leica Microsystems, Alemanha). As seccdes dos musculos foram submetidas ao
protocolo de imunofluorescéncia para MHCI (Myosin Heavy Chain I; Abcam, ab11083,
EUA — marcacdo para fibras do tipo 1), Laminina (Abcam, ab7784, EUA — delimitagédo
das fibras) e Hoechst (Life Technologies, H3569, Brasil — marcacdo para mionucleos).
Essas marcacGes propdem analisar a distribuicdo e area de seccdo transversa das fibras

do tipo l e Il.
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As seccOes dos musculos foram fixadas com formalina (Sigma-Aldrich,
HT501128, Brasil) 10% por 10 minutos em temperatura ambiente, permeabilizadas em
0,2% de Triton X-100 (Bio-rad, 01-0407, EUA) e 1% albumina sérica bovina (BSA;
Amresco, E588, EUA) diluidos em PBS (Phosphate Buffer Saline; Tampédo Fosfato
Salino; Sigma-Aldrich, P4417, Brasil) por 10 minutos. O bloqueio foi feito em 10% goat
serum (Sigma-Aldrich, G9023, Brasil) em PBS por 45 minutos. As laminas foram
incubadas com solucdo contendo os anticorpos primarios contra 1) MHCI (diluicdo
1:6000) para a diferenciacdo da fibra muscular do tipo I; e 2) Laminina (diluicdo 1:100)
para a marcacao das demais fibra musculares, negativas para tipo I, ou seja, fibras do tipo
I1; com 1,5% de goat serum em PBS por 1h e 30 minutos em temperatura ambiente. Apds
a lavagem com 0,2% de Triton X-100 em PBS (3 vezes de 10 minutos cada), os cortes
foram incubados por 40 minutos em sala escura com uma solugé@o PBS contendo 1,5% de
goat sérum, os respectivos anticorpos secundarios fluorescentes para MHCI (diluicéo
1:500; Alexa Fluor 568 goat anti-mouse, Life Technologies, A11004, EUA) e Laminina
(diluicdo 1:500; Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit, Life Technologies, A11008, EUA) e
Hoechst (diluicdo 1:1000, para visualizacdo dos nucleos). Ap6s 30 minutos de lavagem
em 0,2% de Triton X-100 em PBS as laminas foram cobertas com laminulas utilizando-
se glicerol tamponado (60% Glicerol, 40% Tris-HCI 0.1M pH 9.3). As imagens foram
capturadas em computador acoplado a um microscopio fluorescente e conectado a um
sistema fotografico (magnificacdo de 200x) (Leica Qwin, Leica Microsystems,
Alemanha). O critério de escolha do campo para contagem foi a integridade das fibras. A
area de seccdo transversa de cada fibra e os tipos de fibra muscular (tipo I e 1) foram

analisada pelo programa ImageJ 1.46r.



29

3.3.2.10.1.2 Histoquimica para succinato desidrogenase.

Essa avaliacdo permite avaliar a coloragdo com succinato desidrogenase (SDH) é
uma avaliagdo indireta do metabolismo oxidativo nos diferentes tipos de fibras.
Semelhante a metodologia de imunofluerescéncia descrita acima, ap6s congelamento dos
fragmentos musculares, os musculos foram seccionados transversalmente na espessura
10 um de em criostato. Apos 5 minutos em temperatura ambiente, os cortes foram imersos
durante 30 minutos a 37°C em solucdo de incubacdo (pH 7,6) contendo fosfato de sodio
6,5 mM de fosfato de soédio monobaésico, 43,5 mM de fosfato sodico bifasico, 0,6 mM de
Nitroblue tetrazolium e 50 mM de Succinato de sodio. Os cortes foram enxaguados em

solucéo salina fisioldgica para uma maior desidratagio em 15% de etanol .

3.3.2.10.1.3Produtos da oxidacéo da dihidroetidina.

A dihidroetidina (DHE) € uma molécula ndo fluorescente que ao ser oxidada por
espécies reativas de oxigénio produz produtos que se intercalam no DNA e emitem
fluorescéncia. A fluorescéncia total (observada em microscépio de fluorescéncia)
derivada da oxidacdo da DHE permite a analise da producéo total de espécies reativas de
oxigénio em tecidos. Para analise de fluorescéncia total, sec¢des do musculo vasto-lateral
(10um) foram incubadas com DHE (10uM) a 37°C por 30 min. As imagens foram obtidas
em um microscopio fluorescente e conectado a um sistema fotografico (magnificacédo de

200x) (Leica Qwin, Leica Microsystems, Alemanha).

3.3.2.10.2 Avaliacdo da expressdo génica

3.3.2.10.2.1Extracéo do &cido ribonucleico (RNA)
Para extracdo do RNA das amostras de tecido muscular, foram utilizados de 50-

100 mg de tecido em 1,0 mL de TRIzol® Reagent (Invitrogen ™). O material foi triturado
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no TRIzol® Reagent, até sua completa homogeneizagdo, e mantido em temperatura
ambiente (TA) por 5 minutos, sendo dado seguimento ao protocolo descrito na bula do
reagente. Apos adicionar 0,2 mL de cloroférmio e agitar vigorosamente com as maos,
durante 15 segundos, a amostra foi colocada em incubacdo de 3 minutos em TA. Essa
mistura foi centrifugada a 4 °C, a uma velocidade de 12.000 x g, durante 15 minutos. A
parte aquosa foi removida e transferida para outro tubo limpo e estéril. Acrescentou-se
0,5 mL de alcool isopropanol e foi mantida em incubagdo em TA por 10 minutos. Em
seguida, centrifugou-se a 12.000 x g, por 10 minutos, a uma temperatura de 4 °C. O
sobrenadante foi removido e descartado, ficando apenas o precipitado, para ser lavado
com 1 mL de alcool etilico, agitando o tubo no vortex e centrifugando por 5 minutos, a
uma velocidade de 7.500 x g a 4 °C. O sobrenadante foi, entdo, descartado deixando secar
o precipitado formado no fundo do tubo, sendo em seguida eluido com 30-50 pL de agua
tratada com pirocarbonato de dietila (DEPC). As concentracdes das amostras foram
determinadas por meio da leitura em espectrofotdmetro no comprimento de onda de
260/280 nm, utilizando-se o aparelho nanodrop (Thermo Scientific). A qualidade das
mesmas foi verificada por meio de corrida de eletroforese em gel de agarose. Uma
aliquota com 3 pug de RNA de cada amostra foi separada, para a realizagdo do tratamento

e transcricdo reversa e o restante das amostras foi armazenado em freezer -80°C.

3.3.2.10.2.2Tratamento do RNA total com a enzima DNase free

O RNA foi submetido ao tratamento com a enzima Turbo DNA-Free™ da
empresa Ambion (The RNA Company). O protocolo do fabricante foi seguido
rigorosamente, utilizando-se a quantidade de 1 pg de RNA. Ao RNA, foram adicionados
1,2 pL de Turbo DNase Buffer 10X e 1,0 uL de Turbo DNase. As amostras foram, entéo,

homogeneizadas vigorosamente e incubadas a 37 °C, durante 30 minutos, no equipamento
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Thermomixer Comfort (marca Eppendorf). Ao final da incubacéo, foi adicionado 1,2 pL
do reagente de inativagdo da DNase, seguido de incubagdo por 5 minutos, em TA (25°C),
também no Thermomixer Comfort (marca Eppendorf). Apds o término da incubacéo,
seguiu-se a centrifugacdo da amostra a 10.000 x g por 1,5 minuto e o sobrenadante foi

transferido para um novo tubo livre de RNase.

3.3.2.10.2.3Transcricao reversa (sintese de DNA complementar (cCDNA)

Para transcricdo reversa, foi utilizada a enzima SuperScript™ Il Reverse
Transcriptase (Invitrogen™). Foram utilizadas duas misturas: Mix 1 contendo 10 pL de
RNA tratado (3,0 pg); 0,5 pL de Oligo-(dT)12-18 Primer (Invitrogen™) (0,5 pg/uL); 0,5
UL de random primers (Invitrogen™) (3,0 pg/pL) e 1,0 uL de dNTP (Invitrogen™) (10
mM); e Mix 2 contendo 4,0 uL de tampdo da enzima (5X); 2,0 uL de DTT (0,1 M); 1,0
uL de RNase Out™ (Recombinant Ribonuclease Inhibitor-Invitrogen™) 1,0 uL de
SuperScript I1.

O Mix 1 (12 pL de volume) foi levado ao termociclador, a temperatura de 65
°C, por 5 minutos. O programa foi pausado e, entdo, o Mix 2 (8,0 UL por amostra) foi
acrescentado. O programa foi continuado com as seguintes ciclagens: 42 °C por 2
minutos, 42 °C por 50 minutos, 70 °C por 15 minutos e mantido a 4 °C por tempo
indeterminado, até ser retirado da maquina. Os cDNAs foram posteriormente

armazenados, a temperatura de -20 °C.

3.3.2.10.2.4Reacdo de gRT-PCR

As reaces de PCR em tempo real (QRT-PCR) foram feitas em placas de 96
pocos, usando reagente Power SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems — EUA),
conforme descrito pelo fabricante e o equipamento utilizado foi o Step One Plus Real-

Time PCR Systems (Applied Biosystems).
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A reacdo foi preparada com 10,0 pL de Sybr Green; 5,0 pL de cDNA diluido
1:20 e 5,0 pL de primer (forward e reverse) ja diluidos na concentracdo determinada
previamente, na reacdo de otimizacdo dos primers, necessaria para uma eficiéncia de
100%. Essas quantidades foram utilizadas para elaboracéo da reacdo de gRT-PCR em
duplicata. O programa para a amplificacdo das amostras consiste em uma denaturacédo
inicial de 95 °C por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos
(denaturacdo) e 60 °C por 1 minuto (anelamento dos primers e extenséo).

No final de todas as reagdes, as curvas de dissociagdo com temperaturas
crescentes foram analisadas, a fim de verificar a amplificacdo de um unico produto. As
condi¢cbes da reacdo foram idénticas as utilizadas para a construcdo das curvas de
calibracéo e otimizacdo dos primers. As amostras foram estudadas em duplicata e, para
cada gene do estudo, foram amplificadas em paralelo as amostras controle cDNA. Todas
as reacOes de PCR, consideradas para analise, apresentaram eficiéncia igual ou superior
a 95%.

A expressdo dos genes escolhidos para este estudo foi normalizada em relacédo ao
RNA mensageiro do gene enddgeno, ciclofilina. Os primers utilizados estdo descritos na

Tabela 1.
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Primer Sequéncias de oligonucleotideos

Forward CCGGCTGCTGTGGAAGAAACTCTGC
Atrogin-1

Reverse CTTCTTCCAATCCAGCTGCCCTTTGTC

Forward TGAGAGGCCCCCAGATGCAGAGAGAC

MuRF-1

Reverse | AGCAGAGAGAAGACATCACCTCCCCATTG

Forward ACCCCACCGTGTTCTTCGACATTGC
Ciclofilina

Reverse TTCTGCTGTCTTTGGGACCTTGTCTGC

3.4 Sequéncia Experimental

Para a realizacdo de todos os exames da pesquisa, 0s participantes compareceram

a Unidade de Reabilitacdo Cardiovascular e Fisiologia do Exercicio do Instituto do

Coracdo em 4 visitas, conforme descrito abaixo:

12 visita: Os pacientes portadores de cardiopatia chagasica e funcdo ventricular sistélica

preservada, selecionados durante as consultas no ambulatério da Unidade Clinica de

Miocardiopatias do Incor, do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da

Universidade de Sdo Paulo, eram convidados para uma avaliagdo mais detalhada,

confirmacéo dos critérios de inclusdo e exclusao, e para receberem informacdes sobre 0s
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procedimentos da pesquisa. ApOs concordarem, assinavam 0 termo de consentimento
livre e esclarecido. Neste dia, as seguintes avaliacGes eram realizadas na sequéncia: novo
eletrocardiograma e novo ecocardiograma (realizados no Servico de eletrocardiografia e
no Servigo de ecocardiografia, do Incor).
22 visita: Os participantes chegavam as 7 horas da manhd na Unidade de Reabilitagdo
Cardiovascular e Fisiologia do Exercicio para a realizacdo dos seguintes protocolos
experimentais objetivando avaliagdo do controle autonémico:
- Avaliacdo da FC, PA, FSM e ANSM, em repouso: neste experimento, os participantes
deitavam na maca, em decubito dorsal e em seguida eram colocados os eletrodos para
registro da FC e também o manguito no dedo médio, para aquisicdo da PA a cada
batimento cardiaco (Finometer). Na sequéncia, o nervo fibular era localizado, por meio
de estimulacéo externa e, em seguida, colocado um microeletrodo no nervo fibular para
captacdo da ANSM. Apo6s a localizacdo do nervo, iniciava-se o registro da FC, PA e
ANSM, durante 15 minutos de repouso. O fluxo sanguineo muscular da perna era
avaliado, também em repouso, durante trés minutos.
- Avaliacdo da sensibilidade barorreflexa cardiaca: ap0s o registro do periodo de repouso,
a veia braquial era puncionada e era iniciado o protocolo de infusdo das drogas vasoativas,
conforme descrito anteriormente, com registro da FC e PA.
3% visita: Uma semana ap0s, 0s participantes compareciam a Unidade de Reabilitacdo as
8 horas da manh@, para realizacdo do teste ergoespirométrico.
42 visita: Uma semana apés a realizacdo do teste ergoespirométrico, 0s participantes
compareciam a Unidade de Reabilitacdo as 10 horas da manhd, para realizacao da biépsia
muscular.

Apos a realizacdo de todas as avaliagcOes, os pacientes foram randomizados para

um dos dois grupos: grupo de pacientes com cardiopatia chagéasica e funcéo ventricular
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sistolica preservada submetidos ao treinamento fisico aerdbico além do seguimento
clinico (ChT) ou grupo de pacientes com cardiopatia chagasica e funcdo ventricular
sistolica preservada ndo submetidos a treinamento fisico aerdbico, submetidos apenas ao
seguimento clinico (ChNT). Apds 4 meses de realizacdao do treinamento fisico aerébico
além do seguimento clinico ou apenas seguimento clinico, os pacientes repetiam todas as

avaliagOes realizadas inicialmente (Figura 13).

Avaliacdes iniciais Avaliacdes finais

Treinamento fisico ou
apenas seguunento clinico

1* Visita: 1? Visita:

Eletrocardiograma
Ecocardiograma

22 Visita:
Controle cardiovascular

3* Visita:
Teste ergoespirometrico

4% Visita:
Biopsia muscular

Eletrocardiograma
Ecocardiograma

2 Visita:
Controle cardiovascular

3? Visita:
Teste ergoespiromeétrico

4" Visita:
Biopsia muscular

Figura 13. Fluxograma das visitas e avaliacOes realizadas no inicio e ao término do
protocolo

3.5 Anadlise estatistica

Foram testadas a normalidade (teste Kolmogorov-Smirnov) e homogeneidade
(teste de Levene) para todas as variaveis, em cada grupo, no periodo pré e pos-
intervencdo. Para as variaveis com distribuicdo normal e homogeneidade foram utilizados

testes paramétricos. Neste caso, as possiveis diferengas nas caracteristicas basais entre os



36

grupos ChT e ChNT foram testadas pelo teste t de Student para dados ndo pareados. O
teste t de Student para dados pareados foi utilizado para testar as alteragdes entre as areas
de seccdo transversa das fibras musculares no periodo pdés-intervencdo em relacdo ao
periodo pré-intervencdo nos pacientes do grupo ChT. As possiveis alteracfes no periodo
pos-intervencao em relacdo ao periodo pré-intervencédo, nos grupos ChT e ChNT, foram
testadas por andlise de variancia de dois fatores (ANOVA) para medidas repetidas. Em
caso de diferenca significativa foi utilizada a comparacao pelo Post-hoc de Tukey. Para
as variaveis que ndo apresentaram distribuicdo normal e/ou homogeneidade foram
utilizados testes ndo paramétricos. Para estas variaveis, as diferencas entre os grupos ChT
e ChNT, tanto no periodo pré-intervengdo, quanto no periodo pos-intervencdo, foram
analisadas pelo teste de Mann-Whitney. As possiveis alteracdes entre o periodo preé e pos-
intervencdo, em cada grupo, foram avaliadas pelo teste de Wilcoxon. Para avaliar as
diferencas nas proporcdes de género e medicamentos, entre os grupos ChT e ChNT, foi
utilizado o teste Qui-quadrado (X?). A correlacdo de Pearson foi utilizada para testar
associacdo entre o delta (diferenca entre valores do periodo pos em relagdo ao periodo
pré-intervencdo) da ANSM e os deltas do FSM, sensibilidade barorreflexa cardiaca para
aumento da PA, sensibilidade barorreflexa cardiaca para queda da PA, indice de
modulacdo simpatica vasomotora, atividade simpatica cardiaca, expressdo génica de
atrogin-1 e MuRF-1. Os resultados estdo apresentados como média * erro padrdo. Em

todas as andlises foi aceito como diferenca significativa p <0,05.
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4  RESULTADOS

4.1 Caracteristicas pré-intervencao

As caracteristicas fisicas, clinicas e funcdo cardiaca pré-intervencdo dos grupos
ChT e ChNT estdo apresentadas na Tabela 2. Os grupos eram semelhantes em relacéo a
idade, IMC, género, medicamentos, alteracGes eletrocardiograficas e funcédo cardiaca. Os
parametros ecocardiograficos estdo, além de semelhantes entre os grupos, dentro dos
padrdes de normalidade.

Os grupos também eram semelhantes quanto aos parametros hemodinamicos. Isto
é, ndo foram observadas diferencas significativas com relacdo a FC, PAS, PAD e PAM
entre os grupos (Tabela 2). Também foi observada semelhanca com relacdo a ANSM, a
sensibilidade barorreflexa cardiaca (representada pelo a-slope) tanto para aumento quanto
para queda da PAS, ao fluxo sanguineo muscular da perna e a condutancia vascular da
perna entre os grupos (Tabela 2). A anéalise do VO2 pico indica que os pacientes de ambos

0S grupos apresentavam capacidade funcional semelhante (Tabela 3).
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Tabela 2. Caracteristicas fisicas, clinicas e funcéo cardiaca dos grupos do periodo pré-

intervencéo

ChT ChNT

(n=8) (n=10) p
Idade (anos) 47,8424 51,0+1,9 0,34
IMC (Kg/m?) 26,5+1,0 26,3+1,4 0,92
Género (n, %)
Feminino 3 (37%) 5 (50%) 0,73
Masculino 5 (63%) 5 (50%) 0,76
Medicamentos (n, %)
Amiodarona 1 (12%) 0 0,27
Alteracdes eletrocardiogréficas (n, %)
BRD 6 (75%) 8 (80%) 0,92
BDAS 3 (37%) 1 (10%) 0,27
BAV1 2 (25%) 0 0,15
AlteracGes de repolarizacéo 0 2 (20%) 0,23
Funcéo cardiaca
FEVE (%) 59,8+1,0 59,6+1,3 0,92
Volume diastolico final (mL) 110,6+9,6 93,2+11,1 0,40
Volume sistolico final (mL) 44,545 42,529 0,80

ChT = grupo chagas - treinado; ChNT = grupo chagas néo treinado; IMC=indice de Massa Corporea;
BRD=Bloqueio de ramo direito; BDAS=Bloqueio divisional antero-superior; BAV1=Bloqueio atrio
ventricular de 1° grau; FEVE=Fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo; mL = mililitros. Valores

apresentados em médiaterro padréo
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Tabela 3. Parametros hemodindmicos e neurovasculares e capacidade funcional no
periodo pré-intervencao

ChT ChNT

(n=8) (n=10) P
FC (bpm) 66,1+2,6 61,9+1,7 0,20
PAS (mmHg) 125,0+2,7 123,845,0 0,85
PAD (mmHg) 74,3+1,7 70,8+2,1 0,24
PAM (mmHg) 94,6+2,0 92,0+2,9 0,53
ANSM (disp/min) 31,9438 31,543,2 0,95
Slope (a) - Fenilefrina -0,23+0,1 -0,25+0,0 0,77
Slope (a) — Nitroprussiato

-0,48+0,1 -0,54+0,1 0,67

de sodio
FSM (ml/min/100ml-tec) 1,4+0,1 1,5+0,1 0,50
CVP (U) 1,5+0,1 1,6+0,1 0,35
VO: pico (ml/kg/min) 24,3+2,4 25,2+1,8 0,78

ChT = grupo chagas - treinado; ChNT = grupo chagas ndo treinado; FC=Frequéncia Cardiaca;
PAS=Pressdo Arterial Sistdlica; PAD=Pressdo Arterial Diastélica; PAM=Pressdo Arterial Média;
ANSM=  Atividade Nervosa Simpéatica Muscular; FSM=Fluxo Sanguineo Muscular;
CVP=Condutancia Vascular da Perna; VO2 pico= Consumo de Oxigénio Pico. Valores apresentados

4.2 Efeito do treinamento fisico aerdbico na modulacdo autondmica

cardiovascular

O treinamento fisico aerdbico néo alterou a funcéo cardiaca nem os pardmetros

hemodindmicos (Tabela 4), exceto pela FC que reduziu apds o treinamento fisico
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(p=0,003), como esperado. Nao houve alteracdo destes parametros no grupo ChNT. A

funcdo cardiaca ndo apresentou alteragdo em ambos 0s grupos.

Tabela 4. Funcdo cardiaca e parametros hemodinamicos nos periodos pré e pds-
treinamento fisico aerébico ou seguimento clinico

ChT ChNT
(n=8) (n=10)
Pré Pos Pré Pos

Funcéo cardiaca

FEVE (%)

VVolume diastélico (mL)
Volume sistolico (mL)
Parametros hemodinamicos
FC (bpm)

PAS (mmHg)

PAD (mmHg)

PAM (mmHg)

59,8+10 60,1+0,6 59,6+1,3 61,8+1,2
110,6+9,6 108,4+3,2 93,2+11,1 100,6+3,7

445+45  43,4+18 425+29  38,1+1.2

66,1+2,6  59,4+3,3* 61,8+1,7 61,9+15
125,0+2,7 116,245,0 123,845,0 124,4+5,0
74317 67,4+29 70,7¢20 70,7+2,6

94,6+20 86,736 91,9+3,1  93,2+4,0

ChT = grupo chagas - treinado; ChNT = grupo chagas ndo treinado; FEVE = fracdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo; mL = mililitros; FC = frequéncia cardiaca; PAS = pressao arterial sistélica; PAD
= pressdo arterial diastélica; PAM = pressdo arterial média.Valores apresentados em média + erro

padrdo. * vs. ChT pré (p <0,05)

Outro marcador de treinamento fisico aerdbico, além da reducéo da FC, foi o

aumento do VO pico (p = 0,03) (Figura 14). Adicionalmente, quando foi realizada a

comparagdo entre grupos, o VO pico foi significativamente maior no grupo ChT em

relacdo ao grupo ChNT (p = 0,04).



41

40-
- Bl Pre
£ k4 3 Pos
E 30- -
g T
£ 20-
o)
©
a
o~ 10‘
@]
>

0' T T

ChT ChNT

Figura 14. Capacidade funcional (VO2 pico) em pacientes submetidos ao treinamento
fisico aerdbico (ChT) e ndo submetidos ao treinamento fisico aerébico (ChNT). *vs. ChT
pré (p <0,05). tvs. ChNT pds (p < 0,05)

O treinamento fisico aerdbico reduziu significativamente os niveis da ANSM em
repouso (p = 0,008), enquanto que nos pacientes que n&o treinaram ndo houve alteragdo
deste parametro (Figura 15). Apds os quatro meses de acompanhamento, a comparagéo
entre os grupos mostrou que a ANSM foi significativamente menor no grupo ChT em

relacdo ao grupo ChNT (p =0,002).



42

40-
—_ T Bl Pré
E 1 Pos
- 30" *T
g
g T
o
5 10-
pd
g

0‘ T T

ChT ChNT

Figura 15. Atividade nervosa simpatica muscular (ANSM) em repouso em pacientes
submetidos ao treinamento fisico aerébico (ChT) e ndo submetidos ao treinamento fisico
aerobico (ChNT). *vs. ChT pré (p < 0,05). fvs. ChNT pos (p < 0,05)

Na Tabela 5 estdo apresentados os indices do controle autonémico
cardiovascular. O treinamento fisico aerdbico reduziu a atividade simpatica cardiaca (p =
0,004) e o balanco simpato-vagal cardiaco (p = 0,004), e aumentou a atividade
parassimpética cardiaca (p = 0,027). Nao houve alteragdo destes parametros no grupo
ChNT. Apds os quatro meses de acompanhamento, a comparagao entre 0s grupos mostrou
que a atividade simpatica cardiaca foi significativamente menor no grupo ChT em relacéo
ao grupo ChNT (p = 0,02) e a atividade parassimpatica cardiaca foi significativamente
maior (p = 0,02).

O treinamento fisico aerébico também reduziu o indice de modulacéo autondmica
simpaética vasomotora conforme pode ser observado com a reducdo do componente de
baixa frequéncia da variabilidade da PAS em unidades normalizadas (p = 0,04) relativo a
modulacdo simpética vasomotora (Tabela 5). Nao houve alteracdo desta variavel no

grupo ChNT. Semelhantemente, ap6s o periodo de acompanhamento, a comparacao entre
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0s grupos mostrou que o indice de modulacdo autonémica simpatica vasomotora foi

significativamente menor no grupo ChT em relagdo ao grupo ChNT (p = 0,02).

Tabela 5. Variabilidade da frequéncia cardiaca e variabilidade da pressdo arterial
sistdlica nos periodos pré e pds-treinamento fisico aerdbico ou seguimento clinico

ChT
(n=8)
Pre Pos Pre Pos

Variabilidade da
frequéncia cardiaca
BF (un) 68+4 604+ 6442 662
AF (un) 3244 4014* 36+2 3442
BF/AF 2,4+0,5 1,6+0,2* 2,0+0,2 2,1+0,2
Variabilidade da
pressao arterial
sistolica
BF (mmHg2) 7,016 6,0+1,5 6,5+1,6 6,7+1,2
BF (un) 4645 37+3*%¢ 45+3 48+2

ChT = grupo chagas - treinado; ChNT = grupo chagas ndo treinado; BF = baixa frequéncia; AF = alta
frequéncia. Valores apresentados em média + erro padrdo. * vs. ChT pré (p<0,05). T vs. ChNT pos

(p=0,05)

Com relacdo a sensibilidade barorreflexa cardiaca (representada pelo a-slope), o

treinamento fisico aerdbico aumentou significativamente o a-slope, tanto para aumento

da PAS (p = 0,02) quanto para queda da PAS (p = 0,02), enquanto que nos pacientes que

ndo treinaram ndo houve alteracdo deste pardmetro. ApOs 0s quatro meses de

acompanhamento, a comparagdo entre 0S grupos mostrou que o slope foi

significativamente maior no grupo ChT em relacdo ao grupo ChNT tanto para aumento
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da PAS (p = 0,04) quanto para queda da PAS (p = 0,03). Entretanto, com relagdo ao

intercepto ndo houve alteragdo em nenhum dos grupos (Tabela 6).

Tabela 6. Sensibilidade barorreflexa cardiaca nos periodos pré e pds-treinamento
fisico aerdbico ou seguimento clinico

ChT ChNT
(n=8) (n=10)
Pré Pos Pre Pos

Fenilefrina
Slope (a) -0,23+0,1 -0,46+0,1*+ -0,25+0,0 -0,24+0,1
Intercepto (b) -1,3+1,1 0,32t1,4 0,15+0,6 0,27+0,8
Nitroprussiato de
sodio
Slope (a) -0,48+0,1 -1,00£0,3*+ -0,54+0,1 -0,52+0,1
Intercepto (b) -1,28+2,2 -0,20+2,2 -0,51+0,7 -0,66+0,9

ChT = grupo chagas - treinado; ChNT = grupo chagas ndo treinado.Valores apresentados em média +
erro padrdo. * vs. ChT pré (p <0,05). T vs. ChNT pos (p < 0,05)

A seguir, os gréficos de regressédo linear para a sensibilidade barorreflexa cardiaca,
durante aumento e queda da PAS, nos momentos pré e pos-treinamento fisico aerdbico e
seguimento clinico (Figura 16) e nos momentos pré e pos apenas seguimento clinico

(Figura 17).
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Figura 16. Grafico de regressdo linear para sensibilidade barorreflexa cardiaca do grupo
ChT, durante aumento e queda da PAS. FC = frequéncia cardiaca; PAS = pressao arterial
sistOlica
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Figura 17. Gréfico de regressao linear para sensibilidade barorreflexa cardiaca do grupo
ChNT, durante aumento e queda da PAS. FC = frequéncia cardiaca; PAS = pressao
arterial sist6lica

O treinamento fisico aerdbico aumentou significativamente o fluxo sanguineo

muscular da perna em repouso (p = 0,004) (Figura 18) e a condutancia vascular da perna
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(p=0,003) (Figura 19). Ndo houve alteracdo destas variaveis no grupo ChNT. Ambas as
variaveis foram maiores no grupo ChT, na comparacao entre grupos, apos 0s quatro meses
de acompanhamento (p = 0,003 e p = 0,004, respectivamente). Adicionalmente, houve

correlacdo entre o aumento do FSM com a redugéo da ANSM (r=-0,61; p=0,025).
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Figura 18. Fluxo sanguineo muscular da perna em repouso (FSM) em pacientes
submetidos ao treinamento fisico aerébico (ChT) e ndo submetidos ao treinamento fisico
aerobico (ChNT). *vs. ChT pre (p < 0,05). tvs. ChNT pos (p < 0,05)
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Figura 19. Condutancia vascular da perna em repouso (CVP) em pacientes submetidos
ao treinamento fisico aerdbico (ChT) e ndo submetidos ao treinamento fisico aerdbico
(ChNT). *vs. ChT pré (p < 0,05). fvs. ChNT pos (p < 0,05)

4.3 AssociacOes entre as alteracBes da ANSM e as alteracdes na sensibilidade
barorreflexa cardiaca, atividade simpatica vasomotora e atividade simpatica

cardiaca

Anélises adicionais mostraram correlacdo negativa entre as alteragdes da ANSM
em repouso (A = pOs — pré-intervencdo) e as alteragfes na sensibilidade barorreflexa
cardiaca tanto para aumento (A = p0s — pré-intervencao) quanto para queda da PA (A=
pés — pré-intervencdo). Estas analises também mostraram correlagdo positiva entre as
alteracGes da ANSM em repouso (A = p6s — pré-intervencdo) e as alteragdes no indice de
modulacdo simpética vasomotora (A = p6s — pré-intervenc¢do) e na atividade simpaética

cardiaca (A = p0s — pré-intervencdo), conforme a Tabela 7.
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Tabela 7. Regresséo linear bivariada

AANSM
R P

ASensibilidade barorreflexa
para aumento da PAS (a- -0,72 0,020
slope)
ASensibilidade barorreflexa

-0,82 0,001
para queda da PAS (a-slope)
Aindice de  modulagio
simpatica vasomotora (BF, 0,81 0,003
un)
AAtividade simpatica

0,67 0,013

cardiaca (BF, un)

ANSM= atividade nervosa simpética muscular; PAS= pressdo arterial sistolica; BF = baixa frequéncia;
AF = alta frequéncia; un=unidades normalizadas.

4.4 Efeito do treinamento fisico aerdbico no tecido muscular esquelético

4.4.1 Efeito do treinamento fisico aerdbico na area de seccdo transversa e na

distribuicéo dos tipos das fibras musculares

Com relacdo a avaliacdo do tecido muscular esquelético, inicialmente foram
apresentados os resultados das analises histologicas das fibras musculares. Devido a
priorizacdo do tecido muscular para as andlises de expressao génica, ndo foi obtido

material suficiente para realizacdo das analises histoldgicas em todos os pacientes, sendo
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apresentados os resultados de trés pacientes do grupo ChT. Portanto, ndo foi possivel
realizacdo da andlise estatistica para comparacfes entre os grupos ChT e ChNT. No
entanto, foi possivel comparar as alteracdes entre as areas de seccao transversa das fibras
musculares no periodo pés-intervencdo em relacdo ao periodo pré-intervencdo nos
pacientes do grupo ChT. Foi possivel observar que ap6s 4 meses de treinamento fisico
aerobico, os pacientes apresentaram aumento na area de sec¢do transversa das fibras tipo
| (oxidativa) quando comparados a condicdo Pré intervencdo (4.238,21+205,13 vs
5.830,97+158,01um?; p=0,008) (Figura 20), o0 que ndo ocorreu na area de seccio
transversa das fibras tipo Il (glicolitica) ap6s o periodo de treinamento fisico
(3.878,39+269,19 vs 4.593,11,25+111,25um?; p=0,390) (Figura 21). Com relagio a
distribuicdo (porcentagem) dos tipos de fibras musculares, houve um aumento na
proporcao de fibras oxidativas (42 vs 48%) vs e glicoliticas (58 vs 52%), no grupo ChT

na condicdo Pos intervencdo quando comparada a condigédo Pré (Figura 22).
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Figura 20. Efeito do treinamento fisico aerdbico pré e pds nas AST - Fibras tipo I. ChT
(n=3)
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Figura 21. Efeito do treinamento fisico aerdbico pré e pds nas AST - Fibras tipo Il. ChT
(n=3)
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Figura 22. Imunofluorescéncia pré e pds-treinamento fisico aerdbico da area de seccao
transversa e tipos de fibras musculares do muasculo vasto-lateral (perna esquerda) em trés
pacientes submetidos ao treinamento fisico aerdbico (ChT). Fibras de cor preta = fibras
tipo | (oxidativas) e fibras de cor vermelha = fibras tipo Il (glicoliticas)

Paciente 2

Paciente 3




52

4.4.2 Efeito do treinamento fisico aerébico no metabolismo oxidativo das fibras

musculares

Corroborando com o aumento da distribuicdo das fibras tipo | (oxidativas), foi
observado aumento na coloracdo para SDH, o que indiretamente indica para 0 aumento
no metabolismo oxidativo das fibras musculares ap6s o treinamento fisico aerébico nos

trés pacientes avaliados-o que pode ser visualmente observado (Figura 23).

Grupo ChT

bt ~ Pos

.Paciente 1

Paciente 2

Paciente 3

Figura 23. Imunohistoquimica pré e pos-treinamento fisico aerdbico para a enzima
succinato desidrogenase de fibras musculares do masculo vasto-lateral (perna esquerda)
em trés pacientes submetidos ao treinamento fisico aerobico (ChT)
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4.4.3 Efeito do treinamento fisico aerdbico no estresse oxidativo das fibras

musculares

O treinamento fisico aer6bico diminuiu visualmente a intensidade da
fluorescéncia dos produtos da oxidacdo da dihidroetidina (Figura 24), indiretamente
sugerindo que o treinamento fisico possa reduziu a producdo total de espécies reativas de

oxigénio produzidas pelo musculo vasto-lateral nos trés pacientes avaliados.

Grupo ChT
Pre Pos

Paciente 1

Paciente 3

Paciente 2

Figura 24. Produtos da oxidacéo da dihidroetidina pré e pos-treinamento fisico aerdbico
de fibras musculares do musculo vasto-lateral (perna esquerda) em trés pacientes
submetidos ao treinamento fisico aerébico (ChT)
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4.4.4 Efeito do treinamento fisico aerdbico na expressdo génica de Atrogin-1 e

MuRF-1 na musculatura esquelética

Ap0s o periodo de quatro meses, o grupo ChT apresentou menor expressao génica
de Atrogin-1 em relagédo ao grupo ChNT (p = 0,001), quando foi realizada a comparacéo
entre os grupos. Entretanto, ndo houve alteracdo da expressdo génica de Atrogin-1 nos
grupos ChT e ChNT (Figura 25). Com relacdo a expressao génica de MuRF-1, ndo houve

alteracdo desta variavel em nenhum dos dois grupos (p = 0,44) (Figura 26).
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Figura 25. Expressao génica de Atrogin-1 em pacientes submetidos ao treinamento fisico
aerdbico (ChT) e ndo submetidos ao treinamento fisico aerébico (ChNT). tvs. ChNT pos
(p <0,05)
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Figura 26. Expressao génica de MuRF-1 em pacientes submetidos ao treinamento fisico
aerobico (ChT) e ndo submetidos ao treinamento fisico aerébico (ChNT). NS=ndo
significativo

4.5 Associagdo entre as alteracdes na ANSM e na expressdo génica de Atrogin-1 e

MuRF-1 no musculo esquelético

Anédlises adicionais mostraram correlacdo positiva entre as alteragdes da ANSM
em repouso (A= pos — pré-intervencao) e as alteracGes da expressao génica de Atrogin-1
(A= pbs — pré-intervencdo) e da expressdo génica de MuRF-1 (A= p0s — pré-intervencdo),

conforme apresentado na Tabela 8.
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Tabela 8. Regressao linear bivariada

AANSM
R P
AEXpressao génica de
0,86 0,02
Atrogin-1 (U)
AEXpressao génica de MuRF-1
0,64 0,06

C)

ANSM-= atividade nervosa simpética muscular; U=unidades

4.6 Sumario dos resultados

Desta forma, para melhor compreenséo dos resultados obtidos neste estudo, os

principais achados foram sumarizados (Tabela 9).
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Tabela 9. Comparacdo dos resultados entre dois grupos ChT e ChNT

Treinamento fisico Seguimento clinico
aerdbico

e seguimento clinico

ANSM

Atividade simpatica cardiaca

Atividade parassimpética

cardiaca

Balanco simpato-vagal cardiaco

Modulagéo simpatica

vasomotora

Sensibilidade barorreflexa

11l

cardiaca (aumento da PAS)

Sensibilidade barorreflexa

cardiaca (queda da PAS)

FSM

CVP

VO, pico

FC repouso

Funcdo cardiaca

Expressao génica Atrogin-1

l]l e o = e = -

IR RN

Expressao génica MuRF-1

ANSM= Atividade Nervosa Simpatica Muscular; FSM=Fluxo Sanguineo Muscular; CVP=Condutancia
Vascular da Perna; VO2 pico= Consumo de Oxigénio Pico; FC=Frequéncia Cardiaca

I = aumento l = diminuicao ~ WEEp= semelhante
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5 DISCUSSAO

Os principais achados do presente estudo foram que o treinamento fisico aerébico
em pacientes com cardiopatia chagasica e funcdo sistolica preservada: 1) diminui a
hiperatividade simpatica, colaborando para o aumento da CVP e do FSM; 2) melhora a
sensibilidade barorreflexa cardiaca; e 3) a reducdo da ANSM proporcionada pelo
treinamento fisico aerdbico esteve associada a reducédo da hiperatividade cardiovascular,
a melhora da sensibilidade barorreflexa cardiaca e a reducdo da expressao génica de
Atrogin-1 e MuRF-1. Estes resultados sdo inéditos pelo fato de demonstrarem pela
primeira vez o efeito do treinamento fisico aer6bico em pacientes nesta fase da Doenca
de Chagas, que pode se tornar uma estratégia de tratamento para estes pacientes porque
rotineiramente recebem intervencdo exclusivamente sintomatica, sendo apenas seguidos
clinicamente.

O treinamento fisico aerdbico é considerado uma intervencao terapéutica ndo
farmacoldgica fundamental no tratamento de cardiopatias com disfuncdo ventricular,
sendo um de seus principais efeitos a reducdo da hiperatividade simpatica®>°. Os
mecanismos exatos desta reducdo ainda ndo sdo totalmente conhecidos, mas é possivel
que estejam relacionados a melhora de reflexos autondmicos induzidos pelo treinamento
fisico®®, como o aumento da sensibilidade barorreflexa simpatica, conforme observado
em estudo com pacientes com cardiopatia com insuficiéncia cardiaca de etiologia
chagésica e outras etiologias®®. Os resultados desta tese mostram pela primeira vez que,
em pacientes com cardiopatia chagasica e funcdo sistolica ainda preservada, o
treinamento fisico aerdbico apresenta os mesmos efeitos benéficos na redugdo da

hiperatividade simpatica muscular simpatica e cardiaca. A melhora da sensibilidade
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barorreflexa cardiaca excitou menos a atividade simpatica (independente do sitio de
inervacdo), favorecendo melhor controle da pressdo arterial. Também foi observado
aumento da sensibilidade barorreflexa cardiaca nestes pacientes. Estas adaptagdes ndo
foram observadas nos pacientes com cardiopatia chagasica e funcgéo sistdlica preservada
que ndo foram submetidos ao treinamento fisico aerébico.

Os mecanismos envolvidos na melhora da sensibilidade barorreflexa cardiaca
apos treinamento fisico aerébico em pacientes com cardiopatia com disfuncao ventricular
ndo estdo totalmente esclarecidos. Um dos fatores que poderia explicar, pelo menos em
parte, seria a melhora da sensibilidade do nervo depressor aortico. O treinamento fisico
aerobico melhorou a sensibilidade do nervo depressor adrtico de ratos com insuficiéncia
cardiaca®®. Outro fator importante a ser considerado seria 0 aumento da complacéncia
arterial. Sabe-se que o treinamento fisico aerobico melhora a complacéncia arterial®*®! e
partindo do conceito mecano-elastico, sugere-se que 0 aumento da complacéncia arterial,
no local de insercdo dos receptores aferentes, possa permitir que uma mesma pressao
pulsatil seja capaz de provocar maior ativacdo barorreflexa. E conhecido que a
distensibilidade aortica estd preservada em pacientes com cardiopatia chagasica sem
disfungdo ventricular®®. Outro fator que fornece suporte para explicar, pelo menos em
parte, a melhora da atividade da sensibilidade barorreflexa cardiaca, apos o treinamento
fisico aerdbico, seriam as alteragdes nos componentes centrais e eferentes dessa via.
Estudos mostram que o blogueio intracerebroventricular do receptor de angiotensina Il
melhorou a sensibilidade baroreflexa da atividade nervosa simpatica renal de ratos com
insuficiéncia cardiaca® e que a Angiotensina Il estaria envolvida tanto no deslocamento
da faixa de funcionamento do pressorreceptor quanto na reducdo do ganho do controle
barorreflexo®. E que o treinamento fisico aerGbico realizado em coelhos com

insuficiéncia cardiaca foi eficiente na regularizacdo da concentracdo de angiotensina Il
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plasmatica e central e do receptor tipo 1 de RNA mensageiro de angiotensina 11%°. Além
disso, o treinamento fisico aerdbico realizado no periodo de 3 a 4 semanas associado a
infusdo de angiotensina Il aumentou a sensibilidade baroreflexa, o que foi associado com
a reducdo de estresse oxidativo central apenas na condicdo de aumento de angiotensina
Il central®®. ExplicacBes para o aumento da sensibilidade barorreflexa cardiaca com o
treinamento fisico aerdbico na cardiopatia chagasica com funcédo sistolica preservada
estiveram fora do escopo desta tese, porém sugerimos estas possibilidades para este fato.

A melhora de outros mecanismos reflexos autonémicos proporcionados pelo
treinamento fisico aerébico poderia justificar a reducéo da hiperatividade simpética. E
conhecido que pacientes com cardiopatia chagasica e funcdo sistélica preservada
apresentam reducio da sensibilidade do reflexo cardiopulmonar? e do aumento da
sensibilidade quimiorreflexa central e periférica®®. Recente estudo demonstrou que a
diminuicdo da sensibilidade mecanorreflexa e 0 aumento da sensibilidade metaborreflexa
muscular, podem explicar, pelo menos em parte, a diminui¢éo da hiperatividade simpatica
em pacientes com insuficiéncia cardiaca submetidos a treinamento fisico aerébico®’.
Estudos em animais sugerem que a reducdo da atividade nervosa simpatica devido ao
treinamento fisico aerdbico esta associada & melhora do reflexo cardiopulmonar®® e a
diminuicdo da hipersensibilidade do quimiorreflexo®. Por estes motivos ndo se pode
descartar as possibilidades de que a melhora do reflexo cardiopulmonar e do aumento da
sensibilidade quimiorreflexa, que estdo prejudicados na cardiopatia chagasica e funcédo
sistdlica preservada, possam ter contribuido para reducédo da hiperatividade simpatica nos
pacientes da presente tese.

Outro ponto a ser ressaltado neste estudo € o fato que o treinamento fisico aerdbico
também melhorou o fluxo sanguineo muscular da panturrilha em repouso. E conhecido

que o treinamento fisico aerébico melhora o fluxo sanguineo muscular, o que tem sido



61

atribuido a diminuicdo da atividade nervosa simpatica de pacientes com cardiopatia com
disfuncgdo ventricular de diferentes etiologias incluindo a chagésica® % e & melhora da
funcdo endotelial®’. Na presente tese, houve associagdo do aumento do FSM com a
reducdo da ANSM (r=-0,61; p=0,025). Uma melhor perfusdo no masculo esquelético
aumenta a oferta de nutrientes, reduz os niveis de espécies reativas de oxigénio e citocinas
pro-inflamatérias, e melhora o metabolismo e estrutura das fibras musculares de pacientes
com insuficiéncia cardiaca'®2. Em conjunto, estas alteracbes resultam na melhora da
capacidade funcional desses pacientes. Da mesma forma, foi observada melhora na
capacidade funcional nos pacientes com cardiopatia chagasica e funcdo sistolica
preservada e, estd bem estabelecido que o treinamento fisico aerobico melhora o consumo
de oxigénio pico em pacientes com cardiopatia chagasica com e sem disfuncéo
ventricular®1% além da qualidade de vida de pacientes com cardiopatia chagasica com
disfuncdo ventricular sem causar efeitos adversos®,

Com relacdo a atividade simpética cardiaca, um estudo avaliou o efeito do
treinamento fisico aerobico na variabilidade da frequéncia cardiaca em pacientes com
cardiopatia chagasica e disfungédo ventricular e os autores observaram que o treinamento
fisico aerébico ndo melhorou a variabilidade da frequéncia cardiaca destes pacientes'®,
embora seja consenso gque o treinamento fisico aerdbico melhore a variabilidade da
frequéncia cardiaca em pacientes com insuficiéncia cardiaca, como mostrado em recente
revisdo sistematica'®. N&o foram encontrados estudos que avaliassem o controle
autonémico cardiovascular em pacientes com cardiopatia sem disfuncdo ventricular de
outras etiologias. Interessante as associacdes observadas entre a reducdo da ANSM e a
reducdo da atividade simpatica cardiaca (r=0,67; p=0,013) e vasomotora (r=0,81,;

p=0,003), com o treinamento fisico aerébico nos pacientes com cardiopatia chagéasica e
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funcdo sistolica preservada estudados nesta tese, pois sdo justificadas pelo fato de
apresentarem mecanismos centrais comuns que regem a atividade ritmica simpatica®®,

N&o foi objetivo do presente estudo comparar os achados histoldgicos dos
pacientes com cardiopatia chagasica e funcdo sistdlica preservada em relacdo a individuos
saudaveis, mas foi importante aprofundar o conhecimento fisiopatolédgico
musculoesquelético dos mesmos, para enfatizar-se a importancia dos resultados
histolégicos observados apds o periodo de treinamento fisico aerébico que
semelhantemente aconteceram nos trés pacientes histologicamente analisados. Além
disso, ndo foram encontrados estudos que avaliassem o efeito do treinamento fisico
aerobico sobre a estrutura e metabolismo muscular em pacientes com a doenca de Chagas,
sendo que o presente estudo € pioneiro nesta intervencdo, apresentando aumento na area
de seccdo transversa das fibras tipo | (oxidativas) quando comparado a condicao pré-
treinamento fisico aerobico, além do aumento na proporcdo de fibras oxidativas e
aumento no metabolismo oxidativo das fibras, indiretamente indicado pelo aumento na
coloragédo para SDH. O aumento da capacidade oxidativa também pode ser considerado
um marcador de eficiéncia do treinamento fisico aerdbico.

E conhecido que, na musculatura esquelética periférica, o treinamento fisico
aerobico resulta em aumento da concentracdo de enzimas oxidativas (citocromo c
oxidase, citrato sintase, lactato desidrogenase), aumento na proporcao de fibras tipo I e
alteracdes estruturais na mitocondria em pacientes portadores de miocardiopatia
isquémica e dilatada idiopatica®-®2. Estas alteracdes tém papel importante no aumento da
capacidade funcional e da qualidade de vida induzidas pelo treinamento fisico aerdbico.

Em concordancia com os resultados das analises histoldgicas do musculo vasto-
lateral dos trés pacientes com cardiopatia chagasica e funcdo sistélica preservada do

presente estudo, o grupo ChT apresentou menor expressao génica de Atrogin-1 em
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relagdo ao grupo ChNT, apds o periodo de quatro meses. Este dado é bastante interessante
tendo em vista que Atrogin-1 é um gene envolvido no processo de atrofia muscular. E
conhecido que a atrofia muscular inicia-se com a diminuicdo da tensdo muscular, o que
repercute tanto na reducéo da sintese quanto no aumento da degradagio proteical®’.

A melhora do quadro de miopatia esquelética, que envolve as alteracGes
estruturais e metabodlicas proporcionadas pelo treinamento fisico aerdbico, é de
fundamental importancia para estes pacientes, pois a progressao da miopatia esquelética,
com a perda de massa muscular, pode culminar, em casos mais graves, em um processo
de caquexia. A caquexia associada a insuficiéncia cardiaca € uma sindrome multifatorial
definida por perda continua de massa muscular esquelética, dssea e de gordura, de forma

108

ndo intencional e por um periodo maior que seis meses—°. A caquexia é um forte fator de

risco independente para mortalidade em pacientes com insuficiéncia cardiacal®

, por isso
a importancia da intervencdo com o treinamento fisico aerobico para tentar atenuar este
processo de atrofia muscular.

Existem evidéncias do envolvimento do estresse oxidativo na ativacdo no
processo de atrofia muscular, sendo um importante indutor deste processo, tanto no
desuso quanto na caquexia musculart®12 Interessante observar que o treinamento fisico
aerobico reduziu a intensidade da fluorescéncia dos produtos da oxidacdo da
dihidroetidina (DHE) nos trés pacientes com cardiopatia chagasica e funcao sistolica
preservada no presente estudo, indicando que possa ter reduzido o estresse oxidativo
muscular dos mesmaos, e desta forma ter contribuido para a redugédo do atrogin-1 no grupo
ChT em relacdo ao grupo ChNT ap6s os quatro meses de acompanhamento. Diante do
conhecimento que o0 aumento da expressdo deste gene pode deflagrar a atrofia muscular,

este dado é extremamente relevante. Estudo mostrou que o treinamento fisico aerdbico

reduziu® a expressdo génica de atrogin-1 e MuRF-1 em camundongos com insuficiéncia
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cardiaca, na qual a expressdo destes genes esta aumentadal'®. Em humanos, beneficio
semlehante do treinamento fisico aerdbico ocorreu, com a reducdo da expressao génica
de MuRF-1, avaliada em musculo vasto-lateral em pacientes com insuficiéncia cardiaca®.

Estd bem estabelecido na literatura que a hiperativacdo do sistema nervoso
simpatico deflagra o quadro de miopatia esquelética, principalmente via aumento de
estresse oxidativo e de citocinas pré-inflamatérias musculares e circulantes, que ativam
as vias envolvidas no catabolismo muscular'#116, Na presenca das alteragdes musculares
envolvidas com o processo de atrofia muscular, a exacerbacdo do sistema nervoso
simpaética é potencializada, colaborando ainda mais para a progressao da insuficiéncia
cardiaca, cuja presenca da hiperativagdo simpatica dentre outras alteracbes neuro-
humorais podem culminar na caquexia cardiaca nos casos mais graves. Os dados de
correlacdo entre a reducdo da ANSM ap0s o treinamento fisico e a redugdo da expressao
génica de atrogin-1 (r = 0,86, p = 0,02) e a tendéncia observada na correlacdo com a
reducdo da expressdo génica de MuRF-1 (r = 0,64, p = 0,06) observadas nos pacientes

com cardiopatia chagésica e funcao sistolica preservada corroboram estes estudos.

5.1 Implicacg6es clinicas

A hiperatividade simpatica, a reducdo da sensibilidade barroreflexa cardiaca e do
fluxo sanguineo muscular sdo preditores independentes de mortalidade e marcadores de
mau progndstico em pacientes com insuficiéncia cardiaca®3®, forma da doenca para a
qual parte dos pacientes com cardiopatia chagasica e funcdo sistélica preservada vao
evoluir. A melhora da funcdo autondmica com a reducdo da hiperatividade simpatica,
melhora da sensibilidade barorreflexa cardiaca e do fluxo sanguineo muscular,

proporcionadas pelo treinamento fisico aerdbico, possuem, portanto, importantes
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implicac@es clinicas apresentando-se como uma excelente opg¢do terapéutica para estes

pacientes.

5.2  Limitacdes

N&o havia quantidade de tecido muscular do vasto-lateral suficiente para as
analises histologicas dos demais pacientes, nem para confirmacdo dos resultados
encontrados na expressao génica, com analises de expressao proteica. A auséncia de um
grupo controle saudavel esteve fora do desenho do estudo pois o objetivo da tese foi
avaliar o efeito do treinamento fisico aerébico numa fase especifica da doenca de Chagas
e ndo a comparacao destes pacientes com individuos saudaveis, de forma que a opg¢éo de

realizar analises invasivas em individuos saudaveis ndo se justificaria.
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6 CONCLUSAO

O treinamento fisico aerdbico provocou expressiva melhora na disfuncédo
autonémica, no FSM e na capacidade funcional de pacientes com cardiopatia chagasica
e funcao sistolica preservada. Adicionalmente, a reducdo da ANSM esteve associada a
melhora da sensibilidade barorreflexa cardiaca, a reducdo do tbnus simpatico
cardiovascular e a reducdo da expressao génica de Atrogin-1 e MuRF-1. Portanto, o
treinamento fisico aerdbico é uma terapia ndo farmacoldgica que deve ser indicada para
os pacientes nesta fase da doenca de Chagas, podendo melhorar o prognostico dos

mesmaos.
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