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RESUMO



A insuficiéncia cardiaca caracteriza-se por reducdo da tolerancia aos
esforcos fisicos com ocorréncia precoce de fadiga e dispneia. Além de disfuncéo
cardiaca e pulmonar, anormalidades intrinsecas da musculatura esquelética tém
sido responsabilizadas pela reducdo da capacidade fisica. Uma das alteragdes mais
comumente encontrada é a atrofia de musculos esqueléticos. A via
miostatina/folistatina tem importante papel na manutencéo do trofismo muscular,
havendo correlacdo negativa entre a miostatina e a massa muscular. No miocardio,
a expressdo da miostatina aumenta durante sobrecarga hemodinamica cronica e
pode contribuir para a reducdo da massa muscular periférica. O exercicio fisico tem
papel importante no tratamento da insuficiéncia cardiaca. Entretanto, ainda nao
sdo completamente conhecidos os mecanismos pelos quais o exercicio modula a
capacidade funcional na insuficiéncia cardiaca. Neste trabalho, testamos a hipdtese
que ratos espontaneamente hipertensos (SHR) com insuficiéncia cardiaca
apresentam alteracdo na via miostatina/folistatina em musculos esqueléticos e
cardiaco, e que esta pode ser modulada pelo treinamento fisico prolongado. Os
objetivos deste estudo foram: 1) avaliar se atrofia da musculatura esquelética de
SHR com insuficiéncia cardiaca esta associada a alteracdo na via de sinalizacdo
intracelular miostatina/folistatina; 2) determinar se o treinamento fisico aerdbio
prolongado atenua o processo de atrofia e se modula a expressdo das proteinas
miostatina/folistatina nos musculos esqueléticos séleo e gastrocnémio; e 3) avaliar
a via miostatina/folistatina no miocardio e determinar se o treinamento atenua a
remodelacdo cardiaca e possiveis alteracbes desta via. Métodos: Ratos machos
normotensos Wistar-Kyoto (WKY) e SHR com 16 meses de idade foram divididos
em quatro grupos: 1) controle (WKY-Sed, n=20); 2) controle exercitado (WKY-Ex,
n=20); 3) insuficiéncia cardiaca (SHR-Sed, n=25); e 4) insuficiéncia cardiaca
exercitado (SHR-Ex, n=25). Os grupos exercitados foram treinados em esteira cinco
dias por semana durante quatro meses. Avaliacdo cardiaca foi realizada no inicio e
final do periodo experimental por ecocardiograma. Morfometria dos musculos
esqueléticos e do miocdrdio foi avaliada em cortes histolégicos corados por
hematoxilina e eosina. A expressdo génica e proteica da miostatina e folistatina foi

avaliada por PCR em tempo real e Western blot, respectivamente. A analise
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estatistica foi realizada por ANOVA para o esquema fatorial 2 X 2, complementada
com o teste de Tukey, ou teste de Mann-Witney (valor de p X 2). A frequéncia de
sinais de insuficiéncia cardiaca foi avaliada pelo teste de Goodman. O nivel de
significancia foi de 5%. Resultados: A capacidade funcional foi superior nos grupos
SHR que nos WKY e melhor nos ratos treinados que nos sedentdrios. O grupo SHR-
Ex apresentou menor frequéncia de sinais de insuficiéncia cardiaca que o SHR-Sed.
Antes do treinamento, os grupos SHR foram semelhantes entre si e apresentaram
hipertrofia ventricular esquerda concéntrica e disfuncao diastélica em relacao aos
WKY. No final do experimento, os SHR também apresentaram disfuncao sistélica; o
treinamento ndo alterou as varidveis ecocardiograficas nos SHR. O exercicio fisico
atenuou a hipertrofia miocitaria nos SHR. A expressdo génica da folistatina e
proteica da miostatina foi maior no miocdrdio dos SHR que nos WKY e néo foi
alterada pelo treinamento. A drea seccional das fibras dos musculos séleo e
gastrocnémio foi menor nos SHR que nos WKY. No sdleo, a expressdo proteica da
miostatina foi menor nos SHR-Ex que no WKY-Ex. No gastrocnémio, a expressao
génica da miostatina foi maior no SHR-Sed que no WKY-Sed e no SHR-Ex.
Conclusdes: O treinamento fisico aerébio melhora a capacidade funcional de SHR
com insuficiéncia cardiaca, reduz a frequéncia de sinais de insuficiéncia cardiaca, e
ndo altera a expressdo proteica de miostatina no miocardio. Embora nao atenue a
atrofia dos musculos esqueléticos, o exercicio aerébio reduz a expressao proteica

da miostatina no musculo séleo dos SHR.
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ABSTRACT



Heart failure is characterized by a reduced tolerance to physical
activity with early development of fatigue and dyspnea. Besides cardiac and
pulmonary dysfunction, skeletal muscle abnormalities can also be involved in the
reduced physical capacity. Atrophy is a commonly found skeletal muscle alteration.
Myostatin/follistatin pathway has an important role in skeletal muscle mass
maintenance with myostatin being negatively correlated with muscle mass. In
myocardium, myostatin levels increase during chronic overload and can contribute
to the decreased peripheral muscle mass. Physical exercise has an important role
in heart failure treatment. However, mechanisms involved in exercise-induced
improvement of physical capacity are not completely understood. In this study, we
hypothesized that spontaneously hypertensive rats (SHR) with heart failure
present myostatin/follistatin pathway change in skeletal and cardiac muscle, which
can be modulated by prolonged physical training. The aims of this study are: 1) to
evaluate whether skeletal muscle atrophy is associated with changes in the
myostatin/follistatin intracelular pathway in SHR with heart failure; 2) to
determine whether aerobic physical training attenuates muscle atrophy and/or
modulates mostatin/follistatin expression in soleus and gastrocnemius muscles; e
3) to evaluate myocardial myostatin/follistatin levels and to determine whether
training attenuates cardiac remodeling and possible achanges in the
myostatin/follistatin pathway. Methods: Male sixteen-month-old normotensive
Wistar-Kyoto (WKY) rats and SHR were assigned to four groups: 1) control (WKY-
Sed, n=20); 2) exercised control (WKY-Ex, n=20); 3) heart failure (SHR-Sed, n=25);
and 4) exercised heart failure (SHR-Ex, n=25). Exercised groups were subjected to
a treadmill exercise protocol, five days a week, for four months. Transthoracic
echocardiogram was performed before and after training. Morfometry was
analyzed in hematoxilin and eosin stained histological sections. Gene and protein
expression was evaluated by real time PCr and Western blot, respectively.
Comparisons between groups were performed using 2x2 factorial analysis of
variance (ANOVA), complemented with Tukey multiple comparisons test (normal
distribution) or Mann-Whitney test (non normal distribution; 2 x p value).

Goodman test was used to analyze heart failure features frequency. Statistical

ABSTRACT 5



significance was set 5%. Results: Functional capacity was better in SHR thanwKY
groups and was improved by training. SHR-Ex group presented a lower frequency
of heart failure features than SHR-Sed. Before training, SHR groups were similar
and had concentric left ventricular hypertrophy and diastolic dysfunction when
compared to the WKY groups. At the end of experiment, SHR groups also had
systolic dysfunction; training did not change echocardiographic parameters in the
SHR. Physical exercise attenuated myocyte hypertrophy in the SHR. Follistatin gene
expression and myostatin protein expression were higher in myocardium from
both SHR groups than WKY and were not changed by training. Soleus and
gastrocnemius fiber cross sectional area was smaller in SHR than WKY groups. In
soleus, myostatin protein levels were lower in SHR-Ex than WKY-Ex. In
gastrocnemius, myostatin gene expression. was higher in SHR-Sed than WKY-Sed
and SHR-Ex. Conclusions: Aerobic physical training improves functional capacity,
reduces heart failure features frequency without changing echocardiographic
parameters or myocardial myostatin protein levels in SHR with heart failure. In
skeletal muscles, training does not prevent atrophy, but reduces myostatin protein

expression in soleus muscle of SHR.
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1. INTRODUCAO



A insuficiéncia cardiaca cronica constitui importante problema clinico
de saude devido a gravidade de suas manifestacées e a sua grande prevaléncia.
Atualmente, a doenca afeta mais de 23 milhées de pessoas em todo o mundo (1).
Estatisticas dos Estados Unidos mostram que a prevaléncia de insuficiéncia cardiaca
é variavel de acordo com a idade, acometendo 0,4 a 2% da populacdo total e 6 a
10% das pessoas com mais de 65 anos de idade (2). No Brasil, conforme dados
publicados pelo Ministério da Saude, a insuficiéncia cardiaca encontra-se entre as
principais causas de internacao hospitalar, considerando-se todas as internagées do
Sistema Unico de Saude (3).

A insuficiéncia cardiaca ¢ uma sindrome clinica complexa que se
origina de anormalidades cardiacas estruturais e/ou funcionais, adquiridas ou
hereditarias, que levam a piora da capacidade de enchimento e ejecdo ventricular.
Suas principais causas sdo a hipertensdo arterial sistémica, isquemia miocardica e
miocardiopatias (2).

Entre os sintomas mais importantes causados pela insuficiéncia
cardiaca cronica, estdo a fadiga e a intolerancia aos esforcos fisicos. Os mecanismos
responsdveis pelo desenvolvimento desses sintomas vém sendo estudados nas
ultimas décadas (4, 5). Inicialmente, considerava-se que a capacidade reduzida para
exercicios fisicos com a ocorréncia prematura de sintomas era causada por
diminuicdo da capacidade funcional do coracdo e pulmao e pobre perfusdo tecidual
devido a reducdo do débito cardiaco. A suposicdo inicial de que a capacidade para
exercicios pudesse relacionar-se diretamente com a funcdo ventricular ndo se
confirmou, tendo sido observada pobre correlacdo entre varidveis hemodinamicas
e tolerdncia ao exercicio em doentes com insuficiéncia cardiaca (5, 6). Mais
recentemente, foi aventado que anormalidades intrinsecas da musculatura
esquelética também pudessem ter papel na reducdo da capacidade funcional na
insuficiéncia cardiaca (7-9).

A partir de 1990, diversas anormalidades passaram a ser descritas em
musculos esqueléticos periféricos e respiratérios durante a insuficiéncia cardiaca.
Atrofia muscular, aumento de fibrose e reducdo da densidade capilar foram
observados em estudos clinicos e experimentais (10-13). Também foram descritas

anormalidades metabdlicas, enzimaticas e bioquimicas, tais como diminuicdo da
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atividade de enzimas oxidativas como citrato sintase, 3-hidroxiacil-CoA-
desidrogenase e citocromo-c oxidase (9, 14-18). Alteracdes no padrdo de
composicdo das fibras musculares esqueléticas tém sido frequentemente
encontradas na insuficiéncia cardiaca (13, 19, 20). Em ratos com estenose adrtica,
encontramos alteracdo da composicao das cadeias pesadas de miosina do musculo
soleo, tanto na fase de insuficiéncia cardiaca estabelecida, como também durante
a fase de hipertrofia ventricular compensada (19). Estes resultados sugeriram que
o comprometimento da musculatura esquelética possa ser decorrente nao somente
da piora hemodinamica caracteristica da insuficiéncia cardiaca, mas também de
anormalidades bioquimicas e/ou neuro-hormonais associadas ao quadro de injuria
do coracéo.

Entre as alteracdes morfologicas mais frequentemente descritas,
encontra-se a atrofia da massa muscular esquelética (13, 17, 19-27). Reducdo da
musculatura esquelética foi observada em 68% dos pacientes com insuficiéncia
cardiaca cronica em tratamento ambulatorial (10), principalmente em musculos
dos membros inferiores (28). Uma vez que a quantidade de massa muscular é
intimamente relacionada a capacidade para desenvolver forca, reducdes da massa
tém papel importante na limitacdo para exercicios fisicos e atividades cotidianas.

As causas responsaveis pela atrofia muscular associada a insuficiéncia
cardiaca cronica ainda ndo estdo completamente definidas. Alguns fatores tém sido
responsabilizados como reducdo da atividade fisica e neuromuscular, ativacdo
sistémica de neurohorménios e citocinas inflamatérias que acompanha o
desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca, reducdo da sintese protéica e/ou
aumento do catabolismo muscular e ocorréncia de apoptose e necrose (20, 29-33).
Do mesmo modo, ndo sdao conhecidos os mecanismos moleculares e as vias
sinalizadoras que controlam o trofismo da musculatura esquelética durante a
insuficiéncia cardiaca.

Mais recentemente, foi observado que a via miostatina/folistatina tem
importante papel na manutencdo do trofismo muscular (34). A miostatina,
previamente denominada GDF-8 (fator de crescimento e diferenciacdo-8), foi
descoberta em pesquisa para identificar novos membros da super familia TGF-beta

(fator transformador do crescimento-beta) de fatores de diferenciacio e
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crescimento celular (35, 36). A miostatina é sintetizada por células musculares
esqueléticas. Estudos sobre seu papel fisiolégico mostraram correlacdo negativa
entre expressao génica da miostatina e massa muscular, o que sugere seu potencial
para induzir hipotrofia da musculatura esquelética (36, 37). Camundongos com
delecdo do gene para miostatina apresentaram aumento da massa muscular
decorrente de hipertrofia e hiperplasia das fibras musculares (35, 36).
Adicionalmente, aumento da expressdo da miostatina em camundongos adultos
resultou em intensa perda corporal de musculo e gordura (38, 39), a semelhanca
do que ocorre em sindromes de caquexia humana. Reforcando esses dados, a
inibicdo farmacoldgica da miostatina por anticorpo monoclonal causou hipertrofia,
atenuacdo de fibrose e aumento da forca muscular em camundongos adultos ou
idosos, na auséncia de alteracées em drgdos como rins, figado e coracdo (40, 41).
Em humanos, diferentes inibidores da via miostatina, incluindo anticorpos anti-
miostatina, vém sendo avaliados em estudos clinicos fases I e II para tratamento
de distrofia muscular e perda muscular associada a doencas cronicas (41-43).

A acdo da miostatina pode ser modulada por varias proteinas. Uma
das mais estudadas ¢ a folistatina, que tem a propriedade de unir-se a miostatina e
inibir sua habilidade para ligar-se aos receptores celulares (36, 44). Estudos
sugerem que a folistatina pode atuar como potente antagonista da miostatina e
modificar sua atividade in vivo (44-48).

Na insuficiéncia cardiaca cronica, ha poucos estudos sobre a expressao
das proteinas da via miostatina/folistatina em musculos esqueléticos. Em humanos
ou ratos com insuficiéncia cardiaca, foi observado que a expressdao da miostatina
encontra-se aumentada em musculos esqueléticos (49-52). Por outro lado,
verificamos que ratos infartados com insuficiéncia cardiaca cronica apresentam
atrofia do musculo séleo na auséncia de alteracdes da expressdo génica e proteica
da miostatina. Entretanto, também observamos reducdo da expressdo proteica da
folistatina (53). Como a folistatina é antagonista da miostatina, sua reducdo pode
ter colaborado para aumentar a atividade da miostatina e induzir atrofia muscular.

A miostatina, embora predominantemente expressa no musculo
esquelético, pode também ser encontrada no musculo cardiaco (51, 54, 55). Em

situacdes fisioldgicas, a miostatina parece ter pouco ou nenhum efeito sobre as
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propriedades moleculares e funcionais do coracdo (55). Entretanto, parece estar
envolvida nas modificagées do miocdrdio associadas ao processo de remodelacéo
cardiaca. Em situacdes de sobrecarga hemodinamica, foi observado aumento da
expressao da miostatina no miocdrdio, tanto em estudos experimentais como em
humanos com insuficiéncia cardiaca grave (50, 51, 54, 56). No coracdo, a
miostatina tem a acdo pro-fibrética e pode alterar a funcdo cardiaca durante o
envelhecimento (55, 57). Estudos in vitro mostram que a miostatina inibe estimulo
hipertroéfico induzido por adicdo de fenilefrina ou por estiramento miocardico (58,
59). Acredita-se que, com o aumento de sua sintese no miocardio, a miostatina seja
liberada na corrente sanguinea e possa ter acdo em érgaos a distancia (50, 51, 55).
Um dos principais alvos da miostatina é a musculatura esquelética, na qual inibe o
crescimento muscular (55).

A expressdo da miostatina pode ser modulada, nao somente pelos seus
antagonistas, como também pelo exercicio fisico. Estudos clinicos e experimentais
mostraram que o treinamento fisico regular previne aumento na expressdo
proteica da miostatina em musculos esqueléticos (51, 52) e cardiaco (51).
Entretanto, ndo foram avaliados os efeitos do exercicio sobre a interacdo entre
miostatina e trofismo muscular ou grau de hipertrofia ventricular. Atualmente,
considera-se que o exercicio fisico apresenta importante papel no tratamento de
doentes com insuficiéncia cardiaca (60-66), sendo recomendado para pacientes
com insuficiéncia cardiaca estavel nos estagios I a III da classificacdo da New York
Heart Association (67, 68).

Um modelo experimental muito utilizado para o estudo da
fisiopatologia e tratamento da insuficiéncia cardiaca é o rato espontaneamente
hipertenso (SHR). Estes animais foram desenvolvidos por Okamoto e Aoki como
modelo de hipertensdo arterial genética semelhante a que ocorre em humanos
(69). Os ratos manifestam hipertensdo arterial sistémica a partir de um més de
idade e, também precocemente, comecam a desenvolver hipertrofia do ventriculo
esquerdo (70). A seguir, apresentam periodo relativamente longo de hipertrofia
ventricular compensada, no qual a funcédo cardiaca se mantém preservada. A partir
de aproximadamente 12 meses de idade, os ratos comecam a apresentar evidéncias

de disfuncdo cardiaca diastdlica e, entre 18 e 24 meses, manifestam disfuncio
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sistélica com quadro clinico e anatomo-patolégico de insuficiéncia cardiaca (71-
73). Devido a evolucdo lenta da fase de hipertrofia ventricular compensada para a
fase de insuficiéncia cardiaca, os ratos espontaneamente hipertensos sdo
considerados bom modelo experimental para mimetizar situacdes clinicas de
insuficiéncia cardiaca.

Em estudo prévio, observamos que SHR com insuficiéncia cardiaca
apresentam atrofia da musculatura esquelética com aumento do colageno
intersticial e alteracdo na composicdo das cadeias pesadas de miosina e na
expressdo das proteinas miostatina e folistatina (13). Ndo identificamos na
literatura outros relatos sobre as condi¢ées dos musculos esqueléticos de SHR com
insuficiéncia cardiaca ou trabalhos avaliando os efeitos do exercicio fisico sobre a
capacidade fisica, o fenétipo da musculatura esquelética ou a remodelacao cardiaca
neste modelo experimental.

Neste trabalho testamos a hipétese que ratos espontaneamente
hipertensos com insuficiéncia cardiaca apresentam alteracdo na expressdo da via
miostatina/folistatina em musculos esqueléticos e cardiaco, e que esta pode ser

modulada pelo treinamento fisico prolongado.

1. INTRODUCAO 12



2. OBJETIVOS



1. Avaliar se a atrofia da musculatura esquelética de ratos espontaneamente
hipertensos com insuficiéncia cardiaca estd associada a alteracdo da via de

sinalizacdo intracelular miostatina/folistatina.

2. Determinar se o treinamento fisico aerdbio prolongado atenua o processo de
atrofia e se modula a expressdo das proteinas miostatina/folistatina dos
musculos esqueléticos séleo e gastrocnémio de ratos espontaneamente

hipertensos com insuficiéncia cardiaca.

3. Avaliar a via miostatina/folistatina no miocdrdio de ratos espontaneamente
hipertensos com insuficiéncia cardiaca e determinar se o treinamento fisico
aerobio atenua a processo de remodelacdo cardiaca e possiveis alteracdes da via

miostatina/folistatina.
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3. MATERIAL E MIETODOS



Grupos experimentais

Foram utilizados ratos Wistar-Kyoto (WKY) e ratos espontaneamente
hipertensos machos, provenientes do Biotério do Laboratdrio Experimental do
Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP. Os
animais foram alimentados com racdo comercial Purina e agua ad libitum e
mantidos em gaiolas coletivas, com quatro ratos por caixa, em ambiente com
temperatura controlada (21 = 2 °C) e ciclos invertidos de luminosidade de 12 h. O
protocolo de estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa Experimental
da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP.

Foram constituidos quatro grupos experimentais:

1) grupo controle (WKY-Sed, n=20), formado por ratos Wistar-Kyoto;

2) grupo controle exercitado (WKY-Ex, n=20), formado por ratos Wistar-Kyoto
submetidos a protocolo de exercicio fisico;

3) grupo insuficiéncia cardiaca (SHR-Sed, n=25), formado por SHR com
insuficiéncia cardiaca;

4) grupo insuficiéncia cardiaca exercitado (SHR-Ex, n=25), formado por SHRs com
insuficiéncia cardiaca submetidos a protocolo de exercicio.

Protocolo de treinamento fisico foi aplicado a partir de 16 meses de
idade por periodo de quatro meses.

Estudos prévios de nosso laboratério mostraram que a constituicdo
de grupos experimentais com 12 a 16 animais é adequada para estudos
morfoldgicos e moleculares dos musculos esqueléticos (13, 19, 20, 27, 74) e para
avaliacdo funcional e estrutural do coracdo (75, 76). Como a mortalidade dos ratos
é elevada nessa faixa etdria (75), cada grupo experimental normotenso foi
composto inicialmente por 20 ratos e o grupo dos animais hipertensos por 25
ratos.

Durante a eutandsia, foram avaliados os seguintes sinais clinico e
andtomo-patoldgicos de insuficiéncia cardiaca: taquipnéia, derrame pleural, ascite,
trombo em atrio esquerdo, hipertrofia do ventriculo direito (relacdo peso do

ventriculo direito em mg/peso corporal em g > 0,8) e congestao pulmonar (relacao
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peso dos pulmées/peso corporal > 2 desvios padrdao acima da média do grupo

Sham) (77).

Avaliacao da pressao arterial

A pressdo arterial caudal foi aferida indiretamente na cauda do animal
antes e apds o periodo de treinamento fisico. Os ratos foram previamente
aquecidos a temperatura de 40 °C por 5 minutos e as medidas determinadas por
plestimografia, utilizando-se esfigmomanémetro (Narco Bio-System®, modelo 709-

0610, International Biomedical, Inc, USA).

Estudo ecocardiografico

As estruturas cardiacas e a funcdo do ventriculo esquerdo (VE) foram
avaliadas antes e apds o protocolo de exercicios por ecocardiograma transtoracico.
Previamente, os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina (50
mg/kg) e cloridrato de xilidino (1 mg/kg), por via intramuscular. Apés tricotomia
da regido anterior do tdrax, os animais foram posicionados em decuibito lateral
esquerdo. Foi utilizado equipamento da General Electric Medical Systems, modelo
Vivid S6 (Tirat Carmel, Israel), dotado de transdutor multifrequencial de 5 a 11,5
MHz. A avaliacdo dos fluxos transvalvar mitral e adrtico foi realizada com o mesmo
transdutor operando em 5,0 MHz. As varidveis morfolégicas e funcionais do
coracdo foram obtidas de acordo com a metodologia previamente descrita em
nosso laboratério (75-77). Posteriormente, as estruturas cardiacas foram medidas
manualmente com o auxilio de paquimetro de precisdo, de acordo com as
recomendacdes da American Society of Echocardiography. As estruturas cardiacas
foram medidas em, pelo menos, cinco ciclos cardiacos consecutivos. As seguintes
estruturas foram avaliadas: diametros diastdlico (DDVE) e sistélico (DSVE) do
ventriculo esquerdo (VE); espessuras diastolica (EDPP) e sistdlica (ESPP) da parede
posterior do VE; espessuras diastdlicas da parede posterior (EDPP) e do septo
interventricular (EDSIV); e didmetros da aorta (AO) e do atrio esquerdo (AE). A
massa do VE (MVE) e o indice de massa do VE (IMVE) foram calculados de acordo
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com as seguintes formulas: MVE = [(DDVE + EDPP + EDSIV)? - DSVE®] X 1,04; IMVE
= MVE/peso corporal. A espessura relativa do VE (Esp. Rel. VE) foi calculada segundo
a formula: Esp. Rel. VE = 2 X EDPP/DDVE. A funcdo sistélica do VE foi avaliada pelos
seguintes indices: 1) porcentagem de encurtamento endocardico (% enc. Endo):
((DDVE - DSVE)/DDVE]; 2) porcentagem de encurtamento mesocdrdico (% enc.
Meso): [((DDVE + % EDPP + % EDSIV) - (DSVE + % ESPP + % ESSIV)/(DDVE + %
EDPP + % EDSIV)]; 3) velocidade de encurtamento da parede posterior (VEPP), que
é a tangente maxima do movimento sistélico da parede posterior; 4) indice de
performance miocdrdica (Tei). A funcdo diastdlica do VE foi analisada pelos
seguintes indices: 1) razdo entre os picos de velocidade de fluxo de enchimento
inicial (onda E) e da contracdo atrial (onda A) do fluxo transmitral; 2) tempo de
desaceleracdo da onda E (TDE); 3) tempo de relaxamento isovolumétrico em

valores absolutos (TRIV) e normalizados pela frequéncia cardiaca (TRIV/R-R).

Protocolo de treinamento fisico

O treinamento fisico foi realizado em esteira, cinco vezes por semana.
Inicialmente, houve periodo de adaptacdo, com aumento gradativo da velocidade e
tempo de exercicio (78), conforme tabela abaixo. A partir da sexta semana de
treinamento, os ratos exercitaram-se a velocidade de 12 m/min e duracdo de 30

min, até o final do periodo experimental de quatro meses.

Semanas Velocidade (m/min) Duracao (min)
12 5 10
22 7.5 12
32 10 15
42 12 20
52 12 25
62 em diante 12 30
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Teste de esforco

Antes e apés o periodo de treinamento fisico, os ratos foram
submetidos a teste de esforco em esteira, como descrito por Rodrigues et al (79).
Apos cinco minutos de adaptacdo na esteira, a velocidade foi aumentada em trés
metros por minuto, a cada trés minutos, até os animais atingirem a exaustado. No

teste, avaliamos a distancia percorrida e o tempo total de permanéncia na esteira.

Coleta da musculatura esquelética e de outros tecidos para analise

Ao final do periodo experimental, os animais foram pesados e, a
seguir, anestesiados com injecdo intraperitoneal de pentobarbital sédico (50
mg/kg). O coracdo foi retirado por toracotomia mediana. Os datrios foram
removidos e os ventriculos direito e esquerdo dissecados e pesados separadamente.

A seguir, foram dissecados os musculos esqueléticos soleo e
gastrocnémio dos membros pélvicos direito e esquerdo. Imediatamente apds a
disseccdo e pesagem, as amostras musculares foram congeladas em nitrogénio
liquido e conservadas a -80 °C. Para avaliar o grau de congestdo pulmonar, os
pulmdes foram dissecados e pesados. Para normalizar as estruturas cardiacas, a

tibia direita foi dissecada e mensurada em seu maior comprimento.

Analise histologica da musculatura esquelética e miocardica

Para o preparo das laminas histoldgicas, as amostras de tecido
muscular esquelético e cardiaco foram transferidas para camara do micrétomo
criostato (-20 °C), onde permaneceram por 20 a 30 minutos para estabelecimento
do equilibrio térmico. Os blocos de tecido muscular foram, entdo, fixados em
suportes metidlicos do criostato (JUNG CM 1800 - Leica) por pequenas quantidades
de adesivo (OCT - Tissue Tek Compound) e orientados de modo que os cortes
fossem feitos transversalmente a direcdo das fibras musculares. A seguir, os cortes
foram corados pelo método hematoxilina e eosina para analise morfoldgica geral e

mensuracdo da drea seccional e do menor didmetro transverso das fibras e pelo
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método tricromico de Masson para a mensuracdo da fracao intersticial de colageno.
A avaliacdo do tamanho das fibras musculares e da fracdo de coldgeno intersticial
foi realizada por sistema de analise de imagem computadorizado com o auxilio de
microscopio LEICA DM LS acoplado a cdmera de video (Image Pro-plus, Media
Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA). Em cada lamina, corada por
hematoxilina e eosina, foi efetuada a mensuracdo das areas de pelo menos 150
fibras musculares, segundo os critérios preconizados por Dubowitz (80). Nas
laminas coradas por tricromico de Masson, a mensuracdo foi efetuada em pelo

menos 20 campos histologicos.

Expressao génica

A andlise dos mRNAs da miostatina e folistatina e dos genes de
referéncia GAPDH e ciclofilina foi realizada em fragmentos dos musculos
esqueléticos e cardiaco por reacdo em cadeia da polimerase em tempo real apos

transcricdo reversa (RT-qPCR), conforme previamente descrito (20, 53, 75, 76).

Extracao de RNA com TRIzol

O fragmento muscular congelado foi homogeneizado em Polytron
com TRIzol (1 mL de TRIzol/50-100 mg de tecido). O homogenato foi transferido
para tubo de 1,5 mL e incubado por 5 min a temperatura ambiente para permitir
a completa dissociacdo dos complexos ntcleo-proteicos. A seguir, foram
acrescentados 0,2 mL de cloroférmio por mL de TRIzol utilizado, homogeneizado
vigorosamente e incubado por 3 min a temperatura ambiente. O material foi entao
centrifugado a 12.000 g por 15 min a 4 °C. Para a precipitacdo do RNA, a fase
aquosa formada apods a centrifugacdo do material foi separada e precipitada por
intermédio de incubagdo com 0,5 mL de isopropanol (por mL de TRIzol utilizado
inicialmente) por 10 min, a temperatura ambiente. Apds esse periodo, o material
foi novamente centrifugado a 12.000 g por 10 min a 4 °C. O sedimento formado
foi lavado com 1,0 mL de etanol 75% (por mL de TRIzol previamente utilizado) e

centrifugado a 7.500 g por 5 min a 4 °C. Apds secar por 10 min a temperatura
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ambiente, o sedimento de RNA foi ressuspenso em solucdo 0,01% de DEPC
(dietilpirocarbonato) e incubado a 60 °C, por 10 min, para inativacao de possiveis
residuos de RNase. O RNA foi, entdo, quantificado por espectrofotometria a 260
nm, utilizando-se o fator de correcdo proprio para o RNA (40) e o fator de diluicdo
do RNA (70). Foi também determinada, por espectrofotometria (NanoDrop™ 2000
Spectrophotometer Thermo Scientific, NanoDrop Technologies, Inc), a razao entre
260 e 280 nm, o que forneceu estimativa da qualidade do processo de extracao.

Todas as amostras do estudo apresentaram razédo entre 1,8 e 2,1.

Gel analitico de agarose para RNA

Para analisar a integridade do RNA, foi realizada eletroforese (1 L da
solucdo contendo o RNA total, 1 pL de carregador Orange e 8 uL de agua ultra-
pura) em gel de agarose (1%), tampao TAE (Tris 45 mM, dcido bérico 45 mM, EDTA
1 mM), corado com brometo de etidio, a voltagem de 60 mV. A integridade do RNA

foi constatada pela visualizacdo das bandas de RNA ribossémico, 28S e 18S.

Transcricao reversa (RT) do RNA

A RT do RNA foi realizada utilizando-se os componentes do Kit
SuperScript First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, Brasil). Mistura
contendo 1 pg de RNA total, 1 pL de dNTP mix 10 mM e 1 uL de Random Hexamers
(50 ng(uL), com volume total ajustado para 10 pL de H,O tratada com DEPC
(dietilpirocarbonato), foi incubada por 5 min a 65 °C. A seguir, foram adicionados
9 uL de solucdo contendo 2 pL de tampéo RT 10x, 4 pL de MgCl, 25 mM, 2 pL de
DTT 0,1 M e 1 pL de inibidor de RNAse recombinante RNAseOUT™ (40
unidades/pL). Apos leve agitacdo e incubacdo a 42 °C por 2 min, foi adicionado a
reacdo 1 pL da enzima SuperScript™ II RT (50 unidades/pL) e a mistura foi
novamente incubada por 50 min a 42 °C. A seguir, a mistura da reacéo foi colocada
no gelo e adicionado 1 pL de RNase H para, finalmente, incubar a mistura por 20
min a 37 °C. Para comprovar a auséncia de DNA gendmico residual nas amostras

de RNA submetidas a reacdo de RT, amostra de RNA (controle negativo da RT) foi
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submetida a reacdo de RT acima descrita com a substituicio da enzima
SuperScript™ II RT por 1 uL de H,O com DEPC. O produto da reacdo foi utilizado
em todas as reacdes de PCR e a auséncia de DNA gendmico residual foi confirmada

pela auséncia de produtos de amplificacéo.

Reacao em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real

Aliquotas da reacdo de RT de cada amostra contendo 10-100 ng de
cDNA foram adicionadas a mistura contendo 10 pL 2X TaqMan Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems) e 1 L de ensaio pré-otimizado (20X) contendo
sonda FAM dye-labeled Tagman MGB e primers “sense” e “antisense” nao
marcados (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), especificos para cada gene.
Para obter volume final de 20 pL, foi adicionada dgua tratada com DEPC. As reagdes
foram realizadas em triplicata para cada gene alvo e para os genes de referéncia
no Sistema Real Time PCR 7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA),
seguindo protocolo sugerido pelo fabricante: 1 ciclo a 95 °C por 10 min para
ativacdo da AmpliTaq Gold Enzyme; 40 ciclos de desnaturacdo (95 °C por 15 s) e
anelamento-extensdo (60 °C por 1 min). Para cada amostra, foi plotado grafico de
amplificacdo mostrando aumento do reporter dye fluorescente em cada ciclo da
PCR. A partir do gréfico, foi determinado o ciclo em que a reacdo atinge o limiar
de deteccédo (critical threshold cycle - Cr), baseado na variabilidade dos dados da
linha de base obtidos a partir dos ciclos iniciais da PCR. A quantificacdo foi feita

pelo método 22T,

Expressao proteica

A quantificacdo proteica de miostatina e folistatina foi avaliada por
Western blot (13, 27, 81, 82). A proteina muscular esquelética e cardiaca foi
extraida em tampao RIPA e quantificada pelo método de Bradford. As amostras
foram separadas em gel de poliacrilamida e posteriormente transferidas para
membrana de nitrocelulose (Biorad). Apés bloqueio da membrana, foi realizada

incubacdo com anticorpos primdrios anti-miostatina (N-19, sc 6885), anti-
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folistatina (H-114, sc 30194) e anti-GAPDH (6C5, sc 32233, Santa Cruz
Biotechnology Inc., CA, USA). A membrana foi, entdo, lavada com PBS e Tween 20,
incubada com anticorpo secundario conjugado a peroxidase e, a seguir, lavada com
PBS e Tween 20. Os sinais foram visualizados com auxilio de kit para
quimioluminescéncia e fotografados com analisador de imagens (Carestream

Molecular Imaging, Carestream, Inc, USA).

Analise estatistica

Os resultados estdo apresentados em média e desvio padrdo ou
mediana e percentis 25 e 75 de acordo com a normalidade. As comparacdes entre
os grupos foram realizadas pela analise de varidncia (ANOVA) para o esquema
fatorial 2X2, complementada com o teste de comparacdes miuiltiplas de Tukey.
Quando os dados ndo apresentaram distribuicdo normal, foi realizado o teste de
Mann-Witney (valor de p x 2). A comparacdo da frequéncia de sinais de insuficiéncia
cardiaca entre os grupos foi realizada pelo teste de Goodman. O nivel de

significancia considerado foi de 5%.
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4. RESULTADOS



Caracterizacao dos grupos experimentais e variaveis anatomicas

Ao final do periodo experimental, o grupo WKY-Sed tinha 17 ratos,
sendo que 1 apresentou derrame pleural e 1 ascite. No grupo WKY-Ex, com 18
ratos, 1 animal apresentou taquipneia e 3 derrame pleural. O grupo SHR-Sed, ao
final do experimento, estava composto por 19 ratos, que apresentaram a seguinte
frequéncia de alteracbes compativeis com insuficiéncia cardiaca: taquipneia 7
animais, derrame pleural 14, ascite 9, trombo em &trio esquerdo 1, hipertrofia do
ventriculo direito 1 e congestdo hepatica 4. No grupo SHR-Ex (n=22), a frequéncia
dos sinais de insuficiéncia cardiaca foi taquipnéia 1 animal, derrame pleural 6,
ascite 1, trombo em &trio esquerdo 1 e hipertrofia do ventriculo direito 1 (Figura
1). O grupo SHR-Ex apresentou menor frequéncia de taquipneia, derrame pleural e
ascite que o SHR-Sed (Figura 1).

As varidveis anatomicas, em valores absolutos, estdo apresentadas na
Tabela 1. O peso corporal inicial e final foi menor nos grupos hipertensos que nos
normotensos. A pressdo arterial inicial e final foi maior nos ratos hipertensos que
nos normotensos. O peso do ventriculo esquerdo foi maior nos ratos normotensos
exercitados que nos sedentdrios e maior nos SHR que nos WKY. No grupo SHR, o
treinamento nao alterou o peso do VE. O peso do ventriculo direito e dos atrios,
em valores absolutos, foi menor nos SHR que nos WKY. O peso do pulmao nao
diferiu entre os grupos.

Como a diferenca de peso corporal, tanto no inicio como no final do
experimento, entre as duas cepas de ratos é grande, ha necessidade de normalizar
as varidveis anatomicas pelo peso corporal e/ou pelo comprimento da tibia. Neste
estudo, as varidveis foram normalizadas tanto pelo peso corporal (Tabela 2) como
pelo comprimento da tibia (Tabela 3). Quando normalizados pelo peso corporal, os
pesos dos ventriculos esquerdo e direito, dos dtrios e dos pulmées foram
estatisticamente maiores nos animais hipertensos que nos normotensos. A relacdo
peso VE/PC foi maior no grupo WKY-Ex que no WKY-Sed.

O comprimento da tibia foi menor nos SHR que nos WKY (Tabela 3).
A relacdo peso do VE/comprimento da tibia foi maior nos grupos hipertensos que

nos normotensos. O treinamento fisico aumentou essa relacdo nos WKY e niao a
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modificou nos SHR. Quando normalizados pelo comprimento da tibia, o peso do
ventriculo direito e dos atrios foi menor no grupo SHR-Ex que no WKY-Ex.

O peso dos musculos séleo, em valores absolutos, foi menor nos
grupos SHR que nos WKY. Quando normalizado pelo peso corporal, ndo diferiu
entre os grupos. O peso do musculo gastrocnémio, em valores absolutos ou
normalizados pelo peso corporal, foi estatisticamente menor nos SHR que nos WKY.
O treinamento fisico ndo modificou essas varidveis (Tabela 2). Os pesos dos
musculos séleo e gastrocnémio normalizados pelo comprimento da tibia foram

menores nos grupos SHR que nos WKY (Tabela 3).

Avaliagao ecocardiografica

As varidveis ecocardiograficas estdo apresentadas nas Tabelas 4 a 7.
Antes do treinamento fisico, os diametros diastdlico e sistélico do VE foram
menores nhos grupos SHR que nos WKY. Quando normalizado pelo peso do corpo,
o didmetro diastolico do VE foi maior em ambos os grupos SHR que nos WKY. As
espessuras diastdlicas da parede posterior do VE e do septo interventricular e os
diametros da aorta e do atrio esquerdo e a espessura relatica do (VE) foram
maiores nos grupos SHR que nos WKY (Tabela 4). As variaveis estruturais cardiacas
ndo diferiram entre os grupos sedentarios e exercitados antes do treinamento
fisico.

Os resultados da avaliacdo funcional do VE no inicio do experimento
estdo apresentados na Tabela 5. O grupo SHR-Ex apresentou frequéncia cardiaca
maior que o WKY-Ex. A porcentagem de encurtamento endocardico foi maior no
SHR-Sed que no WKY-Sed; a velocidade de encurtamento da parede posterior foi
maior no grupo WKY-Ex que nos grupos WKY-Sed e SHR-Ex e o indice de
performance miocardica (Tei) foi menor no WKY-Ex que nos grupos WKY-Sed e
SHR-Ex. A porcentagem de encurtamento mesocdrdico nao diferiu entre os grupos.
Em relacdo a funcdo diastdlica do VE, a relacdo E/A nao diferiu entre os grupos. O
tempo de desaceleracdo da onda E foi menor no grupo SHR-Sed que no WKY-Sed.
O tempo de relaxamento isovolumétrico, em valores absolutos ou normalizados

pela frequéncia cardiaca, foi maior nos grupos SHR que nos WKY. Nao observamos
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diferencas estatisticamente significantes entre os grupos SHR-Ex e SHR-Sed antes
do treinamento fisico.

Ao final do periodo experimental, o didmetro diastdlico do VE, em
valores absolutos, nado diferiu entre os grupos SHR e WKY (Tabela 6). Entretanto,
a relacdo diametro diastélico do VE/peso corporal e o diametro sistélico do VE
foram maiores nos grupos SHR que nos WKY. As comparacdes entre os grupos
referentes as demais varidveis estruturais cardiacas mostraram o mesmo
comportamento que no periodo inicial. O treinamento fisico nao alterou os
parametros estruturais cardiacos.

As variaveis referentes a avaliacdo final da funcdo do VE estdo
apresentadas na Tabela 7. Os grupos SHR apresentaram menores valores da
porcentagem de encurtamento mesocdrdico e maiores valores do indice Tei que os
grupos WKY. A porcentagem de encurtamento endocdrdico foi menor no SHR-Sed
que no WKY-Sed. A frequéncia cardiaca e a velocidade de encurtamento da parede
posterior ndo diferiram entre os grupos. Em relacdo a funcéo diastélica do VE, os
SHR apresentaram maiores valores do TRIV e do TRIV/R-R que os grupos WKY. O
treinamento fisico ndo induziu alteracdes significantes entre os grupos exercitados

e seus respectivos controles sedentarios.

Teste de esforco

No teste de esforco inicial, os animais dos grupos hipertensos
apresentaram melhor capacidade funcional que os ratos dos grupos normotensos,
caracterizada por aumento da distancia percorrida e do tempo de permanéncia na
esteira. Inicialmente, a capacidade funcional ndo diferiu entre os grupos
sedentarios e exercitados. Ao final do periodo experimental, o desempenho fisico
foi melhor nos grupos hipertensos que nos normotensos e nos ratos exercitados

que nos sedentdrios (Tabela 8).
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Analise histologica

A area seccional do musculo séleo foi menor no grupo SHR-Ex que no
grupo WKY-Ex e a drea da porcdo branca do gastrocnémio foi menor nos grupos
hipertensos que nos normotensos (Tabela 9). No ventriculo esquerdo, a érea
seccional dos midcitos nado diferiu estatisticamente entre os grupos e o didmetro
dos midcitos foi maior no grupo SHR-Sed que no WKY-Sed. Imagens representativas
de cortes histolégicos dos musculos séleo e gastrocnémio e do ventriculo esquerdo
sdo mostradas nas figuras 2 a 4, respectivamente.

Os valores da fracdo de coldgeno intersticial estdo apresentados na
Tabela 10. Nos musculos séleo e gastrocnémio, a fracdo de coldgeno intersticial
ndo diferiu entre os grupos. No ventriculo esquerdo, os grupos SHR apresentaram
maior fracdo de coldgeno intersticial que seus respectivos controles normotensos.
Imagens representativas de cortes histologicos dos musculos séleo, gastrocnémio e

ventriculo esquerdo sdo mostradas nas figuras 5 a 7, respectivamente.

Expressao génica

Os resultados da expressdo génica estdo apresentados na Tabela 11.
No musculo séleo, ndo foram observadas diferencas entre os grupos na expressao
génica da miostatina ou da folistatina apds normalizacdo pelos genes constitutivos
ciclofilina e GAPDH. Na porcdo branca do musculo gastrocnémio, a expressdo da
miostatina foi maior no SHR-Sed que no WKY-Sed. O treinamento fisico reduziu a
expressdo génica da miostatina no grupo SHR-Ex. A expressdo da folistatina nao
diferiu significantemente entre os grupos. No miocdrdio, a expressdo génica da
miostatina nao diferiu entre os grupos. A folistatina foi significativamente maior

nos grupos hipertensos que nos respectivos controles normotensos.
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Expressao proteica

Os resultados da expressdo proteica estdo apresentados na Tabela 12,
No musculo sdleo, a expressdo da miostatina foi menor no grupo SHR-Ex que no
WKY-Ex e a expressdo da folistatina ndo diferiu entre os grupos. Na porcédo branca
do miusculo gastrocnémio, a miostatina e a folistatina ndo diferiram
estatisticamente entre os grupos. No ventriculo esquerdo, a expressdo da
miostatina foi maior nos animais hipertensos que nos respectivos controles

normotensos e a folistatina nao diferiu entre os grupos.
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Tabela 1. Variaveis anatomicas

WKY-Sed WKY-Ex SHR-Sed SHR-Ex

PC inicial (g) 618165 644146 401+24* 388+25#
PC final (g) 614 (551-702) 620 (566-688) 392 (376-400)* 368 (359-384)#
F;g:';_f;;' 123 (114-125) 122 (118-126) 187 (184-204)* 190 (180-212)*
PA final 126 (115-132) 135 (127-138) 210 (199-224)* 220 (215-235)#

(mmHg)

VE (9) 0,95 (0,91-1,00) 1,05 (1,01-1,12)* 1,21 (1,16-1,25)* 1,17 (1,09-1,25)*
VD (g) 0,28 (0,26-0,30) 0,29 (0,27-0,32) 0,24 (0,22-0,27)* 0,23 (0,21-0,25)*
Atrios (g) 0,13 (0,12-0,15) 0,14 (013-0,16) 0,11 (0,09-0,12)* 0,10 (0,10-0,11)#

Pulmao (g) 2,94+0,37 2,99+0,50 3,06+0,56 2,76+0,45

WKY-Sed: rato normotenso sedentario (n=17); WKY-Ex: rato normotenso exercitado (n=18); SHR-
Sed: rato espontaneamente hipertenso sedentédrio (n=19); SHR-Ex: rato espontaneamente
hipertenso exercitado (n=19); PC: peso corporal; PA: Pressdo arterial sistélica; VE: ventriculo
esquerdo; VD: ventriculo direito. Dados expressos em média = desvio padrdo ou mediana e
percentis 25 e 75. ANOVA e Tukey. * P < 0,05 vs WKY-Sed; #P < 0,05 vs WKY-Ex.
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Tabela 2. Varidveis anatéomicas normalizadas pelo peso corporal

WKY-Sed

WKY-Ex

SHR-Sed

SHR-Ex

VE/PC (mg/g)
VD/PC
(mg/g)

Atrios/PC
(mg/q)
Pulmao/PC
(mg/q)
Sdéleo (g)
Séleo/PC
(mg/g)
Gastro (g)
Gastro/PC
(mg/g)

1,54 (1,49-1,64)

0,45 (0,40-0,49)
0,20 (0,18-0,24)

4,46 (4,06-4,92)
0,222+0,04
0,38 (0,34-0,39)
2,8310,41

4,74 (4,33-4,99)

1,64 (1,57-1,83)*

0,48 (0,44-0,54)
0,23 (0,20-0,26)

4,79 (4,55-5,39)
0,224+0,02
0,37 (0,34-0,38)
2,9610,34

4,92 (4,53-5,06)

3,02 (2,92-3,22)*

0,62 (0,58-0,65)*
0,25 (0,23-0,31)*

7,64 (7,10-8,86)*
0,143+0,01*
0,37 (0,35-0,38)
1,66+0,13*

4,32 (4,14-4,43)*

3,18 (2,98-3,23)*

0,63 (0,58-0,66)*
0,29 (0,26-0,31)*

7,21 (6,90-8,56)*
0,1380,02*
0,36 (0,34-0,41)
1,59+0,17*

4,34 (4,11-4,52)#

WKY-Sed: rato normotenso sedentario (n=17); WKY-Ex: rato normotenso exercitado (n=18); SHR-Sed: rato
espontaneamente hipertenso sedentario (n=19); SHR-Ex: rato espontaneamente hipertenso exercitado (n=19);
PC: peso corporal; VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito; gastro: musculo gastrocnémio. Dados
expressos em média + desvio padrdo ou mediana e percentis 25 e 75. ANOVA e Tukey. *P < 0,05 vs WKY-
Sed; * P < 0,05 vs WKY-Ex.
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Tabela 3. Varidveis anatémicas normalizadas pelo comprimento da tibia

WKY-Sed

WKY-Ex

SHR-Sed SHR-Ex

Tibia (cm)
VE/Tibia
(mg/cm)
VD/Tibia
(mg/cm)

Atrios/Tibia
(mg/cm)
Soleo/Tibia
(mg/cm)

Gastro/Tibia
(mg/cm)

4,80 (4,64-4,85)

0,20 (0,19-0,21)

0,06 (0,05-0,06)

0,03 (0,03-0,03)
0,05+0,01

0,62 (0,53-0,65)

4,78 (4,75-4,85)

0,22 (0,21-0,23)*

0,06 (0,06-0,07)

0,03 (0,03-0,03)
0,05+0,01

0,62 (0,59-0,66)

4,15 (4,11-4,20) 4,15 (4,15-4,20)*

0,29 (0,28-0,30)* 0,28 (0,26-0,30)"

0,06 (0,05-0,06) 0,05 (0,05-0,06)*

0,03 (0,02-0,03) 0,02 (0,02-0,03)*
0,03+0,01* 0,03+0,01#

0,40 (0,38-0,42)* 0,40 (0,36-0,41)

WKY-Sed: rato normotenso sedentario (n=17); WKY-Ex: rato normotenso exercitado (n=18); SHR-
Sed: rato espontaneamente hipertenso sedentéario (n=19); SHR-Ex: rato espontaneamente
hipertenso exercitado (n=19); VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito; gastro: musculo
gastrocnémio. Dados expressos em média + desvio padrdo ou mediana e percentis 25 e 75. ANOVA
e Tukey; *P < 0,05 vs WKY-Sed; # P < 0,05 vs WKY-Ex.
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Tabela 4. Andlise ecocardiografica inicial das varidveis cardiacas estruturais

WKY-Sed

WKY-Ex

SHR-Sed

SHR-Ex

DDVE (mm)

DDVE/PC (mm/kg)

DSVE (mm)
EDPP (mm)
EDSIV (mm)
MVE (9)
IMVE (mg/g)
AO (mm)
AE (mm)
Esp. Rel. VE

8,22 (7,89-8,64)
13,1 (12,5-13,6)

4,26+0,56
1,57+0,14
1,57+0,14
0,96+0,12
1,54+0,19

4,30 (4,20-4,50)
5,23+0,56
0,38+0,05

8,15 (7,97-8,35)
13,1 (11,9-13,9)
4,35+0,91
1,54+0,11
1,5540,11
0,960,26
1,5640,43
4,20 (4,20-4,40)
5,53+0,65
0,37+0,03

7,50 (7,34-7,97)*
19,4 (17,9-19,8)*
3,52+0,68*
1,80+0,13*
1,81+0,12*
1,03+0,15
2,54+0,39*
4,90 (4,73-5,00)*
6,48+0,48*
0,47+0,04*

7,72 (7,42-7,95)*
19,8 (19,0-21,4)
3,81+0,45%
1,81+0,14#
1,81+0,13%
1,0410,15
2,70+0,42%
4,70 (4,70-5,05)*
6,72+0,70*
0,47+0,04*

WKY-Sed: rato normotenso sedentario (n=14); WKY-Ex: rato normotenso exercitado (n=16); SHR-
Sed: rato espontaneamente hipertenso sedentéario (n=11); SHR-Ex: rato espontaneamente
hipertenso exercitado (n=19); DDVE e DSVE: didmetros diastélico e sistdlico do ventriculo esquerdo
(VE), respectivamente; PC: peso corporal; EDPP: espessura diastélica da parede posterior do VE;
EDSIV: espessura diastélica do septo interventricular; MVE: massa do VE; IMVE: indice de MVE;
AO: didametro da aorta; AE: didametro do atrio esquerdo; Esp. Rel. VE: espessura relativa do VE.
Dados expressos em média + desvio padrao ou mediana e percentis 25 e 75. ANOVA e Tukey; * P
< 0,05 vs WKY-Sed; #P < 0,05 vs WKY-Ex.
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Tabela 5. Andlise ecocardiografica inicial da funcdo do ventriculo esquerdo

WKY-Sed WKY-Ex SHR-Sed SHR-Ex

FC (bpm) 246 £ 42,2 251 + 36,6 269 + 41,1 283 £ 45,5#

% enc. Endo. 48,5 + 4,61 48,0 £ 5,40 54,3 + 7,02* 50,5 + 4,32

% enc. Meso. 26,6 + 3,23 26,7 + 3,52 29,1 + 4,67 26,8 + 2,67

VEPP (mm/s) 33,8 £ 2,31 38,5 +£4,27* 31,9+2,83 33,4 +3,37#

Tei 0,58 £0,10 0,48 +0,07* 0,64 + 0,07 0,61 £0,10*

Onda E (cm/s) 72,4 +£10,9 77,1 +£10,5 86,1 + 8,23* 82,7 +15,0

Onda A (cm/s) 451 +£12.2 56,1 £ 14,9 68,2 + 23,2* 71,5+ 27.8#

E/A 1,72+£0,49 1,44 + 0,29 1,39 £ 0,47 1,35+ 0,56

TDE (ms) 50,8 £ 9,60 52,4 + 6,17 43,2 + 6,34 46,4 + 3,24
TRIV (ms) 33,0 (33,0-33,0) 30,0 (30,0-33,0) 41,0 (37,0-41,0)* 33,0 (33,0-37,0)*
TRIV/R-R 69,7 (62,6-71,3) 63,0 (56,4-70,1) 79,6 (76,0-90,6)* 74,9 (70,5-82,2)#

WKY-Sed: rato normotenso sedentario (n=14); WKY-Ex: rato normotenso exercitado (n=16); SHR-Sed: rato
espontaneamente hipertenso sedentario (n=11); SHR-Ex: rato espontaneamente hipertenso exercitado (n=19);
FC: frequéncia cardiaca; % enc. Endo e Meso: porcentagem de encurtamento endocardico e mesocardico,
respectivamente; VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior; Tei: indice de performance
miocardica; E/A: razédo entre picos de fluxo de enchimento inicial (onda E) e da contracado atrial (onda A) do
fluxo transmitral; TDE: tempo de desaceleragéo da onda E mitral; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico;
R-R: intervalo entre ondas R do eletrocardiograma. Dados expressos em média + desvio padrdo ou mediana

e percentis 25 e 75. ANOVA e Tukey; * P < 0,05 vs WKY-Sed; #P < 0,05 vs WKY-Ex.
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Tabela 6. Andlise ecocardiografica final dos parametros estruturais do coracédo

WKY-Sed WKY-Ex SHR-Sed SHR-Ex
DDVE (mm) 8,19+0,61 8,49+0,87 8,72+0,77 8,30+0,66
DDVE/PC (mm/kg) 13,8+2,30 14,4+2,85 21,9+2,32* 22,212 23#
DSVE (mm) 3,42+0,84 3,87+0,85 4,26+0,91* 3,99+0,75
EDPP (mm) 1,58+0,11 1,58+0,10 1,87+0,10* 1,88+0,20%
EDSIV (mm) 1,58+0,12 1,59+0,10 1,88+0,19* 1,88+0,20%
MVE (g) 0,96+0,18 1,03+0,25 1,3410,24* 1,24+0,26%
IMVE (mg/g) 1,60%0,31 1,74+0,47 3,37+0,65* 3,30+0,59%
AO (mm) 4,34+0,26 4,37+0,24 4,87+0,21* 4,79+0,32%
AE (mm) 5,76+0,80 6,14+0,94 7,26+0,91* 7,04£0,91#
AE/AO 1,33+0,19 1,41+0,22 1,50£0,23* 1,47+0,19
AE/PC (mm/kg) 9,78+2,38 10,4+2,03 18,242,06* 18,8+2,47#
Esp. Rel. VE 0,39+0,03 0,37+0,03 0,43+0,04* 0,45+0,06#

WKY-Sed: rato normotenso sedentario (n=17); WKY-Ex: rato normotenso exercitado (n=15); SHR-Sed: rato
espontaneamente hipertenso sedentario (n=13); SHR-Ex: rato espontaneamente hipertenso exercitado (n=16);
DDVE e DSVE: diametros diastolico e sistolico do ventriculo esquerdo (VE), respectivamente; PC: peso
corporal; EDPP: espessura diastélica da parede posterior do VE; EDSIV: espessura diastélica do septo
interventricular; MVE: massa do VE; IMVE: indice de MVE; AO: diametro da aorta; AE: didmetro do atrio
esquerdo; Esp. Rel. VE: espessura relativa do VE. Dados expressos em média * desvio padrdo. ANOVA
e Tukey; * P < 0,05 vs WKY-Sed; #P < 0,05 vs WKY-Ex.
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Tabela 7. Anilise ecocardiogrifica final da funcdo do ventriculo esquerdo

WKY-Sed WKY-Ex SHR-Sed SHR-Ex

FC (bpm) 276 (230-340) 275 (237-312) 312 (272-331) 285 (260-304)
% enc. Endo. 58,6 + 8,20 54,8 + 5,86 51,5 + 7,69* 52,2 +6,13
% enc. Meso. 29,8 + 5,05 27,9 £5,05 25,2 + 4,60* 23,9 +3,71%

VEPP (mm/s)
Tei
Onda E (cm/s)
Onda A (cm/s)
E/A
TDE (ms)
TRIV (ms)
TRIV/R-R

40,3 (35,4-41,6)
0,51 (0,45-0,52)
74,5 (72,0-78,0)
60,0 £ 17,9
1,34 + 0,39
48,0 (45,0-48,8)
33,0 (26,0-33,0)
64,3 + 8,73

38,0 (33,6-40,0)
0,51 (0,49-0,56)
80,0 (67,8-91,5)
61,5+19,5
1,35 £ 0,41
46,5 (45,0-52,0)
30,0 (26,0-33,0)
62,0 + 8,61

34,5 (31,6-38,6)
0,65 (0,56-0,73)*
80,0 (67,8-91,5)
66,1+ 22,7
1,38 + 0,62
41,0 (40,0-45,8)
33,0 (33,0-41,0)*
80,8 + 14,0

35,0 (32,8-37,1)
0,63 (0,60-0,65)*
70,0 (66,3-82,5)
53,4 + 15,6
1,45 + 0,36
41,0 (37,8-49,0)
37,0 (37,0-41,0)*
81,3 + 6,75¢

WKY-Sed: rato normotenso sedentario (n=17); WKY-Ex: rato normotenso exercitado (n=15); SHR-Sed: rato
espontaneamente hipertenso sedentario (n=13); SHR-Ex: rato espontaneamente hipertenso exercitado (n=16);
FC: frequéncia cardiaca; % enc. Endo e Meso: porcentagem de encurtamento endocardico e mesocardico,
respectivamente; VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior; Tei: indice de performance
miocardica; E/A: razdo entre picos de fluxo de enchimento inicial (onda E) e da contracado atrial (onda A) do
fluxo transmitral; TDE: tempo de desaceleragéo da onda E mitral; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico;
R-R: intervalo entre ondas R no eletrocardiograma. Dados expressos em média + desvio padrdo ou mediana

e percentis 25 e 75. ANOVA e Tukey; * P < 0,05 vs WKY-Sed; #P < 0,05 vs WKY-Ex.
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Tabela 8. Teste de esforco

Inicial Final
Distancia(m) Tempo (min) Distancia (m) Tempo (min)
WKY-Sed 127 + 24,1 14,1 £1,49 131 £ 29,7 15,3 +2,10
WKY-Ex 123 +24,8 13,8 £ 1,59 233 + 68,5* 21,0 + 3,46"
SHR-Sed 291 + 46,6* 22,4 + 1,97 242 + 34,2* 21,7 £1,87*
SHR-Ex 263 * 66,6% 21,1 £ 2,92% 394 +65,4%8 28,4 + 2,40%8

WKY-Sed: rato normotenso sedentario (inicial n=10, final n= 17); WKY-Ex: rato normotenso
exercitado (inicial n=10, final n= 18); SHR-Sed: rato espontaneamente hipertenso sedentario (inicial
n=10, final n= 19); SHR-Ex: rato espontaneamente hipertenso exercitado (inicial n=10, final n= 19).
Dados expressos em média + desvio padrdo. ANOVA e Tukey; * P < 0,05 vs WKY-Sed; #P < 0,05
vs WKY-Ex; § P < 0,05 vs SHR-Sed.
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Tabela 9. Andlise morfométrica dos midcitos

Area Seccional (um?)

Diametro (um)

Soéleo Gastrocnémio VE VE
WKY-Sed 3053 + 490 3412 £ 193 521 £ 66,7 19,7 £ 0,70
WKY-Ex 2946 + 221 3780 + 289 515+ 102 20,4 + 1,31
SHR-Sed 2422 + 123* 2734 + 338" 609 + 127 22,3 +2,38*
SHR-Ex 2364 + 252* 2786 + 438" 533 £ 93,0 21,1 £1,62

WKY-Sed: rato normotenso sedentario (n=5); WKY-Ex: rato normotenso exercitado (n=5); SHR-Sed:
rato espontaneamente hipertenso sedentario (n=5); SHR-Ex: rato espontaneamente hipertenso
exercitado (n=5). Dados expressos em média + desvio padrao. ANOVA e Tukey; * P < 0,05 vs WKY-

Sed; #*P < 0,05 vs WKY-Ex.
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Tabela 10. Andlise morfométrica do coldgeno

Fracao Intersticial de Colageno (%)

Séleo Gastrocnémio VE
WKY-Sed 5,12 +1,07 3,71 +1,65 7,21 £ 0,64
WKY-Ex 5,18 +1,33 3,93+1,23 6,47 £ 1,45
SHR-Sed 6,03 £ 0,46 3,45+ 0,87 9,07 +1,22*
SHR-Ex 5,71 +£0,95 3,64 +1,04 8,21 +1,71#

WKY-Sed: rato normotenso sedentario (n=8); WKY-Ex: rato normotenso exercitado (n=8); SHR-Sed:
rato espontaneamente hipertenso sedentario (n=8); SHR-Ex: rato espontaneamente hipertenso
exercitado (n=8). Dados expressos em média * desvio padrao. ANOVA e Tukey; * P < 0,05 vs WKY-

Sed: #P < 0,05 vs WKY-Ex.
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Tabela 11. Expressdo génica (unidades arbitrarias)

Sdleo Gastrocnémio Ventriculo Esquerdo
Miostatina Folistatina Miostatina Folistatina Miostatina Folistatina
WKY-Sed 1,00 £ 0,64 1,00 £ 0,60 1,00 £ 0,33 1,00 £ 0,38 1,00 £ 0,65 1,00 £ 0,30
WKY-Ex 1,56 + 1,53 0,90 + 0,78 1,63 £ 0,66 0,85 + 0,65 0,71 +0,63 0,77 £0,10
SHR-Sed 1,04 £ 0,70 1,07 £1,13 2,09 +0,80" 0,95 + 0,37 1,50 £ 0,73 2,18 +£0,63*
SHR-Ex 1,00 £ 0,57 0,70 £ 0,45 1,22 + 0,338 0,89 £ 0,28 1,04 £ 0,47 1,78 £ 0,82%

WKY-Sed: rato normotenso sedentario (n=8); WKY-Ex: rato normotenso exercitado (n=8); SHR-Sed: rato espontaneamente hipertenso
sedentario (n=8); SHR-EXx: rato espontaneamente hipertenso exercitado (n=8). Dados expressos em média *+ desvio padrao. ANOVA e Tukey;
*P < 0,05 vs WKY-Sed; #P < 0,05 vs WKY-Ex; § P < 0,05 vs. SHR-Sed.



Tabela 12. Expressdo proteica (unidades arbitrarias)

Gastrocnémio

Ventriculo Esquerdo

Miostatina Folistatina Miostatina Folistatina Miostatina Folistatina
WKY-Sed 1,00 £ 0,51 1,00 £ 0,74 1,00 £ 0,72 1,00 £ 0,35 1,00 £ 0,26 0,75 (0,59-1,15)
WKY-Ex 0,95 £ 0,53 0,77 £ 0,48 0,88 + 1,01 1,33 £0,79 1,01 £ 0,34 0,61 (0,26-0,69)
SHR-Sed 0,79 +0,17 0,54 £ 0,36 1,53 £ 0,57 1,17 £ 0,70 1,81 £ 0,94* 0,64 (0,30-0,97)
SHR-Ex 0,46 £ 0,15% 0,69 + 0,64 1,28 £1,29 1,84 £ 0,55 2,24 +0,57*% 0,58 (0,47-1,14)

WKY-Sed: rato normotenso sedentario (n=7); WKY-Ex: rato normotenso exercitado (n=7); SHR-Sed: rato espontaneamente hipertenso sedentério (n=7);
SHR-EXx: rato espontaneamente hipertenso exercitado (n=7). Dados expressos em média + desvio padrdo ou mediana e percentis 25 e 75. ANOVA e

Tukey; * P < 0,05 vs WKY-Sed; # P < 0,05 vs WKY-Ex.
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Figura 1. Frequéncia dos sinais clinico (taquipneia) e andtomo-patoldgicos de

insuficiéncia cardiaca. WKY-Sed: rato normotenso sedentdrio (n=17);
WKY-Ex: rato normotenso exercitado (n=18); SHR-Sed: rato
espontaneamente hipertenso sedentdrio (n=19); SHR-Ex: rato
espontaneamente hipertenso exercitado (n=22). Dados expressos em

porcentagem. Goodman; * P < 0,05 vs WKY-Sed, $ P < 0,05 vs SHR-Sed.
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Figura2. Cortes histolégicos do musculo esquelético soleo corados por
hematoxilina-eosina. A: rato Wistar-Kyoto sedentdrio; B: rato Wistar-
Kyoto exercitado; C: rato espontaneamente hipertenso sedentario; D:

rato espontaneamente hipertenso exercitado; 40X.
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Figura 3. Cortes histolégicos da porcdo branca do musculo esquelético
gastrocnémio corados por hematoxilina-eosina. A: rato Wistar- Kyoto
sedentadrio; B: rato Wistar-Kyoto exercitado; C: rato espontaneamente
hipertenso sedentdrio; D: rato espontaneamente hipertenso exercitado;

40X.
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Figura 4. Cortes histolégicos do ventriculo esquerdo corados por hematoxilina-
eosina. A: rato Wistar-Kyoto sedentdrio; B: rato Wistar-Kyoto exercitado;
C: rato espontaneamente hipertenso sedentdrio; D: rato

espontaneamente hipertenso exercitado; 40X.

4. RESULTADOS 45



Figura 5. Cortes histolégicos do musculo esquelético séleo corados por tricromico
de Masson. A: rato Wistar-Kyoto sedentdrio; B: rato Wistar-Kyoto
exercitado; C: rato espontaneamente hipertenso sedentdrio; D: rato

espontaneamente hipertenso exercitado; 40X.
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Figura 6. Cortes histolégicos da porcdo branca do musculo esquelético
gastrocnémio corados por tricromico de Masson. A: rato Wistar-Kyoto
sedentdrio; B: rato Wistar-Kyoto exercitado; C: rato espontaneamente
hipertenso sedentdrio; D: rato espontaneamente hipertenso exercitado;

40X.
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Figura7. Cortes histoldgicos do ventriculo esquerdo corados por tricromico de
Masson. A: rato Wistar-Kyoto sedentario; B: rato Wistar-Kyoto
exercitado; C: rato espontaneamente hipertenso sedentdrio; D: rato

espontaneamente hipertenso exercitado; 40X.
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5. DISCUSSAO



Este estudo teve por objetivo avaliar se atrofia da musculatura
esquelética de ratos espontaneamente hipertensos com insuficiéncia cardiaca esta
associada a alteracdes na via de sinalizacdo intracelular miostatina/folistatina.
Adicionalmente, foi investigado se o treinamento fisico aerébio atenua o processo
de atrofia e/ou modula a expressdo das proteinas miostatina/folistatina nos
musculos esqueléticos séleo e gastrocnémio e no miocardio de ratos
espontaneamente hipertensos com insuficiéncia cardiaca.

Os ratos espontaneamente hipertensos foram introduzidos por
Okamoto e Aoki (69) como modelo genético de hipertensao arterial sistémica, cuja
histéria natural assemelha-se a que ocorre em humanos com hipertensao nao
controlada (70, 71). Hipertensao arterial persistente se desenvolve nos SHR a partir
de um més de idade e hipertrofia ventricular esquerda pode ser observada a partir
de trés meses de idade (69, 70). A seguir, ocorre periodo relativamente longo de
hipertrofia cardiaca compensada, sem evidéncias clinicas de insuficiéncia cardiaca.
Apds os 12 meses de idade, pode-se detectar disfuncao diastdlica do ventriculo
esquerdo a ecocardiografia (73). Somente a partir de 18 meses de idade, os animais
comecam a desenvolver evidéncias clinicas de insuficiéncia cardiaca, evoluindo,
entdo, para 6bito, em geral dentro de duas a trés semanas (72). O padrio de
evolucdo insidiosa da doenca, desde o desenvolvimento da hipertensao arterial até
a fase de insuficiéncia cardiaca, faz com que os ratos espontaneamente hipertensos
sejam considerados um bom modelo experimental para estudos relacionados ao
desenvolvimento crénico de hipertrofia ventricular esquerda e insuficiéncia
cardiaca (72).

Como a partir de 18 meses, pode haver mortalidade elevada (75),
iniciamos o protocolo de exercicios fisicos com 16 meses de idade. Com isso,
procurou-se avaliar os efeitos do treinamento fisico em ratos com idade prokima a
qual insuficiéncia cardiaca habitualmente se manifesta. A escolha do protocolo de
treinamento foi baseada em resultados de estudos prévios, nos quais foi observado
que treinamento de baixa intensidade aumenta a sobrevida e retarda o
aparecimento de insuficiéncia cardiaca descompensada em ratos espontaneamente

hipertensos (78, 83).
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O teste de esforco inicial mostrou que os SHR apresentam melhor
capacidade funcional que os WKY, caracterizada pela maior distancia percorrida e
maior tempo de permanéncia na esteira. Estudos prévios tém mostrado que SHR
sdo mais espontaneamente ativos que ratos normotensos, o que seria responsdvel
por sua melhor capacidade funcional (84, 85). Ao final do periodo experimental, a
distancia percorrida e o tempo de permanéncia na esteira foram maiores nos SHR
que nos WKY e nos ratos exercitados que nos sedentarios. Os resultados mostram
que o treinamento fisico aumentou a capacidade funcional de ambas as cepas de
ratos, normotensos e hipertensos.

No momento da eutandsia, a presenca de insuficiéncia cardiaca foi
caracterizada por dados clinico e andtomo-patolégicos. O grupo SHR-Sed
apresentou maior frequéncia de derrame pleural, ascite e taquipneia que o grupo
WKY-Sed. Jd o grupo SHR-Ex apresentou menor frequéncia de derrame pleural,
ascite e taquipneia que o SHR-Sed, o que sugere que o treinamento fisico retardou
o surgimento de insuficiéncia cardiaca. Sinais mais tardios de insuficiéncia cardiaca,
entretanto, como congestdo pulmonar e hipertrofia do ventriculo direito, foram
pouco frequentes em ambos os grupos SHR e ndo se alteraram com o exercicio
fisico. Também em SHR mais jovens, com 15 meses de idade, ou mais velhos, com
22 meses, o treinamento fisico de baixa intensidade retardou o aparecimento da
insuficiéncia cardiaca (78). Os ratos normotensos WKY apresentaram pequena
frequéncia de sinais de insuficiéncia cardiaca e que nao diferiu entre os grupos
sedentdrio e exercitado. A presenca dos sinais provavelmente reflete a ocorréncia
de alteracdes fisiopatolégicas em ratos normotensos com idade relativamente
avancada.

Os valores da pressdo arterial inicial confirmaram as condicdes de
normotensos para os ratos WKY e de hipertensos para os SHR. O treinamento fisico
nao alterou a pressado arterial em ambas as cepas. Estudos prévios mostraram que,
diferentemente do que ocorre em humanos, em ratos espontaneamente
hipertensos, o exercicio fisico aerébio nao induz reducdo da pressao arterial (86,
87).

Os animais dos grupos SHR apresentaram peso corporal menor que os

ratos WKY. Este achado é comum nesta cepa de ratos, que habitualmente apresenta
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aumento da atividade adrenérgica e do grau de atividade fisica espontéanea (13, 72,
88-92). O menor peso corporal dos SHR dificulta a comparacao dos valores de
varidveis anatémicas com os de ratos WKY. Assim, autores que realizam
experimentos com SHR habitualmente normalizam os valores das variaveis
anatomicas pelo peso do corpo e, também, pelo comprimento da tibia (13, 72, 88-
93), o que foi feito neste estudo.

O peso do ventriculo esquerdo, em valores absolutos ou normalizados
pelo peso corporal ou comprimento da tibia, foi maior nos animais hipertensos que
nos normotensos, caracterizando a presenca de hipertrofia ventricular esquerda
causada pela hipertensao arterial de longa evolucédo (70, 73). Os ratos normotensos
treinados apresentaram discreto aumento do peso do ventriculo esquerdo. Este
fato tem sido comumente observado com o treinamento fisico, sendo denominado
hipertrofia fisioldgica (94). Nos SHR, o peso do ventriculo esquerdo nao se alterou
com o exercicio fisico. Entretanto, a andlise morfométrica, o treinamento parece
ter atenuado o grau de hipertrofia dos midcitos, uma vez que seu diametro foi
maior no grupo SHR-Sed que em seu respectivo controle WKY-Sed e nédo diferiu
entre SHR-Ex e WKY-Ex. Além disso, embora sem significancia estatistica, a drea
seccional dos SHR-Ex foi aproximadamente 12 % menor que no SHR-Sed. Portanto,
nossos dados sugerem que o exercicio fisico, mesmo sem alterar a pressao arterial,
tenha atenuado o grau de hipertrofia miocitaria.

Ecocardiograma transtordcico foi realizado para caracterizar o grau
de injuria cardiaca nos SHR e os efeitos do treinamento fisico sobre o processo de
remodelacdo cardiaca. Previamente ao treinamento fisico, ndo havia diferencas
significantes nas varidveis estruturais cardiacas e funcionais do ventriculo esquerdo
entre os grupos SHR. Quando comparados aos WKY, os SHR apresentaram
hipertrofia ventricular concéntrica, caracterizada pelo aumento da espessura
relativa do ventriculo esquerdo, e disfuncédo diastdlica, caracterizada pelo aumento
do didmetro do atrio esquerdo e do tempo de relaxamento isovolumétrico, em
valores absolutos ou normalizados pela frequéncia cardiaca. Os resultados estdao de
acordo com os observados em SHR nesta faixa etaria (71, 72, 88, 89, 95). A
utilizacdo do indice espessura relativa para caracterizacdo de hipertrofia

ventricular concéntrica é sujeita a critica quando os animais apresentam grande
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variacdo entre os pesos corporais, como em nosso estudo. Embora o didmetro
diastdlico do ventriculo esquerdo, em valores absolutos, seja aproximadamente 5 a
9 % menor nos SHR que nos WKY, seus valores, quando normalizados pelo peso do
corpo torna-se cerca de 50 % maior nos SHR que nos WKY. Desta forma, nao
podemos afirmar, com certeza, que os SHR encontravam-se, ainda, em fase
compensada de hipertrofia concéntrica.

Interessantemente, nao detectamos influéncia do treinamento fisico
sobre o processo de remodelacdo cardiaca, tanto em variaveis estruturais como
funcionais do ventriculo esquerdo tanto nos ratos WKY como nos SHR. No final do
periodo experimental, quando comparados aos WKY, os SHR mantiveram-se com
hipertrofia ventricular concéntrica e disfuncdo diastolica. Adicionalmente,
apresentaram disfuncdo sistdlica, caracterizada por reducdo da porcentagem de
encurtamento mesocardico e aumento do indice Tei. Em coracdes de ratos com
hipertrofia ventricular por sobrecarga pressdrica, a porcentagem de encurtamento
mesocardico reflete melhor o comportamento mecanico da parede ventricular do
que a porcentagem de encurtamento endocdrdico (96, 97). Também conhecido
como indice de performance miocérdica, o indice Tei avalia o comportamento tanto
sistélico como diastélico do miocardico; aumento de seus valores mostra
comprometimento da funcdo mecanica do miocardio (98). Em nosso laboratorio,
verificamos recentemente que, em SHR, o treinamento fisico induz melhora da
funcdo diastdlica, quando avaliada por Doppler tissular, e do relaxamento
miocdrdico, analisado em preparacées com musculos papilares isolados (99). Nao
identificamos na literatura outros estudos que tenham avaliado o efeito do
treinamento fisico no processo de remodelacdo cardiaca em SHR. Em outros
modelos de insuficiéncia cardiaca, como o infarto do miocardio em ratos, o
treinamento foi associado a melhora da funcao cardiaca e hemodinamica (100).
Neste estudo concluimos, portanto, que o exercicio fisico de baixa intensidade,
apesar de melhorar a frequéncia de sinais clinico e patolégicos de insuficiéncia
cardiaca em SHR, ndo induz alteracbes no processo de remodelacdo cardiaca
avaliado por ecocardiografia transtordcica.

Estudos recentes tém mostrado que, em situacdes de sobrecarga

hemodinamica croénica, o miocdrdio produz e secreta miostatina para a circulacédo
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(50). Acredita-se que, ao atingir a musculatura esquelética, a miostatina secretada
pelo coracdo estruturalmente alterado possa inibir tanto o crescimento muscular
como a manutencdo do trofismo fisiolégico (55, 57). Portanto, para avaliar
possiveis mecanismos envolvidos no processo de atrofia de musculos esqueléticos,
analisamos a expressdo da miostatina e seu antagonista folistatina no miocardio.
Nossos resultados mostraram que a expressdo proteica de miostatina foi
aumentada no ventriculo esquerdo dos SHR em relacdo aos grupos WKY e nao foi
alterada pelo treinamento fisico. A expressdo proteica da folistatina permaneceu
inalterada. No coracdo, a miostatina tem acdo pro-fibrética (55), o que esta de
acordo com o aumento da fracéo intersticial de coldgeno observado em ambos os
grupos SHR. Nao identificamos na literatura outros estudos que tenham avaliado
a expressdao da miostatina no miocardio de SHR. Em ratos infartados, o treinamento
fisico impediu aumento da expressao proteica de miostatina no miocardio (51). Em
nosso estudo, o exercicio fisico ndao alterou a miostatina miocardica de ratos
sauddveis, o que esta de acordo com dados de outros autores (51). Nossos
resultados, portanto, mostram que, como em outros modelos experimentais, SHR
apresentam aumento da expressdo proteica de miostatina no miocardio.
Entretanto, diferentemente do que ocorre em ratos com infarto do miocardio, o
treinamento aerébio ndo modula a expressdao miocdrdica de miostatina em SHR.

Na insuficiéncia cardiaca, foi constatado que hd pobre correlacdo
entre varidveis hemodinamicas ou de funcdo ventricular em repouso e tolerancia
aos exercicios fisicos (4-6, 101). Assim, os achados deste estudo confirmam os
resultados da literatura e reforcam o conceito que a melhora da capacidade
funcional decorrente do treinamento fisico depende nao somente de modulacdo da
funcdo cardiopulmonar, mas também de efeitos diretos na musculatura
esquelética. Entretanto, apesar da crescente importancia do exercicio fisico no
tratamento ndo farmacoldgico da insuficiéncia cardiaca (51, 78, 83, 100, 102),
ainda ndo estdo completamente esclarecidos os mecanismos pelos quais o exercicio
fisico melhora a capacidade funcional.

A avaliacdo da musculatura esquelética foi realizada nos musculos
séleo e gastrocnémio. Estudos prévios de nosso grupo mostraram que esses

musculos sdo sensiveis as alteracdes induzidas pela insuficiéncia cardiaca aguda
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(103) ou cronica (13, 19, 20, 51, 104). Em ratos com insuficiéncia cardiaca cronica
induzida por estenose adrtica (19) ou por infarto do miocdrdio (20, 53),
observamos reducdo de 9,7 % a 16,5 % da area seccional das fibras musculares. Na
insuficiéncia cardiaca direita induzida por monocrotalina, a diminuicdo do
diametro da fibra foi de 9,7 % (103).

Neste estudo, os grupos SHR apresentaram reducdo do peso dos dois
musculos estudados, séleo e gastrocnémio, tanto em valores absolutos, como
normalizados pelo comprimento da tibia. Os resultados foram confirmados pela
andlise morfométrica, que mostrou diminuicdo da drea seccional transversa dos
musculos nos grupos SHR em relacdo aos WKY. Resultado semelhante foi observado
em estudo prévio em SHR com insuficiéncia cardiaca (13). A presenca de grau
importante de atrofia muscular faz com que o modelo seja particularmente util em
estudos para identificacdo de mecanismos e vias de sinalizacdo intracelular
envolvidos na miopatia associada a insuficiéncia cardiaca cronica. O treinamento
aerobio nao alterou o trofismo muscular, tanto nos ratos normotensos, como nos
hipertensos.

Como mecanismos potencialmente responsaveis pela atrofia muscular,
avaliamos a via miostatina/folistatina. Apesar de nao ter modificado o trofismo
muscular, o treinamento fisico reduziu a expressdo proteica da miostatina no
musculo séleo dos SHR, quando comparada ao grupo WKY-Ex. Embora
aproximadamente 40 % menor no grupo SHR-Ex que no SHR-Sed, a expressdo
proteica da miostatina nao diferiu estatisticamente entre esses grupos. No musculo
gastrocnémio, os grupos SHR diferiram dos WKY em relacdo a expressdo génica da
miostatina. Essa diferenca, entretanto, ndo se traduziu em alteracdes significantes
na expressdo proteica da miostatina. Resultados dispares entre expressao génica e
proteica da miostatina, tanto no miocardio como no miusculo esquelético, tém sido
relatados na literatura (51, 55).

Em estudo prévio, avaliamos SHR com grau mais avancado de
insuficiéncia cardiaca, no qual todos os ratos apresentaram hipertrofia do
ventriculo direito, e observamos reducdo da expressdo proteica de miostatina e
folistatina no musculo séleo (13). Assim, a preservacdo da miostatina no presente

trabalho pode estar relacionada ao grau menos avancado de insuficiéncia cardiaca
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nos SHR. A reducdo da expressdo proteica de miostatina no grupo SHR-Ex em
relacdo ao WKY-Ex estd de acordo com resultados de outros pesquisadores. Lenk et
al. (51) mostraram que o exercicio fisico aerébio previne aumento na expressao
proteica de miostatina em musculos esquelético e cardiaco de ratos com infarto do
miocardio. Também em humanos, o treinamento fisico reduziu a expressdo de
miostatina em musculo esquelético periférico (52, 68). Os resultados do presente
estudo sugerem, portanto, que o treinamento fisico aerdbio, apesar de reduzir a
expressdo de miostatina no musculo séleo, ndo esta associado a preservagao do
trofismo muscular. Em ratos normotensos, o exercicio aerdbio ndo alterou a
expressdo de miostatina ou o trofismo muscular. Estes resultados estdo de acordo
com dados de ratos sauddveis, nos quais o treinamento nao alterou a expressao de

miostatina em musculos esqueléticos (51).
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6. CONCLUSOES



O treinamento fisico melhora a capacidade funcional e reduz a
frequéncia de sinais de insuficiéncia cardiaca em ratos espontaneamente
hipertensos. O processo de remodelacdo cardiaca é acompanhado por aumento na
expressao proteica de miostatina no miocdrdio. O treinamento fisico prolongado
atenua o grau de hipertrofia miocitdria sem, no entanto, modular a expressao
miocdrdica de miostatina ou folistatina.

Ratos espontaneamente hipertensos apresentam atrofia dos musculos
esqueléticos séleo e gastrocnémio, sem alteracdes concomitantes na expressao
proteica de miostatina ou folistatina. O treinamento fisico, embora reduza a
expressdo proteica de miostatina no musculo séleo, ndo altera o grau de atrofia

muscular.
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