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RESUMO



A insuficiéncia cardiaca (IC) caracteriza-se por reducdo da tolerancia
aos exercicios fisicos devida a ocorréncia precoce de fadiga e dispnéia. Embora os
mecanismos responsdveis por esses sintomas venham sendo estudados nas
ultimas décadas, sua fisiopatogenia ainda ndo esta completamente compreendida.
Hé evidéncias que anormalidades intrinsecas da musculatura esquelética possam
contribuir para a diminuicdo da capacidade fisica. A miostatina, membro da
familia TGF-B (fator transformador do crescimento), regula o crescimento de
musculos esqueléticos durante o desenvolvimento embrionario e na vida adulta.
Mais recentemente, foi observado que a miostatina tem importante papel na
manutencdo do fendtipo muscular. A atividade da miostatina pode ser
antagonizada por vdrias proteinas, entre as quais se destaca a folistatina. Essa
proteina tem a propriedade de unir-se a miostatina e inibir sua habilidade de
ligacdo com receptores celulares. O exercicio fisico tem papel importante no
tratamento de doentes com IC. Entretanto, ainda ndo sdo completamente
conhecidos os mecanismos pelos quais o exercicio resulta em melhora da
capacidade fisica na IC. Estudo com ratos infartados mostrou que o exercicio
fisico aerdbio, iniciado precocemente, previne aumento da expressao proteica de
miostatina em musculo esquelético. Nao identificamos trabalhos avaliando a
influéncia do exercicio fisico, iniciado mais tardiamente, na modulacdo da via
miostatina/folistatina na IC. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do
exercicio fisico aerdbio, iniciado tardiamente, na expressio da miostatina e
folistatina no musculo séleo de ratos com insuficiéncia cardiaca crénica causada
por infarto do miocardio (IM). Trés meses apos cirurgia para inducao do IM, os
animais foram randomizados em quatro grupos: Sham sedentdrio (Sh-Sed, n =
12), Sham exercitado (Sh-Ex, n = 12); IM sedentario (IM-Sed, n = 11) e IM
exercitado (IM-Ex, n = 10). A atividade fisica foi realizada em esteira com ciclos de
40 min/dia, 5 dias/semana e 16 m/min, durante 12 semanas. As estruturas
cardiacas e a funcdo do ventriculo esquerdo foram avaliadas por ecocardiograma
antes e apds o periodo de treinamento fisico. O tamanho do infarto foi analisado
em laminas histolégicas do ventriculo esquerdo coradas por picro-sirius red. A
expressdo proteica da miostatina e folistatina foi analisada por Western blot e a

expressdo génica por RT-PCR em tempo real no miusculo séleo. O trofismo
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muscular foi analisado em cortes histoldgicos corados por hematoxilina e eosina.
A comparacdo entre os quatro grupos foi realizada por ANOVA complementada
pelo teste de Bonferroni e o nivel de significancia considerado foi de 5%. O grupo
IM-Sed apresentou dilatacdo das camaras cardiacas esquerdas acompanhada de
disfuncao sistdlica e diastdlica do ventriculo esquerdo, quando comparado ao Sh-
Sed. O treinamento fisico induziu melhora da funcéo sistdlica, caracterizada pelo
aumento da porcentagem de variacdo da drea do ventriculo esquerdo em relacao
ao grupo IM-Sed (Sh-Sed 70,1 + 6,35, n = 12; Sh-Ex 70,0 + 5,69, n = 12; IM-Sed
22,8 = 7,86, n = 11; IM-Ex 29,7 = 5,51 %, n = 10; p < 0,05). O tamanho do
infarto foi semelhante entre os grupos IM-Sed e IM-Ex. A drea seccional do
musculo séleo nao diferiu entre os grupos. A expressdao génica da miostatina foi
semelhante entre os quatro grupos e a da folistatina foi significativamente menor
no grupo IM-Sed que nos grupos Sh-Sed e IM-Ex (Sh-Sed 1,00 + 0,61, n = 6; Sh-Ex
0,60 = 0,25, n = 6; IM-Sed 0,40 = 0,18, n = 6; IM-Ex 1,01 = 0,60 unidades
arbitrdrias, n = 6; p < 0,05). A expressio proteica da miostatina foi
estatisticamente menor no grupo IM-Sed que nos grupos Sh-Sed e IM-Ex (Sh-Sed
1,00 = 0,35, n = 9; Sh-Ex 1,02 + 0,37, n = 9; IM-Sed 0,66 + 0,18, n = 9; IM-Ex
1,17 + 0,48 unidades arbitrarias, n = 9; p < 0,05). A expressdo proteica da
folistatina nao diferiu entre os grupos. Em concluséo, o treinamento fisico tardio
melhora a funcéo sistélica do ventriculo esquerdo de ratos infartados e impede

alteracbes na expressao das proteinas miostatina e folistatina.
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ABSTRACT



Heart failure (HF) is characterized by exercise intolerance with early
fatigue and dyspnea. Although mechanisms responsible for symptoms have been
studied in the last decades, their pathophysiology is not completely understood.
There is evidence that skeletal muscle intrinsic abnormalities can contribute to
the reduced physical capacity. Myostatin, a member of transforming growth
factor-B family, has been shown to modulate muscle growth and mass. Myostatin
activity can be antagonized by several proteins. One of the most studied is
follistatin, which has the ability to bind myostatin inhibiting its cell receptors
ligation. Exercise plays an important role in the HF treatment. However, the
mechanisms involved in physical capacity improvement are not clear. In infarcted
rat, early aerobic exercise prevented myostatin change in skeletal muscle. We did
not find studies assessing the influence of late physical exercise on the
myostatin/follistatin pathway during HF. The aim of this study was to evaluate
the effects of late exercise training on myostatin and follistatin expression in
soleus muscle of rats with myocardial infarction (MI)-induced heart failure. Three
months post-MI, rats were randomized into four groups: Sham sedentary (Sh-Sed,
n = 12), Sham exercised (Sh-Ex, n = 12), MI sedentary (MI-Sed, n = 11) and MI-
exercised (MI-Ex, n = 10). Exercise training was performed on a treadmill with
cycles of 40 min/day, 5 days/week and 16 m/min for 12 weeks. Cardiac
structures and left ventricular function were assessed by echocardiogram before
and after physical training. Infarct size was measured by left ventricular
histological analysis. Myostatin and follistatin gene expression of was analyzed by
real-time PCR and protein levels by Western blot in the soleus muscle. Fibre
trophism was evaluated by morphometric analysis. Comparisons between groups
were performed by ANOVA and Bonferroni test and significance level was 5%. Left
ventricular dilation and dysfunction were observed in MI-Sed group compared to
Sh-Sed. Exercise training improved systolic function in the MI-Ex group,
characterized by increased left ventricular fractional area change when compared
to MI-Sed group (Sh-Sed 70.1 + 6.35, n = 12; Sh-Ex 70.0 = 5.69, n = 12; MI-Sed
22.8 + 7.86, n = 11; MI-Ex 29.7 = 5.51%, n = 10; p < 0.05). Infarct size was
similar between MI-Sed and MI-Ex groups. Soleus muscle cross-sectional area did

not differ between groups. Gene expression of myostatin was similar between
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groups and follistatin was significantly lower in MI-Sed than in Sh-Sed and MI-Ex
groups (Sh-Sed 1.00 = 0.61, n = 6; Sh-Ex 0.60 = 0.25, n = 6; MI-Sed 0.40 = 0.18,
n = 6; MI-Ex 1.01 = 0.60 arbitrary units, n = 6; p < 0.05). Myostatin protein
levels was lower in MI-Sed than in Sh-Sed and MI-Ex groups (Sh-Sed 1.00 + 0.35, n
= 9; Sh-Ex 1.02 + 0.37, n = 9; MI-Sed 0.66 + 0.18, n = 9; IM-Ex 1.17 + 0.48
arbitrary units, n = 9; p < 0.05). Follistatin protein levels did not differ between
groups. In conclusion, late exercise training improves left ventricular systolic
function in infarcted rats and prevents changes in myostatin and follistatin

expression.
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INTRODUCAO



A insuficiéncia cardiaca cronica constitui um problema clinico de
consideravel importancia devido a gravidade de suas manifestacoes e a sua grande
prevaléncia (Albanesi Filho 2005; Givertz et al. 2005; Rossi Neto 2004). No
Brasil, conforme dados publicados pelo Ministério da Saude, a insuficiéncia
cardiaca encontra-se entre as principais causas de internacdo hospitalar,
considerando-se todas as internacdes do Sistema Unico de Saude (Albanesi Filho
2005; Rossi Neto 2004).

Importante caracteristica da insuficiéncia cardiaca é a reducdo da
tolerancia aos exercicios fisicos devido a ocorréncia precoce de fadiga e dispnéia.
Embora os mecanismos responsaveis por esses sintomas venham sendo estudados
nas ultimas décadas, sua fisiopatogenia ainda nao é completamente compreendida
(Strassburg et al. 2005). Inicialmente, considerava-se que a capacidade reduzida
para exercicios e a ocorréncia prematura de sintomas fossem causadas por
diminuicdo da capacidade funcional do coracdo com consequente congestao
pulmonar, reducdo da perfusdo e oxigenacdo tecidual. Posteriormente, foi
observado que hd fraca associacdo entre varidveis hemodinamicas e de funcao
ventricular em repouso e tolerancia ao exercicio, tanto em humanos como em
animais com insuficiéncia cardiaca (Clark et al. 1994; Harrington et al. 2001;
Smith et al. 2005). Como nao foi confirmada a suposicdo inicial que a capacidade
para exercicios fosse diretamente relacionada ao grau de disfuncdo ventricular,
foi levantada a hipdétese que alteracdes primdrias na musculatura esquelética
periférica pudessem ter papel na tolerancia reduzida aos exercicios fisicos
(Harrington et al. 1997).

A partir de 1990, diversas anormalidades passaram a ser descritas
em musculos esqueléticos durante a insuficiéncia cardiaca como atrofia (Anker et
al. 1999; Mancini et al. 1992), aumento de fibrose e reducido da densidade
capilar (Schieffer et al. 1995). Além das altera¢des morfoldgicas, também foram
descritas anormalidades metabdlicas, enzimadticas e bioquimicas. Alteracdes no
padrdo das fibras musculares esqueléticas, com aumento das fibras tipo II,
rapidas, e reducdo das fibras tipo I, lentas, tém sido frequentemente encontradas

na insuficiéncia cardiaca (Sullivan et al. 1991).
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Os mecanismos fisiopatoldgicos responsdveis pelas alteracoes
musculares associadas a insuficiéncia cardiaca ainda ndo estdo completamente
esclarecidos. Alguns fatores podem estar envolvidos como reducdo da atividade
fisica e neuromuscular e ativacdo sistémica de neurohormoénios e citocinas
inflamatérias que acompanham o desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca
(Carvalho et al. 2003; Okoshi et al. 2000; Okoshi et al. 2001; Sullivan et al.
1990).

Mais recentemente, foi observado que a via miostatina/folistatina
tem importante papel na manutencdo do fenétipo muscular. A miostatina,
previamente denominada GDF-8 (fator de crescimento e diferenciacdo-8), foi
descoberta em pesquisa na identificacdo de novos membros da super familia TGF-
B (fator transformador do crescimento-beta) de fatores de diferenciacio e
crescimento celular (Lee 2004; McPherron et al. 1997). A miostatina difere das
outras proteinas da superfamilia TGF-B por ser expressa quase que
exclusivamente na musculatura esquelética. Estudos sobre seu papel fisiolégico
mostraram correlacdo negativa entre expressdao génica da miostatina e massa
muscular, o que sugere seu potencial papel para induzir atrofia da musculatura
esquelética (Guizoni et al. 2010; McPherron & Lee 1997).

Em gado, foi verificado que mutacbes do gene para miostatina
estavam associadas a importante hipertrofia muscular (McPherron & Lee 1997).
Da mesma forma, camundongos com delecio do gene para miostatina
apresentaram aumento da massa muscular decorrente de hipertrofia e
hiperplasia das fibras (Carlson et al. 1999; McPherron et al. 1997; Reardon et al.
2001; Zimmers et al. 2002). Reforcando esses dados, o aumento da expressao
génica da miostatina em camundongos adultos resultou em intensa perda de
musculo e gordura, semelhantemente ao que ocorre nas sindromes de caquexia
humana (Zimmers et al. 2002). Em pacientes com AIDS, hd evidéncias de
aumento da expressdo e secrecdo intramuscular de miostatina, o que pode
contribuir para a fisiopatologia multifatorial da perda acentuada de proteina
muscular na doenca (Gonzalez-Cadavid et al. 1998). Finalmente, a inibicdo
farmacolégica da miostatina por anticorpo monoclonal causou hipertrofia e

aumento da forca muscular em camundongos adultos ou idosos, sem levar a
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alteracbes no tamanho ou histologia de 6rgaos como rins, figado e coracao
(Whittemore et al. 2003).

A miostatina circula no sangue associada a propeptideo, em forma
de complexo latente. Apés clivagens proteoliticas e dissociagées, o complexo
propeptidio-miostatina libera o componente ativo, a miostatina (Hill et al. 2002;
Hill et al. 2003; Lee 2004). A atividade da miostatina pode ser inibida por
diferentes proteinas como a folistatina, os genes relacionados a folistatina
(FLRG), os fatores de crescimento e diferenciacdo associados a proteina-I
plasmatica (GASP-I), e o proprio propeptideo com o qual forma complexo
circulante (Hill et al. 2002; Hill et al. 2003; Lee 2004). Ha evidéncias de que a
folistatina seja um dos principais antagonistas da miostatina (Lee & McPherron
2001).

A folistatina é expressa em vdrios tecidos e atua como antagonista
de diferentes membros da familia TGF-8 (Amthor et al. 2004). Quando sua
expressdo encontra-se aumentada, ocorre inibicdo da atividade da miostatina
(Nakatani et al. 2008). A folistatina tem a propriedade de se unir a miostatina e
inibir sua habilidade para se ligar a receptores celulares. Em camundongos, o
knockout do gene para a folistatina resultou em reducdo da massa muscular ao
nascimento, enquanto o aumento de sua expressdao foi associado a crescimento
global da musculatura esquelética (Lee 2004; Lee & McPherron 2001).

Em situacdes de insuficiéncia cardiaca cronica, ha poucos estudos
sobre o comportamento da via miostatina/folistatina em musculos esqueléticos.
Em ratos com infarto do miocardio, foi observado que a expressdo proteica da
miostatina encontra-se aumentada em musculo esquelético (Lenk et al. 2009).
Por outro lado, em nosso laboratodrio, verificamos que atrofia do musculo séleo
foi acompanhada por reducdo da expressdo proteica da folistatina, enquanto a
expressio da miostatina manteve-se inalterada em ratos com insuficiéncia
cardiaca cronica (Lima et al. 2010). Estes dados sugerem que a expressdo
reduzida da folistatina pode ter aumentado a atividade da miostatina, resultando
em reducdo do trofismo muscular.

Atualmente, considera-se que o exercicio fisico apresenta papel

importante no tratamento de doentes com insuficiéncia cardiaca (Anker et al.
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1999; Brum et al. 2011; Coats 2002; Downing & Balady 2011; Lenk et al. 2009;
Mou et al. 2009; Wisloff et al. 2007). Entretanto, ainda ndo sdao completamente
conhecidos os mecanismos pelos quais o exercicio resulta em melhora da
capacidade fisica na insuficiéncia cardiaca. Recentemente, Lenk et al. (2009)
mostraram que o exercicio fisico aerdbio, iniciado precocemente, previne
aumento da expressao proteica de miostatina no musculo esquelético de ratos
com infarto do miocardio. Ainda nado estda definido, entretanto, se o exercicio
fisico, iniciado mais tardiamente, resulta em modulacio da via
miostatina/folistatina na insuficiéncia cardiaca.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do exercicio fisico
aerodbio, iniciado tardiamente, na expressio da miostatina e folistatina no
musculo séleo de ratos com insuficiéncia cardiaca cronica causada por infarto do

miocardio.
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MATERIAL E METODOS



O estudo foi realizado no Laboratério Experimental do
Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP. O
trabalho foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacéo

Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu, protocolo ntimero 808.

Grupos experimentais

Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso corporal de 200 a
250 g, provenientes do Biotério do Campus de Botucatu da Universidade Estadual
Paulista (UNESP). Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas, com quatro
ratos por caixa, em ambiente com temperatura controlada (22 + 2°C) e ciclos de
luminosidade invertido de 12 h, e foram alimentados com racdo comercial Purina
e dgua ad libitum.

O infarto agudo do miocardio foi produzido de acordo com o
método previamente descrito em nosso laboratério (Martinez et al. 2011). Em
resumo, os ratos foram anestesiados com cloridato de cetamina (60 mg/kg) e
submetidos a toracotomia lateral esquerda. Apds exteriorizacdo do coracdo, o
atrio esquerdo foi afastado e a artéria corondria esquerda ligada com fio mono-
nylon 5.0 entre a saida da artéria pulmonar e o atrio esquerdo. A seguir, o
coragdo foi recolocado no térax, os pulmées foram inflados com pressao positiva
e o torax fechado por sutura com algodao 10. Os animais pertencentes ao grupo
controle foram submetidos ao mesmo procedimento cirurgico, porém sem a
ligacdo da artéria corondria, responsavel pela producdo do infarto. Foram
constituidos dois grupos de animais: controle (Sham) e infarto do miocardio (IM).
O periodo experimental foi de seis meses.

Apds a inducdo de infarto do miocdrdio, o desenvolvimento de
insuficiéncia cardiaca ocorre, habitualmente, em ratos com infartos grandes, que
acometem porcentagem equivalente ou superior a 40% da massa do ventriculo
esquerdo (Martinez et al. 2011). Portanto, trés meses apos a inducao do infarto,
foi realizado ecocardiograma transtoracico para avaliacdo do tamanho do infarto.
Ratos com infartos pequenos ou moderados foram descartados do presente

estudo. A seguir, foram constituidos quatro grupos de animais:
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1) grupo Sham Sedentario (Sh-Sed, n = 12);

2) grupo Sham Exercitado (Sh-Ex, n = 12);

3) grupo Infarto do Miocdrdio Sedentdrio (IM-Sed, n = 15);
4) grupo Infarto do Miocardio Exercitado (IM-Ex, n = 20).

O tamanho do infarto foi confirmado, post-mortem, por anilise
histolégica do ventriculo esquerdo. Animais que apresentaram porcentagem de
area infartada menor que 40% do ventriculo esquerdo foram excluidos das
andlises subsequentes.

A presenca de insuficiéncia cardiaca foi avaliada durante a eutandsia
pela pesquisa dos seguintes sinais clinico efou anatomo-patolégicos:
taquipnéia/respiracdo laboriosa, avaliada in vivo, e ascite, congestdo hepdtica,
derrame pleuropericardico, trombo em &trio esquerdo, hipertrofia do ventriculo
direito (relacdo peso do ventriculo direito/peso corporal maior que 0,8 mg/g) e
congestao pulmonar (peso dos pulmdes em valores absolutos ou normalizados
pelo peso corporal maior que dois desvios padrdo acima da média do grupo
sham), avaliados post-mortem (Bing et al. 1995; Cicogna et al. 1999; Lima et al.
2010; Martinez et al. 2010; Ribeiro et al. 2003).

Treinamento fisico

A atividade fisica foi realizada trés meses apds a cirurgia em esteira
rolante por periodo de 12 semanas. Inicialmente, houve periodo de uma semana
para adaptagdo, com aumento gradativo da velocidade e tempo de exercicio. A
seguir, o treinamento fisico foi realizado com ciclos de 40 wmin/dia, 5
dias/semana, com velocidade de 16 m/min, de acordo com protocolo previamente

descrito para ratos infartados (Mou et al. 2009).

Avaliacao morfoldgica e funcional do coracao pelo ecocardiograma

Trés e seis meses apds o procedimento cirurgico (antes e apds o
periodo de treinamento fisico), os animais foram anestesiados com cloridrato de

cetamina (60 mg/kg) e cloridrato de «xilidino (1 mg/kg), por via intraperitonial,
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para o estudo ecocardiogréfico. Apos tricotomia da regido anterior do térax, os
animais foram posicionados em decubito lateral esquerdo para realizacdo do
ecocardiograma. Foi utilizado aparelho Vivid S6 (General Electric Medical Systems,
Tirat Carmel, Israel) equipado com transdutor multifrequencial de 5 a 11,5 MHz.
A avaliacdo dos fluxos transvalvar mitral e aértico foi realizada com o mesmo
transdutor operando em 5,0 MHz. As varidveis morfoldgicas e funcionais do
coracdo foram obtidas de acordo com a metodologia previamente descrita em
nosso laboratodrio (Fioretto et al. 2002; Okoshi et al. 2002; Okoshi et al. 2004).
Posteriormente, as estruturas cardiacas foram medidas manualmente com o
auxilio de um paquimetro de precisdo, de acordo com as recomendagdes da
American Society of Echocardiography (Lang et al. 2005) ja validadas no modelo
de ratos infartados (Solomon et al. 1999). As estruturas cardiacas foram medidas
em, pelo menos, cinco ciclos cardiacos consecutivos.

O diametro diastélico do ventriculo esquerdo (DDVE) e a drea
diastdlica (AD) da cavidade ventricular esquerda foram mensurados no momento
do ciclo cardiaco correspondente ao diametro maximo da cavidade. O diametro
sistolico (DSVE) e a drea sistélica (AS) da cavidade do ventriculo esquerdo foram
obtidos ho momento em que a cavidade apresentava o didmetro minimo. Foram
mensurados também os diametros do 4trio esquerdo (AE) e da aorta (AO). A
funcéo sistélica do VE foi avaliada pelo célculo da porcentagem de encurtamento
endocdrdico [AD = (DDVE-DSVE)/DDVE*100)], pela velocidade de encurtamento
da parede posterior (VEPP) e pela porcentagem de variacdo de area [A Area =
(AD-AS)(AD*100)]. O fluxo diastdlico transmitral foi obtido com o transdutor
colocado na posicdo apical quatro camaras, permitindo as medidas da onda E (E),
onda A (A) e do tempo de desaceleracdo da onda E (TDE). O tempo entre o final
da ejecdo e o inicio do enchimento diastdlico ventricular, correspondente ao
tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV), foi mensurado. A avaliacdo
conjunta do desempenho miocérdico sistélico e diastélico foi realizada pelo indice
de performance miocardica [(tempo de contracdo isovolumétrica + tempo de
relaxamento isovolumétrico)/tempo de ejecdo] (Tei et al. 1997). A frequéncia

cardiaca (FC) foi calculada pelo intervalo de tempo entre dois batimentos

MATERIAL E METODOS 15



consecutivos. A reprodutibilidade intra-observador foi testada em subgrupo de

animais e a variabilidade ndo excedeu 5% (Martinez et al. 2011).

Coleta da musculatura esquelética e de outros tecidos para analise

Um dia apés a realizacdo do ecocardiograma, os animais foram
pesados e, a seguir, anestesiados com injecdo intraperitoneal de pentobarbital
sodico (50 mg/kg) e eutanasiados por decapitacdo. O coracdo foi retirado por
toracotomia mediana. Os atrios foram removidos e os ventriculos direito e
esquerdo pesados separadamente. A seguir, foram dissecados os musculos séleos
dos membros pélvicos direito e esquerdo. Imediatamente apds a disseccdo, as
amostras musculares foram congeladas em nitrogénio liquido e conservadas a

-80°C. Os pulmdes foram pesados para avaliacdo do grau de congestao pulmonar.

Analise histologica do coracao

Para caracterizar o grau de comprometimento do coracdo pelo
infarto do miocdrdio, foi realizada a mensuracdo da porcentagem de drea
infartada em relacdo a area total do VE. Foi realizado corte transversal do VE a 6
mm do apice para a base; esse corte reflete a média dos resultados de cortes de
todo o ventriculo (Oh et al. 1993). Amostras anelares do VE foram mantidas em
solucdo de formol a 10% por 24 h. A seguir, foram lavadas em agua corrente por
24 h e transferidas para solucdo com etanol 70%. O tecido miocardico foi incluido
em parafina, seccionado em cortes histolégicos de 4 um e corado em lamina com
solucdo de picro-sirius red. As medidas morfométricas foram realizadas com o
auxilio de microscépio LEICA DM LS acoplado a camera de video, que envia
imagens digitais a computador dotado de programa de analise de imagens (Image
Pro-plus, Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA). O tamanho do infarto
foi determinado pela razdo entre a soma dos comprimentos epicardico e
endocdrdico do segmento infartado e a soma das circunferéncias epicardica e
endocdrdica totais. O valor foi expresso em porcentagem do VE (Kalkman et al.

1995; Minicucci et al. 2007).
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Analise histoldgica da musculatura esquelética

Para o preparo das laminas histolégicas, as amostras de tecido
muscular foram transferidas para camara de micrétomo criostato (-20 °C), onde
permaneceram por 20 a 30 min para estabelecimento do equilibrio térmico. Os
blocos de tecido muscular foram, entdo, fixados em suportes metdlicos 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 as fibras musculares. A seguir, os cortes foram corados com
hematoxilina e eosina para analise morfoldgica geral. A avaliacdo do tamanho das
fibras musculares foi realizada por sistema de anadlise por imagem
computadorizada. Em cada lamina, foi efetuada a mensuracao das dreas das fibras
musculares, segundo os critérios preconizados por Dubowitz (1985). Para cada
animal, foram medidos, em média, 20 campos, totalizando 150 a 200 fibras. Nos
mesmos campos, foi avaliada também a frequéncia de fibras em processo de
segmentacdo, fenémeno conhecido como splitting celular. As fibras foram
consideradas em splitting quando na drea equivalente a uma fibra foram

encontradas duas ou mais fibras (Eriksson et al. 2006).

Avaliacao da expressao génica da miostatina e folistatina por RT-PCR em

tempo real

A andlise dos mRNAs da miostatina e folistatina e dos genes
constitutivos ciclofilina e GAPDH foi realizada por reacdo em cadeia da polimerase
em tempo real apds transcricdao reversa (RT-PCR). A extracdo de RNA total do
musculo esquelético séleo foi realizada utilizando-se TRIzol Reagent (Invitrogen
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), de acordo com o método previamente
descrito (Martinez et al 2010). Resumidamente, o fragmento muscular
congelado foi mecanicamente homogeneizado em gelo com TRIzol (1 mL de
TRIzol/50-100 mg de tecido) e incubado por 5 min a temperatura ambiente. A
seguir, a solucdo foi acrescida de 0,2 mL de cloroférmio por mL de TRIzol

utilizado, homogeneizada vigorosamente e incubada por 3 min a temperatura
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ambiente. O material foi centrifugado a 12.000 g por 15 min a 4 °C. A fase
aquosa formada apds a centrifugacdo foi separada, acrescida de 0,5 mL de
isopropanol (por mL de TRIzol utilizado inicialmente) e incubada por 10 min a
temperatura ambiente para precipitacdo do RNA. Apos esse periodo, o material
foi novamente centrifugado a 12.000 g por 10 min a 4 °C. O sedimento formado
foi lavado com 1 mL de etanol 75% (por mL de TRIzol utilizado inicialmente) e
centrifugado a 7.500 g por 5 min a 4 °C. O sedimento de RNA foi submetido a
secagem por 10 min a temperatura ambiente e ressuspenso em solucdo 0,01% de
dietilpirocarbonato (DEPC) e incubado a 60 °C, por 10 min. Para remover
qualquer contaminacdo de DNA, as amostras foram incubadas com DNase I
(#18068-015, Invitrogen Life Technologies). Posteriormente, foi realizada a
quantificacdo de RNA por espectrofotometria a 260 nm, utilizando-se o fator de
correcdo proprio para o RNA (40). A pureza do RNA foi considerada satisfatoria
quando a razdo entre as densidades Opticas a 260 e 280 nm foi de
aproximadamente 2,0.

Um micrograma de RNA foi submetido a RT utilizando-se o High
Capacity RNA-to-cDNA Kit (#4387406, Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA),
para um volume total de reacdo de 20 pL, de acordo com o método recomendado
pelo fabricante. Aliquotas de 2,5 pL (10-100 ng) do produto da RT, contendo
DNA complementar (cDNA), foram submetidas a PCR em tempo real utilizando-se
10 pL 2X TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) e 1 pL de
ensaio customizado (20X) contendo oligonucleotideos iniciadores (primers) senso
e antisenso e sonda Tagman (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) especificos
para cada gene: miostatina (Tagman assay Rn00569683_m1; Ref. seq. Genbank
NM_019151.1) e folistatina (Tagman assay Rn00561225_m1; Ref. seq. Genbank
NM_012561.1). A amplificacdo e a analise foram realizadas utilizando o Step One
Plus™ Real Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), de
acordo com as recomendacdes do fabricante. Os dados de expressdo génica dos
genes alvo foram normalizados pela expressdao dos genes de referéncia ciclofilina
(Tagman assay Rn00690933_ml; Ref. seq. Genbank NM_017101.1) e B-actina
(Tagman assay Rn00667869_ml Ref. Seq. Genbank NM_031144.2). As reacdes
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foram feitas em triplicata e a expressdo génica foi calculada pelo método do C-

comparativo (2°47) (Martinez et al. 2010).

Analise da expressao proteica de miostatina e folistatina por Western blot

A expressao proteica de miostatina e folistatina no musculo séleo foi
avaliada pela técnica de Western blot (Okoshi et al. 2004). Resumidamente,
fragmento do musculo séleo (80-100 mg) foi homogeneizado com 800 pL de
tampdo RIPA, contendo inibidores de protease e fosfatase. A seguir, o
homogenato foi centrifugado por 20 min, a 12.000 rpm, a 4 °C, para eliminacao
de material insolivel. O sobrenadante foi coletado e separado em aliquotas, que
foram armazenadas a -80 °C. Uma das aliquotas foi utilizada para quantificacao
de proteina pelo método de Bradford. Para cada proteina alvo, foi realizada
eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida a 4 °C (30 mina 50V e 2 h a
120 V). Apds eletroforese, as proteinas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose em sistema de transferéncia umido por 90 min a 120 V, 4 °C. A
seguir, a membrana foi incubada em solucdo de leite desnatado 5% em
temperatura ambiente por 2 h (bloqueio) para prevenir ligacdes inespecificas
com os anticorpos primario e secundario. Posteriormente, a membrana foi lavada
com TBST (tampdo contendo Tris, NaCl e Tween 20) e incubada durante a noite,
a 4 °C, com anticorpos primarios anti-miostatina (N19-R: sc-6885-R; Santa Cruz
Biotechnology) e anti-folistatina (H114: sc-30194; Santa Cruz Biotechnology). No
dia subsequente, a membrana foi lavada com TBST e incubada a temperatura
ambiente por 90 min com anticorpo secunddrio (conjugado a peroxidase)
adequado para ligacdo com o anticorpo primdrio utilizado, de acordo com
recomendacdo do fabricante. A seguir, a membrana foi incubada com Super
Signal® West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce Protein Research Products,
Rockford, USA) para deteccdo do anticorpo ligado a membrana e submetida a
auto-radiografia.

Apo6s obtencdo do filme com as bandas referentes a proteina alvo, a
membrana foi incubada com Restore Western Blot Stripping Buffer (Pierce

Protein Research Products, Rockford, USA) para remocédo dos anticorpos ligados a
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membrana. A seguir, foi realizado novamente o processo de bloqueio e a
membrana foi incubada durante a noite, a 4 °C, com anticorpo primdrio para a
proteina constitutiva GAPDH (6C5: sc-32233; Santa Cruz Biotechnology). O
procedimento prosseguiu da mesma forma como descrito anteriormente até a
deteccdo do sinal e obtencao da auto-radiografia.

Os filmes foram escaneados e as bandas quantificadas por
densitometria utilizando-se o programa Gel Pro 3.1. Os resultados obtidos para as
proteinas alvo foram normalizados pelos resultados da proteina constitutiva

GAPDH.

Analise estatistica

Os resultados estdo apresentados em média e desvio padrio. A
comparacdo entre os quatro grupos foi realizada por andlise de variancia
(ANOVA) para o esquema fatorial 2 X 2, complementada pelo teste de Bonferroni
(comparacgdes efetuadas: Sh-Sed versus Sh-Ex, IM-Sed versus IM-Ex, Sh-Sed versus
IM-Sed e Sh-Ex versus IM-Ex). A comparacdo do tamanho do infarto foi realizada
pelo teste t de Student para amostras independentes. A distribuicdo de frequéncia
de splittings foi analisada pelo teste de Goodman. O nivel de significancia
considerado foi de 5%. As analises foram realizadas com o programa SigmaStat

3.5.
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Caracterizacao dos grupos experimentais e variaveis corporais

Na tabela 1, estd apresentada a frequéncia dos sinais de insuficiéncia
cardiaca nos ratos infartados. Dois ou mais sinais de insuficiéncia cardiaca
estavam presentes em 7 dos 11 ratos do grupo IM-Sed e em 7 dos 10 animais do
grupo IM-Ex. Apenas 2 ratos do grupo IM-Sed e 1 do grupo IM-Ex nado
apresentaram qualquer evidéncia clinica ou patoldgica de insuficiéncia cardiaca.
Os ratos dos grupos Sh-Sed (n = 12) e Sh-Ex (n = 12) ndo apresentaram qualquer
dos sinais compativeis com insuficiéncia cardiaca.

As varidveis anatomicas estdo apresentadas na tabela 2. O peso
corporal final nao diferiu entre os grupos. Os pesos do ventriculo esquerdo,
ventriculo direito, atrios e pulmdes e os pesos do ventriculo direito, 4trios e
pulmédes normalizados pelo peso corporal foram maiores nos grupos IM-Sed e IM-
Ex quando comparados aos grupos Sh-Sed e Sh-Ex, respectivamente. O peso do

ventriculo esquerdo normalizado pelo peso corporal nao diferiu entre os grupos.

Avaliagao ecocardiografica

Os resultados dos estudos ecocardiograficos estdo apresentados nas
tabelas 3 a 6. Previamente ao periodo de exercicio fisico, foi realizado
ecocardiograma transtordcico. Apds exclusdo dos ratos com tamanho de infarto
menor que 40% do ventriculo esquerdo, os animais infartados e os Sham foram
aleatoriamente separados em grupos sedentdrio e exercitado. Antes do periodo de
exercicio (tabelas 3 e 4), os grupos infartados, IM-Sed e IM-Ex, apresentaram
dilatacdo do atrio esquerdo e do ventriculo esquerdo, e piora da funcéo
ventricular sistélica e diastélica, quando comparados aos grupos Sh-Sed e Sh-Ex,
respectivamente. Nao observamos diferencas estatisticamente significantes nas
variaveis ecocardiogréficas analisadas entre os grupos IM-Sed e IM-Ex antes do
treinamento fisico.

Os parametros estruturais cardiacos avaliados apds o periodo de
exercicios estdo apresentados na tabela 5. Os diametros diastélico do VE (DDVE),

sistélico do VE (DSVE) e do atrio esquerdo (AE), a relacdo entre os diametros do
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AE e da aorta, os valores de DDVE e AE normalizados pelo peso corporal, e a area
diastdlica do VE foram maiores nos grupos IM-Sed e IM-Ex quando comparados
aos grupos Sh-Sed e Sh-Ex, respectivamente. Essas varidveis nado diferiram
significativamente entre os grupos IM-Sed e IM-Ex e entre Sh-Sed e Sh-Ex. A
espessura diastolica da parede posterior do VE foi semelhante entre os grupos. O
diametro da aorta foi menor nos grupos infartados quando comparados aos
respectivos controles. A drea sistélica foi maior nos grupos IM-Sed e IM-Ex
comparados aos grupos Sh-Sed e Sh-Ex, respectivamente, e menor no grupo IM-Ex
que no IM-Sed.

Os resultados da avaliacdo funcional do VE apds o treinamento fisico
estdo expostos na tabela 6. A frequéncia cardiaca ndo diferiu entre os grupos. A
porcentagem de encurtamento endocardico (AD), a velocidade de encurtamento
da parede posterior do VE (VEPP) e o tempo de desaceleracdo da onda E (TDE)
foram menores nos grupos IM quando comparados aos respectivos controles. A
porcentagem de variacdo de drea do VE foi menor nos grupos infartados em
relacdo aos grupos Sham e maior no IM-Ex que no IM-Sed. A onda E foi maior nos
grupos infartados que nos Sham e menor no Sh-Ex que no Sh-Sed e a onda A
menor no IM-Sed que no Sh-Sed. O indice Tei, a relacdo E/A e o tempo de
relaxamento isovolumétrico (TRIV) aumentaram nos grupos IM quando

comparados aos grupos Sham.

Analise histolégica do coragao

A andlise histoldgica do coracdo foi realizada em cortes histoldgicos
do ventriculo esquerdo corados por picro-sirius red (figura 1). A porcentagem de
area infartada do ventriculo esquerdo nao diferiu entre os grupos IM-Sed (49,8

5,10 %; n = 11) e IM-Ex (48,9 + 4,98 %; h = 10; p = 0,69).
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Analise histoldgica da musculatura esquelética

O trofismo do musculo séleo foi avaliado por morfometria realizada
em laminas coradas com hematoxilina-eosina. Nao houve diferenca estatistica
entre os quatro grupos (Sh-Sed 3.334 + 571 um? n = 6; Sh-Ex 3.305 + 374 pym?,
n = 6; IM-Sed 3.793 + 186 pym? n = 6; IM-Ex 3.645 + 349 ym? n = 6; p > 0,05;
figura 2). A frequéncia de células em processo de segmentacdo foi
significantemente maior nos grupos exercitados em comparacdo aos sedentdrios e
maior no grupo IM-Ex que no Sh-Ex (Sh-Sed 0,1 %, n = 6; Sh-Ex 2,2 %, n = 6; IM-
Sed 0,5 %, n = 6; IM-Ex 6,1 %, n = 6; p < 0,05).

Avaliacdo da expressao génica da miostatina e da folistatina por RT-PCR

em tempo real

A expressdao génica da miostatina foi semelhante entre os quatro
grupos (Sh-Sed 1,00 = 0,98; Sh-Ex 0,83 + 0,50; IM-Sed 0,46 + 0,32; IM-Ex 0,59 *
0,34 unidades arbitrarias; p > 0,05; figura 3). A expressdo génica da folistatina foi
significativamente menor no grupo IM-Sed que nos grupos Sh-Sed e IM-Ex (Sh-Sed
1,00 = 0,61; Sh-Ex 0,60 + 0,25; IM-Sed 0,40 + 0,18; IM-Ex 1,01 + 0,60 unidades

arbitrarias; figura 4).

Avaliacao da expressao proteica da miostatina e da folistatina por Western
blot

A expressdo proteica da miostatina foi significativamente menor no
grupo IM-Sed que nos grupos Sh-Sed e IM-Ex (Sh-Sed 1,00 = 0,35; Sh-Ex 1,02 *
0,37; IM-Sed 0,66 + 0,18; IM-Ex 1,17 + 0,48 unidades arbitrarias; p < 0,05; figura
5). A expressao proteica da folistatina nao diferiu entre os grupos (Sh-Sed 1,00 *
0,30; Sh-Ex 1,24 + 0,30; IM-Sed 1,02 = 0,34; IM-Ex 1,14 + 0,39 unidades
arbitrdrias; p > 0,05; figura 6).
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Tabela 1. Frequéncia dos sinais de insuficiéncia cardiaca

Variaveis IM-Sed IM-Ex

(n=11) (n=10)
Taquipnéia 1 1
Congestao pulmonar 5 7
Derrame pleural e pericardico 7 6
Ascite 6 4
Trombo em AE 2 1
Hipertrofia do VD 5 6

IM-Sed: grupo com infarto do miocéardio sedentario e IM-Ex: grupo com infarto do
miocardio exercitado. AE: atrio esquerdo; VD: ventriculo direito.
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Tabela 2. Parametros corporais dos animais

Variaveis Sh-Sed Sh-Ex IM-Sed IM-Ex
(n=12) (n=12) (n=11) (n=10)
PC final (g) 496 + 47 483 + 42 513 £ 52 481 + 31
VE (9) 0,819+0,075 0,847 £0,123 0,951 £0,099* 0,950 +0,118#
VD (g) 0,266 £ 0,063 0,274 £0,050 0,447 £0,137* 0,450 +0,124#
Atrios (g) 0,093 +0,010 0,109 +£0,021 0,283 £0,127* 0,238 + 0,086#
Pulmées (g) 2,00 £0,26 1,97 £ 0,20 2,92 +£0,88" 2,99 + 0,68#
VE/PC (mg/g) 1,66 £ 0,19 1,77 £ 0,32 1,86 £ 0,20 1,98 + 0,22
VD/PC (mg/g) 0,53 +0,10 0,57 £ 0,09 0,88 +0,28" 0,93 £ 0,25#
Atrios/PC (mg/qg) 0,189 £0,024 0,229 +0,061 0,554 +0,244* 0,488 +0,153#
Pulmoées/PC (mg/g) 4,05+0,47 4,08 £ 0,39 5,73 £1,74* 6,20 + 1,28#

Sh-Sed: grupo Sham sedentario; Sh-Ex: grupo Sham exercitado; IM-Sed: grupo com infarto do
miocardio sedentario e IM-Ex: grupo com infarto do miocardio exercitado. PC: peso corporal; VE:
ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito. Média + desvio padréo. * p < 0,05 vs Sh-Sed; # p < 0,05
vs Sh-Ex. ANOVA e Bonferroni.
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Variaveis Sh-Sed Sh-Ex IM-Sed IM-Ex

(n=12) (n=12) (n=11) (n=10)
DDVE(mm) 8,36 +0,36 8,38+0,52 10,76 £0,57* 10,46 +0,88#
DDVE/PC (mm/Kg) 19,0+1,62 18,2+0,95 232+1,48* 223+1,31#
DSVE(mm) 403+045 3,70+051 8,60+0,76* 8,13 +0,98#
EDPP(mm) 1,35+£0,07 1,34+0,06 1,54+0,15* 1,60+0,17#
AO (mm) 3,69+0,27 3,74+0,30 3,55+0,25 3,75+ 0,25
AE (mm) 560+0,53 594+1,00 7,93+1,05° 7,25+0,75#
AE/AO 1,52 + 0,11 1,59 £0,23 2,18 +0,35* 1,95+ 0,26#
AE/PC (mm/Kg) 12,7+1,13 129+212 17,1+£224* 155 +1,95#
Area diastolica 0,54+0,05 0,53+0,06 0,83+0,09* 0,88+0,12#
Area sistolica 0,17+0,03 0,16 £0,03 0,58 £0,06* 0,61 +0,10#

Sh-Sed: grupo Sham sedentério; Sh-Ex: grupo Sham exercitado; IM-Sed: grupo com infarto
do miocardio sedentario e IM-Ex: grupo com infarto do miocardio exercitado. DDVE:
diametro diastolico do ventriculo esquerdo (VE); DDVE/PC: DDVE normalizado pelo peso
corporal (PC); DSVE: diametro sistélico do VE; EDPP: espessura diastélica da parede
posterior do VE; AO: diametro de aorta; AE: diametro de atrio esquerdo; AE/AQ: relagao
entre os diametros do atrio esquerdo e da aorta; AE/PC: AE normalizado pelo PC. Média +
desvio padrédo. * p < 0,05 vs Sh-Sed; # p < 0,05 vs Sh-Ex. ANOVA e Bonferroni.

Tabela 3. Analise ecocardiogriéfica inicial dos parametros estruturais do coracdo
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Tabela 4. Avaliacdo inicial da func¢do do ventriculo esquerdo por ecocardiograma

Variaveis Sh-Sed Sh-Ex IM-Sed IM-Ex
(n=12) (n=12) (n=11) (n=10)
FC (bpm) 263 £19 275+ 15 307 + 48" 291 +38
AD (%) 51,9 £ 3,93 55,9 +4,53* 20,1 £4,77* 225 +4,67#
VEPP(mm/s) 34,8 £ 3,45 40,1 + 3,90* 23,4 £4,87* 22,2 +5,48#
A Area (%) 69,1 * 3,62 70,3 £5,16 30,2 + 5,69* 30,3 *+ 8,32#

Onda E (cm/s) 84,8 £9,14 80,4 £7,18 106,7 +16,17* 98,1 +21,39#
Onda A (cm/s) 50,3 +11,59 47,0 £8,77 52,9 £29,79 42,0 £19,40

E/A 1,75 +0,37 1,74 + 0,22 2,91 +1,94* 2,99 *+ 1,86#
TRIV (ms) 26,1 £5,0 23,7+2,8 26,4 +5,6 30,7 £ 6,4#
TDE (ms) 48,7 £5,8 449+74 38,5 +5,4* 37,9 +7,3#

Sh-Sed: grupo Sham sedentario; Sh-Ex: grupo Sham exercitado; IM-Sed: grupo com infarto do
miocardio sedentario e IM-Ex: grupo com infarto do miocardio exercitado. FC: freqiiéncia
cardiaca; AD: porcentagem de encurtamento endocardico; VEPP: velocidade de encurtamento
da parede posterior do VE; A Area: porcentagem de variacdo de area; E/A: razdo entre picos
de velocidade de fluxo de enchimento inicial (onda E) e da contragédo atrial (onda A) do fluxo
transmitral; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico; TDE: tempo de desaceleragéo da
onda E. Média + desvio padréo. * p < 0,05 vs Sh-Sed; # p < 0,05 vs Sh-Ex. ANOVA e
Bonferroni.
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Tabela 5. Andlise ecocardiografica final dos parametros estruturais do coracao

Variaveis Sh-Sed Sh-Ex IM-Sed IM-Ex
(n=12) (n=12) (n=11) (n=10)

DDVE(mm) 8,73 £ 0,66 9,17+£0,34 11,79+1,03* 11,26 +1,20#
DDVE/PC (mm/Kg) 16,8 £ 1,24 18,3+ 1,43 222 +235% 22,5+ 229#
DSVE(mm) 4,18 £ 0,51 4,73 +£0,48 9,88+1,41* 9,10+ 1,47#

EDPP(mm) 1,47 £ 0,06 1,43 +£0,10 1,57 £0,21 1,55 +0,19
AO (mm) 4,03 £ 0,23 4,21 +0,25 3,76 £0,18* 3,80 + 0,25#
AE (mm) 6,41 + 0,55 6,13 + 0,53 8,58 +1,41* 8,15+ 1,09#
AE/AO 1,60 £ 0,15 1,46 £ 0,13 2,29 +£0,40* 2,16 +0,37#
AE/PC (mm/Kg) 12,4 £1,72 12,2+ 0,94 16,2 £2,98* 16,2+ 1,85#
Area diastélica 0,55 £ 0,07 0,55+0,10 1,06 £0,16* 0,96 £ 0,23#
Area sistélica 0,16 + 0,04 0,16 + 0,03 0,82 £0,15* 0,68 +0,18#7t

Sh-Sed: grupo Sham sedentario; Sh-Ex: grupo Sham exercitado; IM-Sed: grupo com infarto do
miocardio sedentario e IM-Ex: grupo com infarto do miocardio exercitado. DDVE: diametro
diastolico do ventriculo esquerdo (VE); DDVE/PC: DDVE normalizado pelo peso corporal (PC);
DSVE: diametro sistolico do VE; EDPP: espessura diastélica da parede posterior do VE; AO:
diametro de aorta; AE: diametro de atrio esquerdo; AE/AQO: relagao entre os diametros do atrio
esquerdo e da aorta; AE/PC: AE normalizado pelo PC. Média + desvio padrao. * p < 0,05 vs Sh-
Sed; # p < 0,05 vs Sh-Ex; T p < 0.05 vs IM-Sed. ANOVA e Bonferroni.
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Tabela 6. Avaliacdo final da funcdo do ventriculo esquerdo por ecocardiograma

Variaveis Sh-Sed Sh-Ex IM-Sed IM-Ex
(n=12) (n=12) (n=11) (n=10)
FC (bpm) 268 + 18 289 *+ 45 309 *+ 68 281 +26
AD (%) 52,3 + 3,04 48,4 +4,80 16,5 £ 5,563* 19,6 + 5,55#
VEPP(mm/s) 38,3 + 3,07 36,4 + 3,16 20,1 £5,33* 21,6 £491#
A Area (%) 70,1 £6,35 70,0 £5,69 22,8 +7,86* 29,7 £551#fF
Tei 0,46 + 0,08 0,50 + 0,09 0,83 £0,14* 0,88 + 0,25#
Onda E (cm/s) 89,1 £5,00 76,7 +9,62* 107,0+16,67* 99,7 + 19,33#
Onda A (cm/s) 60,6 = 9,31 60,0 + 14,75 39,8 +25,64* 43,7 + 30,62
E/A 1,50 + 0,25 1,36 + 0,41 3,98 +2,53" 3,83 + 2,68#
TRIV (ms) 255+3,2 26,3 £3,6 30,8 = 4,5* 30,9 £ 4,0#
TDE (ms) 48,5+6,5 48,5+7,4 36,6 * 8,5* 37,0 £ 7,9%#

Sh-Sed: grupo Sham sedentario; Sh-Ex: grupo Sham exercitado; IM-Sed: grupo com infarto
do miocardio sedentario e IM-Ex: grupo com infarto do miocardio exercitado. FC: freqliéncia
cardiaca; AD: porcentagem de encurtamento endocardico; VEPP: velocidade de
encurtamento da parede posterior do VE; A Area: porcentagem de variagdo de area; Tei:
indice de Tei ou também conhecido por indice de performance miocéardica; E/A: razéo entre
picos de velocidade de fluxo de enchimento inicial (onda E) e da contragao atrial (onda A) do
fluxo transmitral; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico; TDE: tempo de desaceleragéao
da onda E. Média * desvio padrdo. * p < 0,05 vs Sh-Sed; # p < 0,05 vs Sh-Ex; T p < 0.05 vs
IM-Sed. ANOVA e Bonferroni.

RESULTADOS

30



!

L
e
Ly
o

=
Isll
ImM

Figura 1. Cortes histolégicos do ventriculo esquerdo corados por picro-sirius red.
Sh-Sed: grupo Sham sedentdrio, n = 12; Sh-Ex: grupo Sham exercitado, n
= 12; IM-Sed: grupo com infarto do miocardio sedentdrio, n = 11 e IM-

Ex: grupo com infarto do miocardio exercitado, n = 10. Setas indicam

regido infartada.
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Figura 2. Cortes histolégicos do musculo séleo corados por hematoxilina-eosina.
A) Grupo Sham sedentdrio. B) Grupo Sham exercitado. C) Grupo
infarto do miocardio sedentdrio. D) Grupo infarto do miocdardio
exercitado. Setas indicam fibras em processo de splitting. Objetiva:

40X.
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Figura 3. Expressdo génica da miostatina no musculo séleo por RT-PCR em tempo
real. Sh-Sed: grupo Sham sedentario; Sh-Ex: grupo Sham exercitado; IM-
Sed: grupo com infarto do miocdrdio sedentdrio e IM-Ex: grupo com
infarto do miocardio exercitado. Mstn: miostatina; Ciclof: ciclofilina; B

act: B-actina. Média + desvio padrdao. ANOVA e Bonferroni.
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Figura 4. Expressdo génica da folistatina no musculo séleo por RT-PCR em
tempo real. Sh-Sed: grupo Sham sedentario; Sh-Ex: grupo Sham
exercitado; IM-Sed: grupo com infarto do miocdrdio sedentario e IM-
Ex: grupo com infarto do miocardio exercitado. Fst: folistatina; Ciclof:
ciclofilina; B act: B-actina. Média + desvio padrao. * p < 0,05 vs Sh-Sed;
1 p < 0.05 vs IM-Sed. ANOVA e Bonferroni.
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Figura 5. Expressdo proteica da miostatina no musculo séleo por Western blot.

Sh-Sed: grupo Sham sedentdrio; Sh-Ex: grupo Sham exercitado; IM-Sed:

grupo com infarto do miocdrdio sedentario e IM-Ex: grupo com infarto

do miocérdio exercitado. Mstn: miostatina. Média = desvio padréo. * p <

0,05 vs Sh-Sed; t p < 0.05 vs IM-Sed. ANOVA e Bonferroni.
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Figura 6. Expressdo proteica da folistatina no musculo séleo por Western blot.
Sh-Sed: grupo Sham sedentdrio; Sh-Ex: grupo Sham exercitado; IM-Sed:
grupo com infarto do miocardio sedentario e IM-Ex: grupo com infarto
do miocardio exercitado. Fst: folistatina. Média = desvio padrdao. ANOVA

e Bonferroni.

RESULTADOS 36



DISCUSSAO



Neste estudo avaliamos o efeito do exercicio fisico tardio na
expressdo da miostatina e folistatina no musculo séleo de ratos com insuficiéncia
cardiaca causada por infarto do miocdrdio. Adicionalmente, mostramos que o
exercicio fisico resulta em efeito benéfico no processo de remodelacdo cardiaca
ap6s infarto, caracterizado por melhora da funcdo sistdlica do ventriculo
esquerdo.

O modelo de infarto do miocardio decorrente de ligadura da artéria
coronaria esquerda tem sido bastante utilizado para inducdo de insuficiéncia
cardiaca em ratos (Pfeffer et al. 1992). O modelo, pratico e de baixo custo,
mimetiza causas frequentes de insuficiéncia cardiaca em humanos, a isquemia e o
infarto, e apresenta boa reprodutibilidade dos resultados quando comparados a
estudos clinicos subsequentes (Pfeffer et al. 1979; Pfeffer et al. 1992).

O diagnéstico de insuficiéncia cardiaca foi baseado na observacao de
sinais  clinico efou  anatomo-patoldgicos avaliados in  vivo, como
taquipnéia/respiracdo laboriosa, ou pds-mortem, como ascite, congestdo hepatica,
derrame pleuropericdrdico, trombo em atrio esquerdo, hipertrofia do ventriculo
direito e congestdao pulmonar (Cicogna et al. 1999, Martinez et al. 2011; Ribeiro
et al. 2003; Woodiwiss et al. 2001). Os critérios para estabelecer o diagndstico de
insuficiéncia cardiaca em ratos ndo estdo completamente definidos na literatura.
Vérios autores tém utilizado a presenca de derrame pleural, hipertrofia do
ventriculo direito ou congestdo pulmonar para definir o diagndstico em ratos
(Bing et al. 1995; Brooks et al. 1997; Cicogna et al.1999; Conrad et al. 1995;
Martinez et al. 2011; Woodiwiss et al. 2001). Neste estudo, sete dos onze ratos
do grupo IM-Sed e sete dos dez do grupo IM-Ex apresentaram dois ou mais dos
sinais acima descritos, o que permite caracterizar esses ratos como portadores de
insuficiéncia cardiaca. Portanto, a ocorréncia de insuficiéncia cardiaca,
semelhante em ambos os grupos infartados, nao foi reduzida pelo treinamento
fisico.

O tamanho do infarto do miocdrdio é fator determinante para o
desenvolvimento de remodelacado e insuficiéncia cardiaca poés-infarto, tanto em
humanos quanto em animais de experimentacdo. Como nosso objetivo foi avaliar

os efeitos do exercicio fisico sobre o musculo esquelético durante a insuficiéncia
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cardiaca, neste estudo foram incluidos apenas ratos com drea infartada maior
que 40% da drea total do ventriculo esquerdo. O tamanho do infarto foi estimado
trés meses apos a cirurgia, por ecocardiograma transtordcico, e confirmado post-
mortem, por andlise histolégica. O ecocardiograma realizado antes do periodo de
exercicios também permitiu constatar que os grupos IM-Sed e IM-Ex
apresentavam grau semelhante de comprometimento cardiaco pés-infarto, uma
vez que as varidveis analisadas nao diferiram significativamente entre esses
grupos.

O infarto do miocardio pode iniciar cascata progressiva de mudancas
estruturais e geométricas no ventriculo esquerdo, resultando em remodelacao
cardiaca patoldgica, disfuncdo ventricular e insuficiéncia cardiaca (Litwin et al.
1994; Martinez et al. 2011; Pfeffer et al. 1992; Zornoff et al. 2000). Neste
estudo, as alteracdes cardiacas pés-infarto foram avaliadas por ecocardiograma
transtordcico. O grupo IM-Sed apresentou dilatacdo das cadmaras cardiacas
esquerdas acompanhada de disfuncdo sistdlica e diastélica do ventriculo
esquerdo, quando comparado ao Sh-Sed. O treinamento fisico induziu melhora da
funcao sistodlica, caracterizada pelo aumento da porcentagem de variacdo da drea
do ventriculo esquerdo em relacdo ao grupo IM-Sed. No infarto do miocardio, a
porcentagem de variacdo da area é considerada o melhor indice para avaliar a
fungdo sistélica do ventriculo esquerdo (Solomon et al. 1999). Portanto,
podemos concluir que o exercicio aerébio tardio atenuou o desenvolvimento de
disfuncao ventricular sistélica pés-infarto. Nosso resultado estd de acordo com
dados de estudos prévios, nos quais o treinamento fisico atenuou anormalidades
cardiacas estruturais, funcionais ou moleculares decorrentes do infarto do
miocardio (Galvao et al. 2011; Jorge et al. 2011; Mou et al. 2009; Wisloff et al.
2002). Além disso, recente metandlise mostrou que programas de reabilitacdo
cardiaca baseados em exercicios fisicos apds infarto do miocdrdio, estdo
associados a reducdo na mortalidade e reinfarto (Lawler et al. 2011).

A avaliacdo da musculatura esquelética foi realizada no musculo
soleo. Estudos prévios em nosso laboratério mostraram que este musculo é
sensivel a alteracdes induzidas por insuficiéncia cardiaca aguda (Carvalho et al.

2003) ou crodnica (Lima et al. 2010; Martinez et al. 2010).
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Neste estudo, observamos que o grupo IM-Sed apresentou reducao
da expressdo proteica da miostatina. Sua expressdo génica, embora totalizando
46 % do valor observado no Sh-Sed, nao foi estatisticamente diferente entre os
quatro grupos experimentais. Esse fato é devido, provavelmente, a grande
variabilidade dos resultados obtidos e ao tamanho amostral para essa andlise.
Embora a expressao génica da folistatina tenha sido reduzida no grupo IM-Sed, a
expressdo proteica nao diferiu entre os grupos.

Os estudos sobre a expressao da miostatina na insuficiéncia cardiaca
tém mostrado resultados divergentes. Em estudo prévio, Lima et al. (2010)
observaram que ratos com infarto do miocardio apresentaram atrofia muscular
acompanhada de preservacdo da expressdo proteica da miostatina com reducéo
da folistatina, sugerindo que o antagonismo reduzido da miostatina possa ter
colaborado na atrofia muscular. No mesmo modelo experimental, Lenk et al.
(2009) encontraram aumento da expressao proteica da miostatina. Embora sem
avaliar o trofismo muscular, os autores chamaram a atencéo para o fato que seus
resultados estavam de acordo com o esperado, uma vez que atrofia muscular é
habitualmente encontrada na insuficiéncia cardiaca e o aumento da miostatina
poderia estar envolvido neste fendtipo muscular. Em ratos espontaneamente
hipertensos com insuficiéncia cardiaca, observamos importante atrofia muscular
associada a reducdo da expressio da miostatina e da folistatina, também
sugerindo que o antagonismo reduzido da miostatina possa ter tido papel na
atrofia muscular (Damatto et al. 2012).

No presente estudo, ndo observamos atrofia muscular, alteracao
frequentemente observada na insuficiéncia cardiaca (Anker & Coats 1999;
Mancini et al. 1992; Schieffer et al. 1995). Em trabalhos prévios com
insuficiéncia cardiaca causada por infarto do miocardio (Lima et al. 2010;
Martinez et al. 2010), ou por hipertensao arterial sistémica (Damatto et al.
2012) ou pulmonar (Carvalho et al. 2003), detectamos reducdo da drea seccional
de fibras do musculo séleo. E possivel que, no presente estudo, apesar das
importantes alteracbes cardiacas detectadas ao ecocardiograma, os ratos nao
estivessem em grau tdo avancado de insuficiéncia cardiaca como nos estudos

anteriores. Reforcando essa hipotese, observamos que ndo houve alteragdo no
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peso corporal dos ratos ao final do experimento. Uma importante caracteristica
da insuficiéncia cardiaca avancada, tanto em humanos (Anker & Coats 1999;
Okoshi et al. 2000; Okoshi et al. 2001), como em animais de experimentacao
(Damatto et al. 2012; Martinez et al. 2010), é o desenvolvimento de caquexia.

A miostatina regula negativamente a massa muscular por reducio
na sintese proteica, principalmente, de mioblastos e miotubos (McPherron et al.
1997), e por aumento na degradacdo de proteinas musculares (McFarlane et al.
2006). Além disso, pode inibir o processo de proliferacdo e diferenciacdo de
células miossatélites, que é regulado, em parte, pelos fatores de regulacido
miogénica MyoD, miogenina, Myf5 e MRF4 (Langley et al. 2002), com
consequente atrofia muscular (McFarlane et al. 2006). Estudos sugerem que a
miostatina inibe a expressiao dos fatores regulatérios musculo-especificos,
principalmente MyoD e miogenina (Langley et al. 2002; McFarlane et al. 2006). A
reducdo no crescimento celular causada pela miostatina ndo parece ser
dependente de inducdo de apoptose na fibra muscular (Joulia-Ekaza & Cabello
2006). No presente estudo, é provavel que reducdo na expressdo da miostatina
no grupo IM-Sed tenha favorecido a proliferacao de células satélites e contribuido
para a manutencdo do trofismo muscular.

O treinamento fisico, iniciado tardiamente apds o infarto do
miocdrdio, impediu alteracdes na expressio da miostatina e folistatina no
musculo séleo sem, no entanto, modificar o trofismo muscular.

A anilise histoldgica, observamos aumento da frequéncia de fibras
em processo de segmentacao celular, fendmeno conhecido como splitting, nos
grupos exercitados em comparacdo aos sedentdrios. Adicionalmente, o grupo IM-
Ex apresentou maior frequéncia de splitting que o Sh-Ex. O processo de splitting
caracteriza a divisdo longitudinal de fibras musculares ou a fusdo incompleta de
células satélites proliferadas apds lesdo de fibras musculares, condicdes que
podem indicar a presenca de hiperplasia (Eriksson et al. 2006). Acredita-se que
vérios fatores possam desencadear o fenémeno como, por exemplo, estresse
provocado por exercicios fisicos, estresse metabdlico e alteracdes da
microcirculacdo (Camargo Filho et al. 2005; Eriksson et al. 2006). Nao

identificamos estudos que tenham avaliado o processo de splitting em musculos
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esqueléticos durante a insuficiéncia cardiaca. O fato do splitting ter sido mais
frequente no grupo IM-Ex que no Sh-Ex sugere que alteracdes relacionadas a
insuficiéncia cardiaca possam estar envolvidas no fendmeno. No miocardio de
ratos hipertensos submetidos a restricio da ingestdo caldrica, observamos
importante processo de segmentacdo celular, o que nao foi detectado no coracgao
de ratos normotensos também submetidos a restricio caldrica (Okoshi et al.
2002; Okoshi et al. 2004). Esses resultados reforcam a possibilidade que
alteracdes neurohormonais ou inflamatodrias associadas a insuficiéncia cardiaca
(Comini et al. 1999; Kazory 2010; Levine et al. 1990) estejam envolvidas no
fenémeno.

A influéncia do exercicio sobre a expressdao da miostatina ainda nao
estd completamente esclarecida. Como ja referido, camundongos com delecdo do
gene para a miostatina apresentam aumento da massa muscular (Savage et al.
2010). Entretanto, o incremento da massa nao é acompanhado por aumento
proporcional da forca de contracdo (Amthor et al. 2007; Gentry et al. 2011;
Matsakas et al. 2011; Mendias et al. 2006). Além disso, os animais transgénicos
possuem menor capacidade aerébia (Savage et al. 2010). Interessantemente,
quando submetidos a programa de exercicios fisicos aerébios, os camundongos
com delecio do gene para a miostatina apresentam reducdo do grau de
hipertrofia (Matsakas et al. 2011; Savage et al. 2010) e aumento da forca
muscular (Matsakas et al. 2011). Além disso, exibem aumento da atividade da
citrato sintetase, semelhantemente ao observado em camundongos controle
(Savage et al. 2010). Os resultados desses estudos permitiram concluir que os
musculos de animais com delecio da miostatina mantém a plasticidade
metabdlica para se adaptarem normalmente ao treinamento fisico aerdbio
(Savage et al. 2010).

Estudos experimentais com ratos sauddveis apresentaram resultados
contraditérios em relacdo a modulacdo da miostatina pelo treinamento fisico.
Apos exercicios aerébios, foi observada reducdo da expressao génica da miostatina
nos musculos gastrocnémio e vasto lateral (Matsakas et al. 2006). Por outro lado,

a expressao foi aumentada 30 minutos apds Unica sessdo excéntrica de exercicios
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(Peters et al. 2003) e apos treinamento de resisténcia (Willoughby 2004), que
também induziu elevacdo de sua concentracio sérica.

No cenario clinico, estudos realizados com homens jovens ou idosos,
treinados ou ndo, mostraram que a expressao génica da miostatina diminui apds
treinamento resistido (Hulmi et al. 2008; Mascher et al. 2007). Por outro lado,
em mulheres sauddveis, a expressdo génica de miostatina e folistatina nao foi
alterada por exercicios fisicos, tanto excéntricos como concéntricos (Jensky et al.
2010).

Poucos estudos avaliaram os efeitos do exercicio fisico sobre a
expressdo da miostatina durante a insuficiéncia cardiaca. Em ratos com infarto do
miocardio, Lenk et al. (2009) observaram que o treinamento aerébio reduziu a
expressdao de miostatina, que se encontrava aumentada nos animais infartados
sedentarios. Posteriormente, os proprios autores (Lenk et al. 2012) confirmaram
os resultados de seus achados experimentais em pacientes com insuficiéncia
cardiaca. A expressdo génica e proteica da miostatina foi aumentada em musculo
esquelético de doentes com insuficiéncia cardiaca quando comparados a adultos
saudaveis, e reduzida apds periodo de treinamento fisico (Lenk et al. 2012).

A sinalizacdo intracelular decorrente da estimulagdo pela miostatina
ainda nao esta completamente elucidada. Estudos sugerem que a miostatina
interage com os receptores de membrana activina tipo II (Act RII e Act RIIB) e,
em menor intensidade, com o receptor Act RIIA (Lee 2004; Lee et al. 2005; Lee &
McPherron 2001). Em cultura de mioblastos, a adicdo de miostatina promove
bloqueio da miogénese pela regulacdo negativa na expressaio do fator
transcricional paired box 3 e inibicdo na expressao da MyoD (McFarlane et al.
2006). Além de bloquear a miogénese, a miostatina promove aumento na
degradacdo de proteinas musculares por meio de ativacdo de sistemas
proteoliticos, incluindo o sistema da ubiquitina. A degradacdo proteica é mediada
por diversos mecanismos como hipofosforilacdo da forkhead box O1, inibicdo da
sinalizacdo pela via fosfoinositol-3-quinase, proteina quinase serina e treonina, e
estimulacdo da atrogina e de outros genes relacionados a atrofia muscular

(McFarlane et al. 2006).
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Neste estudo, foi inesperado o achado de reducdo da expressao
proteica da miostatina nos ratos do grupo IM-Sed. Entretanto, o resultado é
consistente com a preservacao do trofismo do musculo séleo nos ratos deste
grupo, uma vez que a concentracdo diminuida da miostatina pode ter evitado a
atrofia muscular. O fato da expressao da miostatina ter se normalizado no grupo
IM-Ex sugere que o treinamento fisico resulta em efeito benéfico na musculatura
esquelética, mesmo em fase que antecede o desenvolvimento de atrofia muscular

associada a insuficiéncia cardiaca.

Em conclusido, o treinamento fisico aerdbio tardio melhora a funcao
sistélica do ventriculo esquerdo de ratos infartados e impede alteracbes na

expressao das proteinas miostatina e folistatina.
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