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RESUMO 

 

Introdução: Nos últimos anos, investigadores têm demonstrado que há a 

possibilidade de estimular a proliferação de cardiomiócitos adultos. Atualmente, a 

comunidade científica está voltada para três principais estratégias para a 

regeneração cardíaca: uso de células tronco, inibição de genes que regulam o 

sistema de controle do ciclo celular e o aperfeiçoamento de mecanismos endógenos. 

Um exemplo de mecanismo endógeno é a estimulação de vias de sinalização que 

permite a reentrada dos miócitos no ciclo celular e sua posterior divisão. O 

treinamento físico (TF) é um fator estimulatório para a proliferação das células 

cardíacas por meio da angiotensina-(1-7) (Ang-(1-7)) via receptor Mas. Além disso, o 

TF promove cardioproteção e aumenta os níveis deste peptídeo em animais com 

sobrecarga pressórica. Existem evidências, recentes, que o TF promove proliferação 

de miócitos em diferentes modelos experimentais e atua sobre os níveis de Ang-(1-

7) em corações disfuncionantes. Entretanto, não foram encontrados estudos que 

avaliaram, concomitantemente, os efeitos do TF sobre a função, níveis de Ang-(1-7) 

e receptor Mas miocárdicos e proliferação de cardiomiócitos em modelo de 

sobrecarga pressórica e deterioração da função cardíaca. Objetivo: Testar a 

hipótese que o TF atenua a queda do desempenho cardíaco, acarreta proliferação 

de cardiomiócitos e eleva os níveis de Ang-(1-7) e do receptor Mas miocárdicos em 

ratos com estenose aórtica supravalvar (EAo) e disfunção ventricular esquerda. 

Métodos: Ratos Wistar machos foram separados em dois grupos: controle operado 

(Sham) e EAo. Após 18 semanas do procedimento cirúrgico, os ratos EAo e Sham 

foram redistribuídos em 4 grupos e randomizados quanto a presença ou ausência do 

TF por 10 semanas; (Sham, n = 20), (EAo, n = 19), (ShamTF, n = 20) e (EAoTF, n = 

15). A remodelação cardíaca foi caracterizada pelas análises estrutural e funcional 



 

 

por ecocardiograma na 18ª e 28ª semana e estudo macroscópico post mortem. A 

análise da capacidade funcional dos animais foi realizada pelo teste de esforço 

progressivo. A avaliação da proliferação dos cardiomiócitos, pelo conteúdo de DNA, 

foi feita por citometria de fluxo. O sistema renina angiotensina cardíaco foi analisado 

pela expressão proteica dos receptores Mas e AT1 por Western blot. Resultados: O 

TF promoveu melhoria na capacidade funcional dos animais Sham e EAo quanto a 

velocidade de exaustão, tempo total e distância percorrida. Ao iniciar o TF na 18º 

semana os animais EAo apresentavam disfunção diastólica, sistólica e hipertrofia 

ventricular esquerda concêntrica. Na 28ª semana, este grupo manteve o mesmo 

padrão de disfunção cardíaca. O TF não acarretou alteração na função diastólica e 

melhorou a estrutura e função sistólica dos animais EAo. Os animais ShamTF 

mostraram aumento da função sistólica comparados com o Sham. Não foram 

observadas diferenças entre os quatro grupos estudados em relação ao ciclo celular 

dos cardiomiócitos e expressão do receptor Mas no miocárdio. Houve diminuição da 

expressão do receptor AT1 no grupo EAo, e o TF não alterou este padrão no EAoTF. 

Conclusão: O treinamento físico melhorou a capacidade funcional e a função 

sistólica dos animais, sem repercussões benéficas sobre a função diastólica, 

proliferação de cardiomiócitos e expressão proteica do receptor Mas. 

Palavras-chave: Disfunção cardíaca, treinamento físico, ratos, proliferação de 

cardiomiócitos, receptor Mas. 
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ABSTRACT 

 

Introduction: In the last years, researchers have showed that it is possible to induce 

adult cardiomyocytes proliferation. Currently, the scientific community is focused on 

three main strategies for cardiac regeneration: stem-cell use, inhibition of genes that 

regulate cell-cycle control system and improvement of endogenous mechanisms. An 

example of endogenous mechanism is the stimulation of signaling pathways that 

allow the reentry of myocytes into the cell cycle and their posterior division. The 

physical training (PT) is a stimulatory factor for the proliferation of cardiac cells 

through angiotensin-(1-7) (Ang-(1-7)) via Mas-receptor. In addition, PT promotes 

heart protection and increases this peptide levels in animals with pressure overload. 

Recent evidences showed that PT promotes myocyte proliferation in distinct 

experimental models and acts on Ang-(1-7) levels in dysfunctional hearts. However, 

no studies were found that evaluated, concurrently, the effects of PT on cardiac 

function, myocardial levels of Ang-(1-7) and Mas receptor and cardiomyocyte 

proliferation in a model of pressure overload with deteriorated cardiac function. 

Objective: To test the hypothesis that PT attenuates the impairment in cardiac 

performance, leads to cardiomyocyte proliferation and increases myocardial Ang-(1-

7) and Mas-receptor levels in rats with supravalvar aortic stenosis (AS) and left 

ventricular dysfunction. Methods: Male Wistar rats were separated into two groups: 

operated control (Sham) and AS. After 18 weeks of the surgical procedure, AS and 

Sham rats were redistributed into four groups and randomized for the presence or 

absence of PT for 10 weeks; (Sham, n=20), (AS, n=19), (ShamPT, n=20) and (ASPT, 

n=15). Cardiac remodeling was characterized by structural and functional analysis by 

echocardiogram at the 18th and 28th week and by post-mortem macroscopic 

evaluation. The functional capacity of the groups was analyzed by the progressive 



 

 

treadmill running test. The cardiomyocyte proliferation was evaluated by DNA content 

using flow cytometry. The cardiac renin-angiotensin system was analyzed by protein 

expression of Mas and AT1 receptors by Western blot. Results: The PT improved 

the functional capacity of Sham and AS animals regarding the exhaust speed, total 

time and treadmill running distance. At the beginning of PT, at the18th week, the AS 

group presented diastolic and systolic dysfunction and concentric left ventricular 

hypertrophy. At the 28th week, AS group maintained the same pattern of cardiac 

dysfunction. The PT was not alter diastolic function and improved structure and 

systolic function in AS group. The ShamPT rats showed increased systolic function in 

relation to animals of Sham group. No differences were detected among the four 

groups regarding the cardiomyocyte cell cycle and the myocardial Mas-receptor 

expression. The expression of AT1 receptor was reduced in the AS group, and PT 

did not modify this pattern in ASPT group. Conclusion: The PT improved the 

functional capacity and systolic function of the rats, without beneficial repercussions 

on diastolic function, cardiomyocyte proliferation and protein expression of Mas 

receptor.  

Keywords: Cardiac dysfunction, physical training, rats, cardiomyocytes proliferation, 

Mas-receptor. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Apesar dos avanços e progressos na terapêutica das patologias 

cardiovasculares, estas ainda representam grande problema de saúde pública e são 

citadas como as principais responsáveis por morte no mundo (1–4). Este dado 

mostra a importância do entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na 

gênese dessas doenças cardíacas, o que pode resultar no desenvolvimento de 

novas terapias. 

Em resposta a determinado estresse, o coração passa por um processo de 

remodelação cardíaca (RC) que consiste em alterações gênicas, moleculares, 

celulares ou intersticiais que podem manifestar-se clinicamente por alterações no 

tamanho, geometria, massa e função, na tentativa de manter o seu adequado 

funcionamento (5–8). Dependendo da relação entre as características do agente 

agressor e do receptor, a RC pode a longo prazo acarretar distúrbio funcional, 

sistólico e diastólico e posteriormente, insuficiência cardíaca (7,9–11).  

Dentre os diversos estímulos patológicos que acarretam a RC, podemos 

destacar a sobrecarga pressórica, entre as quais se destaca experimentalmente o 

modelo de estenose aórtica supravalvar (EAo) em ratos, o qual ocasiona 

desenvolvimento gradual da hipertrofia ventricular esquerda concêntrica (5,12–14); 

com sobrecarga inicial leve, acentuando-se progressivamente à medida que os 

animais vão ficando senescentes. Investigadores de nosso grupo mostraram que os 

animais com EAo apresentaram hipertrofia ventricular esquerda após 6 semanas, 

disfunção diastólica e melhoria do desempenho sistólico (15). Além disso, Mendes et 

al. (5) mostraram manutenção da disfunção diastólica e deterioração da função 

sistólica a partir da 12ª semana; acentuação da disfunção sistólica após a 18ª 
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semana e aparecimento de sinais clínicos de insuficiência cardíaca (IC) ao redor da 

20ª semana (12,16–18).  

Mesmo com os avanços científicos na área de cardiologia, os mecanismos 

fisiopatológicos responsáveis pela depressão da função cardíaca não estão 

totalmente elucidados; vários desses mecanismos poderiam contribuir para a 

instalação da disfunção e/ou IC em ratos com EAo, como a perda do número de 

miócitos por necrose, apoptose e autofagia (6–8,19).  

Nos últimos anos grupos de investigadores têm demonstrado que há 

possibilidade de estimular a proliferação de cardiomiócitos e consequentemente, a 

regeneração cardíaca (19–31). Este evento, contrapondo-se a morte celular que 

pode ocorrer nas patologias cardíacas, poderia acarretar melhoria no desempenho 

do coração disfuncionante (32,33). 

Uma nova perspectiva no campo da fisiopatologia cardiovascular surgiu com 

a descoberta da janela proliferativa, período entre o 1º e 7º dia de vida de ratos, em 

que ressecção ventricular apical resulta em regeneração cardíaca completa, através 

da proliferação de miócitos pré-existentes (34). A partir deste momento, a 

comunidade científica dirigiu sua atenção para três principais estratégias utilizadas 

para a regeneração do miocárdio. A primeira; compreende o uso de células 

estaminais pluripotentes induzidas (iPS), que possuem a capacidade de se 

diferenciar em células progenitoras cardíacas (CPCs) (35); entretanto, estudos 

recentes mostraram que essas células atuam como fonte de formação de novos 

miócitos no coração em desenvolvimento e, em menor intensidade, no coração 

adulto (36). A segunda estratégia é a inibição de genes que regulam o sistema de 

controle do ciclo celular (28) e a terceira, mais robusta, está relacionada ao 
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aperfeiçoamento de mecanismos regenerativos endógenos, como a estimulação de 

vias de sinalização que alteram a maquinaria do ciclo celular (22,23,28,29,37–40). 

As ativações dessas vias estão envolvidas no processo de proliferação de 

células cardíacas adultas. Kühn et al. (23) e Bersell et al. (22) demonstraram que a 

proliferação de cardiomiócitos adultos in vivo ocorria via fosfatidilinositol 3 quinase 

(PI3-K). Recentemente, Lin et al. (39) mostraram que a via PI3-K está relacionada 

com a regulação da proliferação e sobrevivência dos cardiomiócitos, corroborando 

com os estudos supracitados. Gomes et al. (41) sugerem que a angiotensina-(1-7) 

(Ang-(1-7)) estimula a proliferação de cardiomiócitos através da ativação da via 

PI3K/Akt (proteína quinase B), trazendo uma possibilidade para a regeneração 

cardíaca.  

A Ang-(1-7), um importante componente funcional do sistema renina 

angiotensina  (SRA), apresenta um amplo espectro de efeitos cardioprotetores (42), 

tornando-a como potencial fármaco para a proliferação das células miocitárias. É um 

heptapeptídeo com ausência da fenilalanina na posição 08 do peptídeo angiotensina 

II (Ang II). A Ang-(1-7) pode ser formada diretamente da angiotensina I (Ang I) pela 

ação da prolil-endopeptidase (PEP), pela endopeptidase neutra (NEP) (43) ou 

através da Ang II pela ação da prolil-carboxipeptidase (PCP), PEP e da enzima 

conversora da angiotensina 2 (ECA2). Além disso, pode também ser formada via 

angiotensina 1-9 (Ang(1-9)) pela ação da enzima conversora de angiotensina (ECA) 

e da NEP (42,44–47) (Figura 1). 
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Figura 1. Vias de formação dos peptídeos angiotensinérgicos e dos receptores envolvidos nas ações 

da Ang II e Ang-(1-7).  Ang I, Angiotensina I; Ang II, Angiotensina II; Ang III, Angiotensina III (2-8); 

AngIV, Angiotensina IV (3-8); Ang-(1-7), Angiotensina-(1-7); Ang-(1-9), Angiotensina-(1-9); CP, 

carboxipeptidase; Amp, Aminopeptidase; Amp A, Aminopeptidase A; DAmp,Dipeptidil-

aminopeptidase; ECA, Enzima Conversora de Angiotensina;ECA2, Enzima Conversora de 

Angiotensina 2; NEP, Endopeptidase Neutra; PCP,Prolil-carboxipeptidase; PEP, Prolil-endopeptidase; 

AT1: Receptor da Ang II tipo 1; AT2: Receptor da Ang II tipo 2; Mas-AT1-7R: Receptor da Ang-(1-7). 

Modificado de Katz, (2011) (48). 

 

A Ang-(1-7) atua no miocárdio via receptor Mas (49); este proto-oncogene, 

vinculado à proteína G, possui sete domínios transmembrana, sendo expresso em 

vários tecidos, incluindo o coração. Os efeitos protetores da Ang-(1-7)/Mas no 

coração podem ser bloqueados pelo antagonista seletivo do receptor Mas, o A-779, 

o que evidencia um papel importante deste sistema no aparelho cardiovascular 

(42,50). 

A via Ang-(1-7) atua de forma contra regulatória às ações da Ang II; um 

octapeptídeo que possui um importante papel na remodelação cardíaca patológica 



34 

 

 

Mota, G. A. F.  

(51–54). O heptapeptídeo Ang-(1-7) promove vasodilatação, diminuição da fibrose 

tecidual e da hipertrofia dos miócitos, atenuando os efeitos deletérios da Ang II (55) 

(Figura 2). 

 

Figura 2. Vias contra regulatórias do sistema renina-angiotensina. ECA: enzima conversora de 

angiotensina; ECA2: enzima conversora de angiotensina II; NEP: endopeptidase neutra; PEP: prolil-

endopeptidase; AT1: receptor da angiotensina II tipo 1; Mas: receptor da angiotensina-(1-7); ↑: 

aumento; ↓: diminuição. Adaptado de Santos, (2007) (43) 

 

No âmbito das terapias não farmacológicas para as doenças 

cardiovasculares, destaca-se o exercício físico frequente, também intitulado 

treinamento físico (TF), uma atividade sistematizada com um objetivo pré-

estabelecido, tal como o aprimoramento das valências físicas (56). Sua importância 

nos dias atuais é relacionada a sua atribuição, a qual resulta na melhoria do 

condicionamento físico, na prevenção de doenças, na diminuição de patologias 

vinculadas com a senescência e por abrandar sintomas de doenças crônicas (57–

60). De acordo com estas evidências, o TF é de fundamental importância para 
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melhorar a qualidade de vida, a longevidade e diminuir as taxas de morbimortalidade 

populacional (56).  

A prática do TF tem sido relacionada com a diminuição da ocorrência de 

eventos cardíacos fatais, além de ter se tornado parte essencial de um estilo de vida 

saudável (57,61–63). Desta forma, diretrizes internacionais e nacionais passaram a 

recomendar o TF para pacientes estáveis com insuficiência cardíaca de classes I a 

III, de acordo com a American Heart Association (64,65). 

Os mecanismos envolvidos no efeito protetor do TF no coração lesionado não 

estão totalmente compreendidos. No entanto, entre os efeitos benéficos que são 

conhecidos, destaca-se a ativação da via PI3K/Akt/mTOR, a qual participa da 

remodelação cardíaca fisiológica (66,67). Nesse sentido, trabalhos de Brum et al. 

mostraram que o TF contribui adicionalmente a terapia farmacológica para a 

melhora da função cardíaca em animais com insuficiência cardíaca (68) e que a via 

PI3K é ativada seletivamente na remodelação fisiológica, o que não ocorre na 

patológica (69). Outros autores demonstraram que o TF aumenta a concentração da 

Ang-(1-7) miocárdica em ratos normotensos e hipertensos (70,71), que como 

referenciada acima, contrapõe-se as ações deletérias da Ang II (42). Trabalhos 

recentes mostraram o efeito benéfico do eixo Ang-(1-7); Shah et al. (72) mostraram 

que ratos com ligadura da artéria renal, submetidos ao TF de corrida em esteira 

rolante e tratados com Ang-(1-7), preveniram a hipertensão arterial e reduziram a 

hipertrofia e fibrose cardíaca. Guimarães et al. (73) verificaram que a natação com 

intensidade moderada em camundongos knockout para o receptor Mas, promoveu 

hipertrofia cardíaca e aumento dos colágenos I e II; no entanto, nos animais com o 

receptor Mas, o treinamento acarretou aumento da Ang-(1-7) e ausência de fibrose.  
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 Diferentes autores analisaram o efeito do TF na remodelação cardíaca em 

animais com cardiopatia por sobrecarga pressórica (74–78). Enquanto alguns 

autores mostraram que o TF promove uma melhoria ou atenuação da disfunção 

cardíaca (74–76) outros investigadores não detectaram alteração no desempenho 

deste órgão (77,79). Entretanto, estes trabalhos não avaliaram os mecanismos 

envolvidos nos efeitos desta terapêutica sobre a performance do coração. 

Embora existam evidências recentes que o treinamento físico promove 

proliferação de miócitos em diferentes modelos experimentais (80–82) e atua sobre 

os níveis de angiotensina-(1-7) em corações disfuncionantes (70,72,73), não foram 

encontrados estudos que avaliaram, concomitantemente, os efeitos do TF sobre a 

função, níveis de angiotensina-(1-7) e receptor Mas miocárdicos e proliferação de 

cardiomiócitos em ratos com estenose aórtica e disfunção ventricular. 

 

1.1 - OBJETIVOS 

1.1.1 - Objetivo geral 

Avaliar a função cardíaca, proliferação dos cardiomiócitos e os níveis de Ang-

(1-7) e do receptor Mas no miocárdio de ratos com estenose aórtica e disfunção 

ventricular submetidos ao treinamento físico. 

 

1.1.2 - Objetivos específicos 

1.1.2.1- Avaliar a estrutura e função cardíaca, in vivo, pelo ecocardiograma; 

1.1.2.2- Analisar a proliferação dos cardiomiócitos, ex vivo, pela citometria de fluxo; 

1.1.2.3- Mensurar a expressão proteica dos receptores Mas e AT1 no miocárdio por 

Western Blot; 
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1.1.2.4 - Quantificar os níveis séricos e teciduais cardíacos da Ang I, Ang II, e Ang-

(1-7) por espectrometria de massa. 

 

1.2 - HIPÓTESE 

O treinamento físico atenua a queda do desempenho cardíaco, acarreta 

proliferação de cardiomiócitos e eleva os níveis de Ang-(1-7) e do receptor Mas 

miocárdicos em ratos com estenose aórtica e disfunção ventricular. 

 

1.3 - IMPORTÂNCIA DO TRABALHO 

  Utilizar uma terapia de baixo custo e fácil implementação, que pode colaborar 

na sobrevida de pacientes com cardiopatias graves, além disso, investigar possíveis 

mecanismos relacionados aos benefícios do TF no processo evolutivo da 

remodelação cardíaca. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

            MMMaaattteeerrriiiaaalll   eee   MMMééétttooodddooosss      



39 

 

 

Mota, G. A. F. |  

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 - Animais  

Foram utilizados ratos Wistar machos, com 21 dias de idade, provenientes do 

Biotério Central do Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Júlio de 

Mesquita Filho” - UNESP, São Paulo, Brasil. Os animais foram mantidos no Biotério 

da Unidade de Pesquisa Experimental da Faculdade de Medicina de Botucatu - 

UNESP, nas seguintes condições: gaiolas coletivas de polipropileno, tampas de 

arame cromado, forradas com xilana de sabugo de milho esterilizada (Suprimart, 

Itaquaquecetuba, São Paulo, Brasil), temperatura ambiente (24 ± 2C), umidade 

controlada (55 ± 5%) e ciclos de iluminação de 12 horas invertido. A oferta de água e 

ração foi ad libitum e o peso corporal foi aferido semanalmente. Os procedimentos 

experimentais foram realizados de acordo com o Guide for the Care and Use of 

Laboratory Animals published by the U.S. National Institutes of Health e aprovado 

pela Comissão de Ética no uso de animais da Faculdade de Medicina de Botucatu – 

UNESP, sob o protocolo CEUA 1133-2015. 

 

2.2 - Protocolo experimental 

Inicialmente, foram formados dois grupos experimentais: controle operado 

(Sham) e estenose aórtica supravalvar (EAo). Após 18 semanas do procedimento 

cirúrgico, momento em que os animais com EAo apresentam sinais de disfunção 

ventricular esquerda (74), os ratos EAo foram redistribuídos em dois grupos 

semelhantes quanto a estrutura e função cardíaca e randomizados quanto a 

presença ou ausência do TF por um período de 10 semanas; o mesmo 

procedimento foi realizado nos animais Sham. Dentro deste contexto, na segunda 

etapa, o experimento foi composto por quatro grupos experimentais: controle 
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operado (Sham, n=20); estenose aórtica supravalvar (EAo, n=19); controle operado 

submetido ao treinamento físico (ShamTF, n=20) e estenose aórtica supravalvar 

submetido ao treinamento físico (EAoTF, n=15) (Figura 3). O delineamento 

experimental foi realizado de acordo com trabalhos anteriores que utilizaram o TF 

em ratos com EAo e disfunção ventricular (74–76). Os animais de todos os grupos 

foram avaliados e eutanasiados após 10 semanas do início do treinamento físico, ou 

seja, 28 semanas após o procedimento cirúrgico. 

 

Figura 3. Delineamento experimental. 

 

2.3 - Indução de estenose aórtica supravalvar 

A EAo foi induzida de acordo com o método previamente descrito em nosso 

laboratório (12,17,18,51,74,83). Os animais com três a quatro semanas de vida, 

pesando de 70 a 90 gramas, após anestesia com cloridrato de ketamina (50 mg/kg/ip 

Dopalen®, Sespo, Jacareí, São Paulo, Brasil) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg/ip 

Anasedan®, Sespo, Jacareí, São Paulo, Brasil) intraperitoneal, foram submetidos à 

toracotomia mediana. A aorta ascendente foi dissecada e um clipe de prata com 
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0,60 mm de diâmetro interno, foi colocado aproximadamente a 3 mm da sua raiz. A 

parede torácica foi fechada utilizando-se fio mononylon 5.0 para suturar o esterno, 

as camadas musculares e a pele. Durante a cirurgia, os animais foram ventilados 

manualmente com pressão positiva com oxigênio a 100%. Concluído o ato cirúrgico, 

os ratos receberam solução isotônica (2 ml/kg, Soro fisiológico®, ADV Farma, Nova 

Odessa, São Paulo, Brasil) aquecido via subcutânea, Enrofloxacino (5,0 mg/kg 

Enrofloxacina 10%®, Mairinque, São Paulo, Brasil) via subcutânea e foram 

colocados em superfície aquecida até retornarem da anestesia. Passados os efeitos 

do anestésico, os animais foram medicados via oral com Metamizol Sódico (30 

mg/kg Dipirona®, Biovet, Vargem Grande Paulista, São Paulo, Brasil). Os animais do 

grupo Sham foram submetidos à mesma cirurgia, exceto pela colocação do clipe. O 

pós-operatório consistiu na troca da xilana de sabugo de milho das caixas 

diariamente, aplicação de antibiótico, analgésico e assepsia com Digliconato de 

Clorexidina 1% (10mg/ml, Riohex 1%®, São José do Rio Preto, São Paulo, Brasil) da 

cicatriz cirúrgica durante 5 dias. 

 

2.4 - Protocolo de treinamento físico  

O treinamento físico, adaptado de Pacagnelli et al. (74), foi iniciado 18 

semanas após a cirurgia e envolveu um programa de corrida em esteira rolante 

específica para ratos (Insight Instrumentos, Ribeirão Preto, São Paulo, Brasil), com 

frequência de 5 vezes por semana, perfazendo 10 semanas consecutivas (74). Os 

animais dos grupos ShamTF e EAoTF foram inicialmente submetidos a um período 

de adaptação à esteira, o qual consistiu em caminhada de baixa intensidade, 

velocidade de 5 m/min, com a finalidade de minimizar o estresse ao ambiente. O 

protocolo do TF foi ajustado pelo teste de esforço progressivo (Item 2.5), realizado 
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antes do início do treinamento e após 3 e 7 semanas desta terapia. Os animais 

realizaram um programa de TF aeróbio com carga equivalente a 50% da velocidade 

máxima atingida no teste de esforço progressivo; da 1° à 6° semana o tempo de 

duração aumentou progressivamente em 2 minutos por semana (10, 12, 14, 16, 18 e 

20 minutos), sendo que, a partir da 6ª semana, o tempo foi fixado em 20 minutos 

(Quadro 1). 

 

2.5 -  Avaliação da capacidade funcional pelo teste de esforço progressivo  

Para ajustar as velocidades do TF e avaliar o desempenho físico nos 

momentos pré e pós-treinamento, os grupos Sham, ShamTF, EAo e EAoTF foram 

submetidos ao teste de esforço progressivo, em esteira rolante, de acordo com o 

protocolo adaptado de Rodrigues et al. (84). As variáveis analisadas foram: 

velocidade de exaustão, tempo total e distância percorrida. A velocidade inicial do 

teste foi de 6 m/min, sendo aumentada progressivamente 3 m/min a cada 3 

minutos, até à exaustão. O critério para a determinação da exaustão do animal e 

interrupção do teste, foi o momento em que o mesmo não foi capaz de manter a 

corrida após o incremento da velocidade da esteira rolante (Figura 4).  
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Quadro 1. Protocolo do treinamento físico 

Momentos 
Progressão do treinamento 

Volume Intensidade (VMC)* 

Adaptação  

1º teste de esforço  

1ª semana 10 minutos 50% 

2ª semana 12 minutos 50% 

3ª semana 14 minutos 50% 

2º teste de esforço  

4ª semana 16 minutos 50% 

5ª semana 18 minutos 50% 

6ª semana 20 minutos 50% 

7ª semana 20 minutos 50% 

3º teste de esforço  

8ª semana 20 minutos 50% 

9ª semana 20 minutos 50% 

10ª semana 20 minutos 50% 

4º teste de esforço  

*VMC: Velocidade máxima de corrida obtida no teste de esforço. 
      

 

 

 

Figura 4. Teste de esforço progressivo; a velocidade inicial do teste 

foi de 6 m/min, sendo progressivamente aumentada, 3 m/min a cada 

3 minutos, até a exaustão. 
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2.6 - Avaliação dos sinais de insuficiência cardíaca 

O diagnóstico de insuficiência cardíaca (IC) dos animais EAo e EAoTF foi 

baseado na presença de alteração do padrão respiratório, e confirmado pelos 

achados patológicos post mortem, como derrame pleural, ascite, trombo no átrio 

esquerdo e congestão hepática. 

 

2.7 - Determinação do teor de água nos tecidos cardíaco, pulmonar e hepático 

Os animais submetidos a indução da EAo podem desenvolver retenção 

hídrica presente na insuficiência cardíaca, portanto, a avaliação do teor de água 

tecidual foi realizada nas amostras do ventrículo esquerdo (VE), do direito (VD), dos 

átrios (AT), do pulmão e do fígado. Após a remoção do tecido a ser examinado, foi 

aferido o peso in natura em balança analítica (SPLabor, Presidente Prudente, São 

Paulo, Brasil). Em seguida, as amostras foram submetidas à secagem em estufa 

(Fanem, Guarulhos, SP, Brasil) sob temperatura de 55 ± 5°C, por período de 48 

horas. A determinação do teor de água foi expressa em valores relativos e calculada 

pela seguinte fórmula: [(PN-PS)/PN] x 100%, onde PN representa o peso in natura e 

o PS o peso seco. 

 

2.8 -  Caracterização da remodelação cardíaca 

2.8.1 - Análise macroscópica do coração post mortem 

A análise macroscópica post mortem foi realizada somente 28 semanas após 

a indução da EAo e permite identificar a presença de hipertrofia a nível atrial e 

ventricular. Os animais foram submetidos à anestesia com cloridrato de ketamina (50 

mg/kg/ip) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg/ip), eutanasiados por decapitação e o 

coração removido e dissecado. Para indicar o grau de hipertrofia cardíaca foram 
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avaliados os pesos absolutos em balança analítica dos ventrículos esquerdo (VE) e 

direito (VD), dos átrios (AT) e do coração e suas relações com o comprimento da 

tíbia, obtendo as seguintes relações: VE/tíbia, VD/tíbia, AT/tíbia e coração/tíbia.  

 

2.8.2 -  Análise estrutural e funcional por ecocardiograma  

A análise ecocardiográfica foi realizada após 18 e 28 semanas da indução de 

EAo. O estudo após 18 semanas teve como finalidade caracterizar estrutural e 

funcionalmente, os ratos Sham e EAo, a fim de formar grupos homogêneos com EAo 

(EAo e EAoTF) e Sham (Sham e ShamTF). O ecocardiograma representa uma 

alternativa para o estudo da função ventricular e pode oferecer importantes 

informações sobre desempenho cardíaco em roedores (85). Ele permite avaliar: 1) a 

morfologia e a função do coração (12,14,18); 2) a evolução da disfunção cardíaca 

causada por diferentes tipos de agressão(86) e 3) os efeitos de diferentes 

intervenções sobre o coração (17). É um método versátil, seguro, indolor, não 

invasivo e importante para análises seriais (87). É um processo que causa menos 

alterações fisiológicas cardíacas do que técnicas invasivas, como a hemodinâmica 

(88). É amplamente aceito e utilizado para a determinação da massa do ventrículo 

esquerdo, embora possa superestimar os valores determinados pós-sacrifício (88). 

 Para a realização do exame, os ratos foram anestesiados com cloridrato de 

ketamina (50 mg/kg/ip) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg/ip) e posicionados em 

decúbito lateral esquerdo. Foi utilizado o ecocardiógrafo modelo Vivid S6 (General 

Eletric Medical Systems, Tirat Carmel, Israel), equipado com transdutor eletrônico de 

12 MHz. Para medir as estruturas cardíacas, foram utilizadas imagens em modo-M 

com o feixe de ultrassom, orientado pela imagem bidimensional com o transdutor na 

posição paraesternal eixo menor. A imagem monodimensional do ventrículo 
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esquerdo (VE) foi obtida posicionando o cursor do modo-M logo abaixo do plano da 

valva mitral entre os músculos papilares (14). As imagens da aorta e do átrio 

esquerdo também foram obtidas na posição paraesternal eixo menor com o cursor 

do modo-M posicionado ao nível da valva aórtica. Posteriormente, as estruturas 

cardíacas foram medidas manualmente com o auxílio de um paquímetro, em pelo 

menos, cinco ciclos cardíacos consecutivos. O diâmetro diastólico do VE (DDVE) e a 

espessura diastólica da parede posterior do VE (EDPP) e do septo intraventricular 

(EDSIV) foram medidos no momento correspondente ao diâmetro máximo da 

cavidade. O diâmetro sistólico do VE (DSVE) e a espessura sistólica da parede 

posterior do VE (ESPP) e septo intraventricular (ESSIV) foram medidos no momento 

correspondente ao diâmetro mínimo da cavidade. Para avaliar a função sistólica do 

VE, foram calculadas a porcentagem de encurtamento mesocárdico, ΔD meso 

{[(DDVE + ½ EDPP + ½ EDSIV) – (DSVE + ½ ESPP + ½ ESSIV)] / (DDVE + ½ 

EDPP + EDSIV)},  a velocidade de encurtamento da parede posterior (VEPP), 

tangente máxima do movimento sistólico da parede posterior e a fração de ejeção 

(FE = DDVE3 – DSVE3/DDVE3). No estudo da função diastólica do VE foram 

medidos os picos das velocidades do fluxo transvalvar mitral correspondentes à fase 

de enchimento inicial (onda E) e à fase de enchimento tardio, consequente à 

contração atrial (onda A), bem como o cálculo da relação onda E / onda A. Para a 

obtenção dos fluxos relacionados à função diastólica, o transdutor foi posicionado na 

região correspondente à ponta do coração na imagem denominada quatro câmaras; 

a medida dos fluxos foi realizada no monitor do ecocardiógrafo (89). 
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2.9 - Análise da proliferação dos cardiomiócitos  

 A análise da proliferação dos miócitos foi realizada utilizando a técnica de 

citometria de fluxo.  

 

2.9.1 - Isolamento dos cardiomiócitos 

Para a obtenção dos cardiomiócitos isolados, foi utilizado o procedimento 

padrão para a dissociação enzimática do tecido, como descrito por Guatimosim et al. 

(90). Em resumo, ao final do experimento os animais foram anestesiados com 

cloridrato de ketamina (50 mg/kg/ip) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg/ip). O coração 

foi rapidamente removido, a artéria aorta foi canulada em sistema Langendorff e o 

órgão foi perfundido com solução de isolamento contendo CaCl2 (1 M), em fluxo 

constante. No momento em que o coração passou a contrair regularmente, a 

solução de perfusão foi trocada por solução de Tyrode, livre de Ca+2, contendo 140 

mM de cloreto de sódio (NaCl), 5 mM de cloreto de potássio (KCl), 5 mM de HEPES 

(ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinoetanossulfonico), 1 mM de fosfato monossódico 

(NaH2PO4), 1 mM de  cloreto de magnésio (MgCl2), 2 mM de cloreto de cálcio 

(CaCl2) e 10 mM  glicose (pH 7.4) durante 4 a 6 minutos para depleção do Ca+2 

cardíaco e lise dos discos intercalares. Em seguida, o coração foi perfundido com 

solução enzimática contendo 50 mM de CaCl2, 1.4 mg/ml de colagenase tipo II 

(Worthington, Lakewood, New Jersey, USA) e 0.04 mg/ml de protease tipo XIV 

(Sigma, St. Louis, MO, USA) durante 25 a 30 minutos para a lise da matriz 

extracelular. O coração foi removido do aparelho de perfusão, triturado 

aproximadamente em pedaços de 1 mm, e os miócitos foram dispersos por meio de 

agitação moderada em banho Maria (Modelo 100, Fanem®, Guarulhos, São Paulo, 

Brasil), temperatura de 37ºC. Após 5 minutos de agitação em solução Tyrode 
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contendo 50 mM de CaCl2, 0.7 mg/ml de colagenase, as células foram separadas 

por filtração para remover pedaços de tecidos e posteriormente, centrifugadas 

(Centrifuge 5804 R, Eppendorf®, São Paulo, SP, Brasil) por 40 segundos, com o 

intuito de separar pequenas células que não são cardiomiócitos tais como células 

endoteliais e fibroblastos (91). As experiências foram realizadas à temperatura 

ambiente (22-24°C). 

 

2.9.2 - Análise do conteúdo de DNA por citometria de fluxo  

A análise da proliferação dos cardiomiócitos foi realizada por meio da 

identificação de alterações no ciclo celular. A citometria é amplamente utilizada em 

estudos que analisam a progressão do ciclo celular, possibilitando o registro dos 

parâmetros cinéticos destas células. Esta técnica revela a quantidade de ácido 

desoxirribonucleico (DNA) pelo uso de corantes fluorescentes e a porcentagem de 

células nas fases SubG1, G1, S e G2/M e indica parâmetros uni ou multivariados, 

prognósticos e rumos terapêuticos (92). 

O ciclo celular é uma sequência organizada de eventos, controlados por sinais 

internos e externos que resultam em duplicação e divisão celular, ou seja, 

proliferação celular (93). É formado por diferentes fases: fase G1, em que ocorre o 

crescimento celular, síntese de ácido ribonucleico (RNA) e estão presentes enzimas 

necessárias para a replicação do DNA; fase S, onde ocorre replicação do DNA; fase 

G2, formada por um segundo período de crescimento celular e síntese de proteínas 

e, fase M, onde ocorre a mitose e a citocinese. Além dessas quatro etapas 

principais, existe ainda um estágio chamado G0, onde a célula entra num estado de 

repouso. Cada etapa do ciclo celular possui uma quantidade específica de DNA, o 

que caracteriza a fase do ciclo em que a célula se encontra (94). A análise do 
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conteúdo de DNA de uma célula é realizada através da capacidade do iodeto de 

propídio de se ligar ao DNA, desta forma, a membrana plasmática deve ser 

primeiramente permeabilizada permitindo a entrada do corante até o núcleo. Assim, 

o DNA celular é marcado estequiométricamente, ou seja, a quantidade de corante é 

diretamente proporcional à quantidade de DNA no interior da célula, permitindo a 

identificação da quantidade de células em cada fase do ciclo (95). 

 Após o isolamento das células, as mesmas foram colocadas em tubos tipo 

“eppendorfs” e centrifugadas a uma velocidade de 400 g, por 5 min, em temperatura 

ambiente. O sobrenadante foi então descartado e ajustou-se a concentração dos 

cardiomiócitos para 1 x 104/ml através da contagem na câmara de Neubauer. As 

células foram ressuspensas em uma solução de lise hipotônica contendo 0.1% de 

citrato de sódio, 0.1% de triton X-100 e 50 mg/L de iodeto de propídio (Sigma-

Aldrich) e incubadas por 30 minutos. A seguir, as amostras foram analisadas no 

citômetro de fluxo FACSCanto II (BD Biosciences, Trenton, New Jersey, USA). Para 

a aquisição das amostras foi utilizado o programa Cell Quest, e dez mil eventos 

foram adquiridos de cada amostra, cada um correspondendo a uma célula. Os 

parâmetros analisados foram FL2-W versus FL2-A (94).  

 

2.10 - Expressão proteica pela técnica de Western Blot  

As proteínas analisadas no tecido cardíaco foram os receptores Mas e o AT1 

pela técnica de Western Blot. 

 

2.10.1 - Técnica de Western Blot  

 Este método é frequentemente utilizado em pesquisas para detectar 

proteínas em um homogenato de tecido biológico (96), sendo constituído das 
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seguintes etapas: extração de proteínas, eletroforese em gel, transferência das 

proteínas do gel para uma membrana de nitrocelulose, identificação das proteínas 

por anticorpos específicos e quantificação dos blots de polipetídeos (97). A 

metodologia está pormenorizadamente descrita abaixo.  

2.10.1.1 - Extração das proteínas  

 Fragmentos do VE foram rapidamente congelados em nitrogênio líquido e 

armazenados em freezer a -80ºC. A amostra congelada foi homogeneizada em 

aparelho Polytron (Ika Ultra TurraxTM T25 Basic, Wilmington, USA) com tampão de 

lise hipotônico (fosfato de potássio 50 mM pH 7.0, sucrose 0.3 M, DTT 0.5 mM EDTA 

1 mM pH 8.0, PMSF 0.3 mM, NaF 10 mM e inibidor de fosfatase). O produto da 

homogeneização foi centrifugado (Eppendorf 5804R, Hamburg, Germany) a 12000 

rpm por 20 minutos a 4ºC, e o sobrenadante transferido para tubos eppendorfs e 

armazenado em freezer -80ºC. A concentração de proteína foi analisada pelo 

método 15 de Bradford(98), utilizando as curvas de BSA Protein Standard (Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA) como padrão. 

 

2.10.1.2 - Eletroforese em gel  

Após a quantificação da concentração proteica, as amostras das proteínas 

foram diluídas em tampão Laemmli (Tris-HCL 240 mM, SDS 0.8%, glicerol 40%, azul 

de bromofenol 0.02% e β-mercaptoetanol 200 mM) e separadas por eletroforese 

utilizando sistema Mini-Protean 3 Electrophoresis Cell (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). 

A corrida eletroforética foi realizada em gel bifásico, de empilhamento (Tris-HCL, 240 

mM, pH 6.8, poliacrilamida 30%, APS e Temed) e de resolução (Tris-HCL, 240 mM, 

pH 8.8, poliacrilamida 30%, APS e Temed), na concentração de 6 a 10%, 

dependente do peso molecular da proteína analisada. No primeiro poço do gel foi 
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aplicado um padrão de peso molecular, Kaleidoscope Prestained Standards (Bio-

Rad, Hercules, CA, USA) para identificação do tamanho das bandas. A corrida 

eletroforética foi efetuada a 120V (Power Pac HC 3.0A, Bio-Rad, Hercules, CA, 

USA), aproximadamente 3 horas, com tampão de corrida (Tris 0.25 M, glicina 192 

mM e SDS 1%). 

 

2.10.1.3 - Transferência e identificação das proteínas  

Em seguida, as proteínas foram transferidas para uma membrana de 

nitrocelulose em sistema Mini-Trans Blot (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) utilizando-se 

tampão de transferência (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e SDS 0.1%). 

As membranas foram lavadas duas vezes com tampão TBS (Tris-HCl, 20 mM, pH 

7.6 e NaCl 137 mM). Os sítios inespecíficos de ligação do anticorpo primário à 

membrana foram bloqueados mediante incubação com solução a 0,5% de leite em 

pó desnatado, dissolvido em tampão TBS-T, pH 7,4 (Tris-HCl, 20 mM, NaCl 137mM 

e detergente Tween 20 0.1%) por 120 minutos à temperatura ambiente sob 

constante agitação. Em seguida, a membrana foi lavada três vezes em solução 

basal (Tris 1M, pH 2.8; NaCl 5 M e Tween 20) e incubada com o anticorpo primário 

diluído na solução bloqueadora, sob agitação constante por 12 horas a 4ºC. Após a 

incubação com o anticorpo primário, a membrana foi lavada três vezes em solução 

basal e incubada com o anticorpo secundário em solução bloqueadora por 2 horas, 

sob agitação constante. Para remover o excesso de anticorpo secundário, a 

membrana foi lavada três vezes em solução basal. A imuno detecção foi realizada 

por meio do método de quimioluminescência de acordo com as instruções do 

fabricante (Enhancer Chemi-Luminescence, Amersham Biosciences, NJ-USA). 
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Finalmente, as membranas de nitrocelulose foram analisadas em foto documentador 

Gel Logic 6000 Pro (Carestream Health, Rochester, NY, USA).  

Anticorpos primários que foram utilizados  

• Anti-Angiotensin II Receptor Type-1 (Novus Biologicals, Littleton, CO, USA). 

Concentração recomendada pelo fabricante, 1:1000.  

• Anti-Angiotensin (1-7) Mas Receptor (Alomone Labs, Jerusalém, Israel). 

Concentração recomendada pelo fabricante, 1:5000. 

Anticorpo de normalização  

• β-Actin, rabbit IgG (4967 - Cell Signaling, Danvers, MA, USA) Concentração 

recomendada pelo fabricante, 1:200).  

Anticorpos secundários  

Os anticorpos secundários, conjugados a peroxidase, Anti-Rabbit IgG-HRP 

(Abcam, Cambridge, MA, USA) e Anti-Mouse IgG-HRP (Abcam, Cambridge, MA, 

USA). Os anti-anticorpos primários, foram utilizados na titulação de 1:10000. Os 

anticorpos primários e secundários foram testados em diferentes titulações, assim 

como a solução bloqueadora e demais etapas metodológicas. 

 

2.10.1.4 - Quantificação das proteínas  

As análises quantitativas das bandas protéicas (blots) foram realizadas pelo 

programa Scion Image (Scion Corporation, Frederick, Maryland, EUA), software livre, 

disponível no endereço http://www.scioncorp.com/. 

 

2.11 – Quantificação sérica e tecidual por espectrometria de massa   

 A quantificação das concentrações plasmáticas e teciduais no miocárdio de 

Ang-(1-7) e Ang II foi realizada pela técnica de espectrometria de massa. 
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 A extração das angiotensinas plasmáticas foi realizada através de colunas 

Oasis C18 (Waters, MA, USA), previamente ativadas com metanol (5 mL), 

tetraiodofurano (5 mL), hexano (5 mL), metanol (5 mL) e água (10 mL). Após 

ativação, as amostras foram aplicadas nas colunas, lavadas com água e eluídas em 

etanol / ácido acético / água na proporção 90% / 4% / 6%. As frações eluídas foram 

liofilizadas e redissolvidas em 500 µL de veículo em fase A (5% acetonitrila em 0.1% 

ácido ortofosfórico) e filtradas em membranas de 0.22 mm para análise em 

espectrômetro (AB Sciex 5500 QTRAP LC/MS/MS, Estugarda, Baden-Württemberg, 

Alemanha). As angiotensinas de cada amostra foram separadas em coluna de fase 

reversa ODS Aquapor 300 (250x4,6mm), 7 µl (Colunas Browlee, PerkinElmer), 

usando um gradiente de 5 a 35% de fase móvel B (95% de acetonitrila em 0.1% de 

ácido fosfórico) sob um fluxo de 1,5 mL.min-1 por 40 min. As angiotensinas foram 

identificadas por comparação com o tempo de retenção amostras padrão de 

angiotensinas, e os resultados expressos em pmol.mL-1 de plasma. 

O tecido miocárdico foi pesado e homogeneizado em 100 mM de tampão de 

fosfato de sódio pH 7,2, 340 mM de sucrose e 300 mM de cloreto de sódio, 

contendo o mesmo inibidor de proteases descrito na coleta de sangue. As amostras 

foram centrifugadas a 10000 g  a  4ºC por  20 min,  e então passadas pela coluna 

de extração, seguindo a mesma sequência descrita para o plasma, e os resultados 

expressos em pmol.g-1 de tecido. 

 

2.12 – Análise estatística 

Os dados foram expressos por meio de medidas descritivas de posição e 

variabilidade. A comparação entre os grupos Sham e EAo na 18ª semana pós-
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indução da estenose aórtica foi realizada pelo teste “t” de Student ou Mann-Whitney 

para amostras independentes. As comparações entre os grupos no final do 

experimento, após as 10 semanas de treinamento físico, foram realizadas pela 

técnica de análise de variância (ANOVA) para esquema de dois fatores no 

experimento completamente casualizado (quando não paramétrica, Kruskal-Wallis) 

complementada com teste de comparações múltiplas de Bonferroni (quando não- 

paramétrico, Dunn) (99). Para a comparação da frequências dos sinais de 

insuficiência cardíaca entre os grupos, foi utilizado o teste de associação de 

Goodman para contrastes entre e dentro de populações multinominais (100,101). As 

conclusões estatísticas foram discutidas ao nível de significância de 5%.  
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3 - RESULTADOS  

3.1 - Análise da capacidade funcional dos animais durante o treinamento físico 

No decorrer do protocolo de treinamento físico, o teste de esforço foi realizado 

para avaliar a capacidade funcional dos animais pelas variáveis velocidade de 

exaustão (Vex), tempo total (TT) e distância percorrida (DP). Os resultados estão 

apresentados na Tabela 1 e na Figura 5.  No momento T1, não houve diferença 

entre os grupos Sham (Sham vs ShamTF) e os grupos EAo (EAo vs EAoTF), nas 

três variáveis analisadas; entretanto as variáveis foram estatisticamente menores 

nos grupos EAo em relação aos Sham. Nos momentos T2, T3 e T4 o grupo ShamTF 

e o EAoTF apresentaram valores significativamente maiores nas três variáveis 

analisadas em relação aos respectivos controles. A comparação entre os diferentes 

momentos mostrou que no grupo ShamTF, a Vex, o TT e a DP foram semelhantes 

entre si, em T2, T3 e T4 e diferentes do T1.  Em relação ao grupo EAo, a Vex foi 

semelhante em T1 e T2 e diferente de T4. E o T1, foi igual ao T3. No EAoTF a Vex e 

a DP foram iguais entre T1 e T2 e entre T2, T3 e T4. O TT e DP do EAo foi igual 

entre T1 T2 e diferente de T3 e T4, que foram semelhantes entre si. No grupo 

EAoTF, T1 foi diferente de T2, T3 e T4, que foram semelhantes entre si. 
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Tabela 1. Teste de esforço progressivo 

Variável Cirurgia TF 
Momentos do teste de esforço 

Valor p T1 T2 T3 T4 

Velocidade 
de exaustão 

(m/min) 

Sham 
Ausente 25,9 ± 3,55aB 25,9 ± 3,55aB 23,5 ± 4,05aB 25,0 ± 6,10aB p>0,05 

Presente 23,7 ± 4,66aBα 31,6 ± 4,40bBβ 34,0 ± 6,25bBβ 34,6 ± 8,00bBβ p<0,01 

EAo 
Ausente 17,3 ± 3,64aAβγ 18,3 ± 3,14aAγ 15,1 ± 4,53aAαβ 14,0 ± 3,61aAα p<0,01 

Presente 19,4 ± 4,93aAα 22,4 ± 4,66bAαβ 24,6 ± 5,10bAβ 23,6 ± 4,79bAβ p<0,01 

Tempo total 
(min) 

Sham 
Ausente 23,3 ± 3,29aB 22,7 ± 3,59aB 21,1 ± 3,91aB 22,4 ± 6,34aB p>0,05 

Presente 21,2 ± 4,35aBα 28,9 ± 4,11bBβ 31,1 ± 5,75bBβ 31,8 ± 8,33bBβ p<0,01 

EAo 
Ausente 14,8 ± 3,86aAβ 15,2 ± 2,87aAβ 12,2 ± 4,17aAα 11,3 ± 3,21aAα p<0,01 

Presente 16,5 ± 4,53aAα 19,4 ± 4,30bAβ 21,8 ± 4,90bAβ 20,9 ± 4,75bAβ p<0,01 

Distância 
percorrida 

(m) 

Sham 
Ausente 381 ± 90,5aB 366 ± 95,9aB 323 ± 101aB 366 ± 174aB p>0,05 

Presente 322 ± 119aAα 553 ± 149bBβ 638 ± 224bBβ 683 ± 348bBβ p<0,01 

EAo 
Ausente 183 ± 79,2aAβ 183 ± 55,7aAβ 137 ± 72,2aAα 120 ± 52,1aAα p<0,01 

Presente 221 ± 111aAα 285 ± 113bAαβ 348 ± 134bAβ 324 ± 123bAβ p<0,01 
TF: Treinamento físico; Sham TF ausente (n=20): animais submetidos à cirurgia simulada; Sham TF presente (n=20): animais submetidos à cirurgia 
simulada e ao treinamento físico; EAo TF ausente (n=19): animais submetidos à cirurgia de estenose aórtica; EAo TF presente (n=15): animais 
submetidos à cirurgia de estenose aórtica e ao treinamento físico. T1: teste realizado após a semana de adaptação; T2: teste realizado após 3 semanas 
de TF; T3: teste realizado após 7 semanas de TF; T4: teste realizado após encerramento do protocolo de treinamento físico. Letras minúsculas: 
comparação entre ausente vs presente fixado a cirurgia; Letras maiúsculas: comparação entre Sham e EAo fixado o treinamento. Considerando cada 
momento de analise isolado; Letras gregas: em 2 momentos não foram colocados; mais de 2 momentos: comparação dos tempos fixado cirurgia e 
treinamento. Técnica de análise de variância para o modelo de medidas repetidas no esquema de dois fatores independentes complementada com o 
teste de comparações múltiplas de Bonferroni, p<0,05. 
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Figura 5. Velocidade de exaustão (A), tempo total (B) e distância percorrida (C) nos testes de esforço 

(TE) dos animais Sham (n=20), ShamTF (n=20), EAo (n=19) e EAo (n=15) durante o protocolo de 

treinamento físico (TF). T1: TE realizado após a semana de adaptação; T2: TE realizado após 3 

semanas de TF; T3: TE realizado após 7 semanas de TF; T4: TE realizado após encerramento do 

protocolo de treinamento físico. Símbolos: * = EAo vs EAoTF; & = Sham vs EAo; § = ShamTF vs 

EAoTF;  # = Sham vs ShamTF. Letras minúsculas: a = p<0,05 vs T1; b = p<0,05 vs T2; c = p<0,05 vs 

T1 e T2. Dados expressos em média ± desvio padrão. Técnica de análise de variância para o modelo 

de medidas repetidas no esquema de dois fatores independentes complementada com o teste de 

comparações múltiplas de Bonferroni, p<0,05.  
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3.2 - Sinais clínicos e patológicos de insuficiência cardíaca 

Os sinais clínicos e patológicos de insuficiência cárdica dos grupos EAo e 

EAoTF estão apresentadas na Tabela 2 e na Figura 6. Após 28 semanas de cirurgia, 

o grupo EAoTF apresentou diminuição da ocorrência de ascite, taquipnéia, derrame 

pleural, trombo no átrio esquerdo e congestão hepática, em relação ao grupo EAo. 

 

 

Tabela 2. Sinais de insuficiência cardíaca nos grupos EAo e EAoTF 

Grupos 
Ascite (%) 

Total 
Ausente  + ++ +++ 

EAo 10 (52,6)aB 8 (42,1)bB 1 (5,3)aA 0 (0,0)aA 19 

EAoTF 14 (93,3)bB 1 (6,7)aA 0 (0,0)aA 0 (0,0)aA 15 

 Taquipneia (%)  

 Ausente + ++ +++  

EAo 1 (5,3)aA 10 (52,6)aB 7(36,8)bB 1(5,3)aA 19 

EAoTF 7 (46,7)bB 7 (46,7)aB 1 (6,6)aA 0 (0,0)aA 15 

 Derrame (%)  

 Ausente + ++ +++  

EAo 0 (0,0)aA 5 (26,3)aB 10 (52,6)aB 4 (2,11)bAB 19 

EAoTF 6 (40,0)bB 5 (33,3)aB 4 (26,7)aAB 0 (0,00)aA 15 

 Trombo (%)  

 Ausente + ++ +++  

EAo 7 (36,8)aA 5 (26,3)aA 4 (21,1)bA 3 (15,8) aA 19 

EAoTF 12 (80,0)bB 3 (20,0)aA 0 (0,0)aA 0 (0,0)aA 15 

 Fígado (%)  

 Ausente + ++ +++  

EAo 10 (52,6)aB 6 (31,6)aAB 2 (10,5)aA 1 (5,3)aA 19 

EAoTF 13 (86,6)aB 1 (6,7)aA 1 (6,7)aA 0 (0,0)aA 15 

EAo (n=19): animais submetidos à cirurgia de estenose aórtica; EAoTF (n=15): animais 
submetidos à cirurgia de estenose aórtica e ao treinamento físico. Dados expressos em 
frequência relativa (%). Intensidade do sintoma: Ausente = ausência do sintoma; + = leve; ++ 
= moderado; +++ = grave. Letras minúsculas: representam a comparação entre os grupos 
fixado a frequência de sinais. Letras maiúsculas: representam a comparação entre a 
frequência de sinais fixado o grupo. Teste de associação de Goodman para contrastes entre 
e dentro de populações multinominais. 
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Figura 6. Sinais clínico-patológicos de IC. EAo (n=19): animais submetidos à cirurgia 

de estenose aórtica; EAoTF (n=15): animais submetidos à cirurgia de estenose aórtica 

e ao treinamento físico. Dados expressos em frequência relativa (%). Teste de 

associação de Goodman para contrastes entre e dentro de populações multinominais. 
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3.3- Teor de água nos tecidos cardíaco, pulmonar e hepático 

A avaliação do teor de água nos tecidos cardíaco, pulmonar e hepático dos 

grupos Sham, ShamTF, EAo e EAoTF estão apresentados na Tabela 3. Os animais 

EAo apresentaram teor de água do VE e fígado significativamente maior que os 

animais Sham. 

 

Tabela 3. Porcentagem (%) de umidade nos tecidos  

Variável Cirurgia 
Treinamento Físico  

Valor p 
Ausente Presente 

VE 
Sham 76,7 (75,0;76,9) 76,3 (75,6;77,4) p>0,05 

EAo 78,2 (77,6;79,0) 76,8 (74,6;77,5) p>0,05 

Valor p  p<0,05 p>0,05  

VD* 
Sham 76,5 (75,6;76,8)  76,1 (75,9;76,9) p>0,05 

EAo  77,6 (76,6;78,9)  76,8 (76,5;77,4) p>0,05 

Valor p  p>0,05 p>0,05  

AT 
Sham 77,6 (77,0;78,3) 79,0 (76,9;80,1) p>0,05 

EAo 78,9 (78,2;79,8) 78,5 (77,4;79,0)  p>0,05 

Valor p  p>0,05 p>0,05  

Fígado 
Sham 67,2 (66,9;67,4) 67,2 (66,0;67,7) p>0,05 

EAo 70,0 (67,8;70,1) 67,7 (67,1;68,8) p>0,05 

Valor p  p<0,05 p>0,05  

Pulmão 
Sham 78,4 (77,9;79,0)  77,5 (75,5;78,3) p>0,05 

EAo  78,7 (77,1;80,1)  79,0 (77,8;79,6) p>0,05 

Valor p  p>0,05 p>0,05  
Sham TF ausente (n=10): animais submetidos à cirurgia simulada; Sham TF presente (n=10): 
animais submetidos à cirurgia simulada e ao treinamento físico; EAo TF ausente (n=10): 
animais submetidos à cirurgia de estenose aórtica; EAo TF presente (n=10): animais 
submetidos à cirurgia de estenose aórtica e ao treinamento físico; VE: ventrículo esquerdo; VD: 
ventrículo direito; AT: átrios. Dados expressos em mediana e valores mínimo e máximo. 
Kruskal-Wallis complementado com Dunn, p<0,05. 
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3.4 – Caracterização da remodelação cardíaca 

3.4.1- Análise macroscópica do coração post mortem 
 

Os dados de estrutura macroscópica cardíaca post mortem dos quatro grupos 

estudados estão apresentados na Tabela 4. A estenose aórtica supravalvar 

provocou alterações em todas as variáveis cardíacas analisadas independente do 

treinamento. O treinamento físico não acarretou mudanças nas variáveis cardíacas 

nos grupos Sham e EAo. 
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Tabela 4. Dados anatômicos e análise macroscópica cardíaca post mortem 

Variável Cirurgia 
Treinamento Físico  

Valor p 
Ausente  Presente 

PCF(g) 
Sham 543 ± 57,4 521 ± 55,3 p>0,05 

EAo 480 ± 43,4 451 ± 58,2 p>0,05 

Valor p  <0,01 <0,01  

VE (g) 
Sham 1,05 ± 0,19 0,86 ± 0,32 p>0,05 

EAo 1,46 ± 0,24 1,42 ± 0,43 p>0,05 
Valor p  0,006 <0,001  

VD (g) 
Sham 0,26 ± 0,04 0,25 ± 0,04 p>0,05 

EAo 0,43 ± 0,11 0,40 ± 0,14 p>0,05 
Valor p  <0,001 <0,001  

AT (g) 
Sham 0,13 (0,11;0,14) 0,11 (0,10;0,14) p>0,05 

EAo 0,45 (0,25;0,49) 0,41 (0,29;0,45) p>0,05 
Valor p  <0,001 <0,001  

Tíbia (cm) 
Sham 4,50 ± 0,11 4,43 ± 0,14 p>0,05 

EAo 4,54 ± 0,26 4,35 ± 0,13 p<0,05 
Valor p  p>0,05 p>0,05  

VE/tíbia (g/cm) 
Sham 1,75 (1,69;184) 1,68 (1,54;1,83) p>0,05 

EAo 3,01 (2,64;3,45) 3,23 (2,64;3,47) p>0,05 
Valor p  <0,001 <0,001  

VD/tíbia (g/cm) 
Sham 0,057 ± 0,009 0,056 ± 0,010 p>0,05 

EAo 0,095 ± 0,024 0,100 ± 0,033 p>0,05 
Valor p  <0,001 <0,001  

AT/tíbia (g/cm) 
Sham 0,03 (0,02;0,03) 0,02 (0,02;0,03) p>0,05 

EAo 0,09 (0,05;0,11) 0,09 (0,06;0,10) p>0,05 
Valor p  <0,001 <0,001  

Sham TF ausente (n=10): animais submetidos à cirurgia simulada; Sham TF presente (n=10): 
animais submetidos à cirurgia simulada e ao treinamento físico; EAo TF ausente (n=10): 
animais submetidos à cirurgia de estenose aórtica; EAo TF presente (n=10): animais 
submetidos à cirurgia de estenose aórtica e ao treinamento físico. PCF: peso corporal final; VE: 
peso do ventrículo esquerdo; VD: peso do ventrículo direito; AT: peso do átrio; VE/tíbia: relação 
do peso do VE pela tíbia; VD/tíbia: relação do peso do VD pela tíbia; AT/tíbia: relação do peso 

do AT pela tíbia. Dados expressos em média  desvio padrão. ANOVA complementada com 
Bonferroni, p<0,05.  
 
 
 
 
 

3.4.2 - Ecocardiograma dos grupos Sham e EAo na 18ª semana 

Os dados ecocardiográficos dos grupos obtidos na 18º semana após a 

cirurgia estão apresentados na Tabela 5. Os animais dos grupos EAo apresentaram 
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aumento da Esp. rel. VE, AE, AE/AO, E mitral e E/A, e diminuição da fração de 

ejeção, % Enc. Meso, e VEPP em relação ao grupo Sham. 

 
 

Tabela 5. Dados ecocardiográficos dos grupos Sham e EAo na 18ª semana 

Variáveis 
Grupos  

Sham EAo Valor p 

FC (bpm) #  323 ± 50,3 304 ± 42,1 p>0,05 

DDVE (mm) 7,41 (6,90-7,66)  7,77 (6,90-8,18) p>0,05 

Esp.rel.VE 0,45 (0,41-0,46)  0,79 (0,70-0,87) p<0,01 

AE (mm) 4,85 (4,71-5,11)   8,18 (7,66-8,69)  p<0,01 

AE/AO 1,24 (1,21-1,30) 1,99 (1,82-2,18) p<0,01 

FE 0,92 (0,90-0,94)  0,90 (0,87-0,92) p<0,05 

% Enc. meso#  28,0 ± 4,25 24,9 ± 4,47 p<0,05 

VEPP (mm/s)  58,5 (54,0-62,0) 39,0 (35,0-47,0) p<0,01 

E mitral (cm/s) 84,8 (78,4-89,6)  130 ± (108-141) p<0,01 

E/A 1,42 (1,37-1,52)   4,69 (1,79-6,18) p<0,01 

Sham (n=40): animais submetidos à cirurgia simulada; EAo (n=34): animais submetidos à 

cirurgia de estenose aórtica. FC: frequência cardíaca; DDVE: diâmetro diastólico do ventrículo 

esquerdo (VE); Esp. rel. VE: espessura relativa da parede do VE; AE: diâmetro do átrio 

esquerdo (AE); AE/AO: relação entre AE e diâmetro da aorta; FE: fração de ejeção; % Enc. 

Meso: porcentagem de encurtamento mesocárdico; VEPP: velocidade de encurtamento da 

parede posterior do VE; E mitral: onda E do fluxo transmitral: E/A: razão entre ondas E e A. 

Dados expressos em mediana e valores mínimo e máximo, teste de Mann-Whitney. # Dados 

expressos em média ± desvio padrão, Teste “t” de Student. 

 

 

3.4.3 – Estrutura e função do coração por ecocardiograma na 18ª e 28ª 

semanas 

Na Tabela 6 estão apresentados os dados ecocardiográficos dos grupos 

analisados na 18ª semana, antes do início do treinamento físico, e na 28ª semana, 

após o período de TF. A coluna da 18ª semana indica que os grupos Sham e EAo, 

na presença ou ausência do TF, são homogêneos; além disso, esta coluna mostra 

diferença em todas as variáveis cardiológicas, com exceção da FC e DDVE, entre os 

grupos Sham e EAo. Com relação ao efeito do treinamento físico, no grupo Sham 
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observa-se que o TF acarretou um aumento significativo nos valores da FE e VEPP; 

além disso, houve uma diminuição significativa na % Enc. meso nos animais 

sedentários, o que não ocorreu no grupo ShamTF. Em relação ao grupo EAo, pode 

se verificar que, em relação ao DDVE, a Esp.rel.VE e AE, o TF apresentou efeito 

benéfico; assim, enquanto o grupo EAo apresentou um aumento significativo do 

DDVE, na 28ª semana em relação a 18ª semana, no grupo EAoTF os animais 

tiverem uma redução na Esp. Rel. VE e no AE, e um aumento na FE e % de Enc. 

Meso.  

 

 
Tabela 6. Dados ecocardiográficos dos grupos na 18ª e 28ª semanas 

Variável Cirurgia TF 
Momento 

Valor p 
18 semanas 28 semanas 

FC (bpm) 

Sham 
Ausente 324 ± 62 303 ± 42 p>0,05 

Presente 321 ± 37 327 ± 44 p>0,05 

EAo 
Ausente 310 ± 48 308 ± 41 p>0,05 

Presente 297 ± 33 305 ± 28 p>0,05 

Valor p   p>0,05 p>0,05  

DDVE 
(mm) 

Sham 
Ausente 7,29 ± 0,52 7,68 ± 0,66 p>0,05 

Presente 7,42 ± 0,47 7,61 ± 0,36 p>0,05 

EAo 
Ausente 7,51 ± 0,98 8,03 ± 0,88 p<0,01 

Presente 7,50 ± 0,99 7,89 ± 0,87 p>0,05 

Valor p   p>0,05 p>0,05  

Esp. Rel. 
VE 

Sham 
Ausente 0,45 ± 0,04aA  0,43 ± 0,04aA p>0,05 

Presente 0,45 ± 0,04aA 0,43 ± 0,03aA p>0,05 

EAo 
Ausente 0,82 ± 0,12aB 0,76 ± 0,12bB p<0,01 

Presente 0,77 ± 0,14aB 0,71 ± 0,12aB p>0,05 

Valor p   p<0,05 p<0,05  

AE (mm) 

Sham 
Ausente 4,88 ± 0,25aA  4,95 ± 0,27aA p>0,05 

Presente 4,94 ± 0,25aA 4,92 ± 0,23aA p>0,05 

EAo 
Ausente 7,91 ± 1,12aB 8,49 ± 0,94bB p<0,01 

Presente 8,14 ± 1,09aB 7,64 ± 1,56aB p>0,05 

Valor p   p<0,05 p<0,05  
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Tabela 6. Dados ecocardiográficos dos grupos na 18ª e 28ª semanas “continua” 

AE/AO 

Sham 
Ausente 1,26 ± 0,08aA 1,27 ± 0,11aA p>0,05 

Presente 1,26 ± 0,08aA 1,24 ± 0,08aA p>0,05 

EAo 
Ausente 2,00 ± 0,30aB  1,92 ± 0,46aB p>0,05 

Presente 2,00 ± 0,23aB 1,86 ± 0,35aB p>0,05 

Valor p   p<0,05 p<0,05  

FE 

Sham 
Ausente 0,93 ± 0,02aB 0,91 ± 0,03aB p>0,05 

Presente 0,92 ± 0,02aB 0,93 ± 0,01bB p<0,05 

EAo 
Ausente 0,88 ± 0,06aA 0,88 ± 0,04aA p>0,05 

Presente 0,89 ± 0,04aA 0,91 ± 0,04bA p>0,05 

Valor p   p<0,05 p<0,05  

% Enc. 
meso 

Sham 
Ausente 27,6 ± 3,23aB  25,9 ± 2,34aA p<0,05 

Presente 28,5 ± 5,13aA 29,2 ± 2,95bB p>0,05 

EAo 
Ausente 23,9 ± 4,80aA 24,8 ± 2,87aA p>0,05 

Presente 26,1 ± 3,82aA 26,7 ± 3,24bA p>0,05 

Valor p   p<0,05 p<0,05  

VEPP 
(mm/s) 

Sham 
Ausente 59,7 ± 6,59aB 59,5 ± 5,76aB p>0,05 

Presente 58,2 ± 5,41aB 65,7 ± 6,11bB p<0,001 

EAo 
Ausente 39,9 ± 8,54aA 40,0 ± 11,7aA p>0,05 

Presente 40,4 ± 7,59aA 44,8 ± 11,4aA p>0,05 

Valor p   p<0,05 p<0,05  

E mitral 
(cm/s) 

Sham 
Ausente 82,8 ± 6,70aA 84,3 ± 10,2aA p>0,05 

Presente 87,3 ± 12,6aA 87,8 ± 15,0aA p>0,05 

EAo 
Ausente 129 ± 27,2aB 137 ± 29,9aB p>0,05 

Presente 124 ± 31,3aB 130 ± 26,9aB p>0,05 

Valor p   p<0,05 p<0,05  

E/A 

Sham 
Ausente 1,45 ± 0,14aA 1,44 ± 0,18aA p>0,05 

Presente 1,45 ± 0,13aA 1,47 ± 0,13aA p>0,05 

EAo 
Ausente 4,39 ± 2,28aB 5,01 ± 1,67aB p>0,05 

Presente 4,42 ± 2,43aB 4,22 ± 2,26aB p>0,05 

Valor p   p<0,05 p<0,05  
Sham TF ausente (n=20): animais submetidos à cirurgia simulada; Sham TF presente (n=20): 
animais submetidos à cirurgia simulada e ao treinamento físico; EAo TF ausente (n=19): animais 
submetidos à cirurgia de estenose aórtica; EAo TF presente (n=15): animais submetidos à cirurgia 
de estenose aórtica e ao treinamento físico. FC: frequência cardíaca; DDVE: diâmetro diastólico do 
ventrículo esquerdo (VE); Esp.rel.VE: espessura relativa da parede do VE; AE: diâmetro do átrio 
esquerdo (AE); AE/AO: relação entre AE e diâmetro da aorta; FE: fração de ejeção; % Enc. Meso: 
porcentagem de encurtamento mesocárdico; VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior 
do VE; E mitral: onda E do fluxo transmitral; E/A: razão entre ondas E e A. Dados expressos em 
média ± desvio padrão. Letras minúsculas: comparação entre ausente vs presente fixado a cirurgia; 
Letras maiúsculas: comparação entre Sham e EAo fixado o treinamento. Técnica de análise de 
variância para o modelo de medidas repetidas no esquema de dois fatores independentes 
complementada com o teste de comparações múltiplas de Bonferroni, p<0,05.  
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3.5- Análise da proliferação dos cardiomiócitos 

Para avaliar se o TF acarreta proliferação de cardiomiócitos, foi analisado o 

conteúdo de DNA nas seguintes fases do ciclo celular: SubG1, G1, S e G2/M nos 

quatro grupos analisados. A análise dos dados, visualizadas na Tabela 7 e na Figura 

7 mostram que não houve diferença estatística entre os grupos nas quatro fases que 

constituem o ciclo celular. Entretanto, foi observado no grupo ShamTF diferença 

significativa das fases SubG1 e G1 em relação a fase S; no entanto, as fases Sub 

G1, G1 e G2/M não foram diferentes estatisticamente. No grupo EAo verificou-se 

que as fases Sub G1 e G1, foram diferentes da fase S e G2/M. 
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Tabela 7. Análise do conteúdo de DNA e distribuição nas fases do ciclo celular 

Cirurgia TF 
Fases do ciclo celular 

Valor p 
SubG1 G1 S G2/M 

Sham 
Ausente 28,3 (11,2; 34,3) 49,5 (24,6; 64,1) 7,63 (3,80; 14,9) 17,9 (1,35; 44,2) p>0,05 

Presente 30,3 (7,26; 48,1)β 51,1 (26,3; 62,1)β 6,10 (2,56; 14,5)α 13,3 (1,15; 52,6)αβ p<0,05 

EAo 
Ausente 29,1 (23,9; 47,6)β 46,9 (38,5; 63,7)β 7,11(3,70; 16,9)β 2,94 (1,20; 19,6)α p<0,05 

Presente 40,3 (10,9; 52,5) 40,6 (30,4; 57,8) 11,0 (2,62; 25,4) 9,06 (0,55; 34,5) p>0,05 

Valor p  p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05  

TF: Treinamento físico; Sham TF ausente (n=8): animais submetidos à cirurgia simulada; Sham TF presente (n=6): animais submetidos à 
cirurgia simulada e ao treinamento físico; EAo TF ausente (n=9): animais submetidos à cirurgia de estenose aórtica; EAo TF presente (n=6): 
animais submetidos à cirurgia de estenose aórtica; Sub G1: apoptose; G1: crescimento celular; Fase S: síntese de DNA; G2/M:  mitose. Letras 
gregas distintas mostram diferença estatística entre as fases. Dados expressos em mediana e valores mínimo e máximo. Técnica da análise de 
variância não paramétrica para o modelo de medidas repetidas no esquema de dois fatores independentes complementada com  teste de 
comparações múltiplas de Dunn, p<0,05. 
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Figura 7. Análise do conteúdo de DNA e distribuição nas fases do ciclo celular. TF: Treinamento físico; Sham (n=8): animais 
submetidos à cirurgia simulada, Sham TF (n=6): animais submetidos à cirurgia simulada e ao treinamento físico, EAo (n=9): animais 
submetidos à cirurgia de estenose aórtica, EAo TF (n=6): animais submetidos à cirurgia de estenose aórtica e submetidos ao 
treinamento físico; Fase Sub G1: apoptose; Fase G1: crescimento celular; Fase S: síntese de DNA; Fase G2/M:  mitose. Letras distintas 
mostram diferença estatística entre as fases. Dados expressos em mediana. Técnica de análise de variância não paramétrica para o 
modelo de medidas repetidas no esquema de dois fatores independentes complementada com o teste de comparações múltiplas de 
Dunn, p<0,05. 
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3.6 – Expressão proteica pela técnica de Western Blot 

A expressão proteica dos receptores AT1 e Mas está apresentada na Figura 

8. A expressão do receptor AT1 foi menor no grupo EAo e EAoTF em relação ao 

Sham e ShamTF (Figura 8A). Não houve diferença estatística entre os quatro grupos 

na expressão do receptor Mas (Figura 8B). 
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Figura 8. Expressão proteica do receptor AT1 e do receptor Mas. Sham: animais submetidos à 

cirurgia simulada (n=7); ShamTF: animais submetidos à cirurgia simulada e ao treinamento físico 

(n=7); EAo: animais submetidos à cirurgia de indução à estenose aórtica supravalvar (n=7); EAoTF: 

submetidos à cirurgia de indução à estenose aórtica supravalvar e ao treinamento físico (n=7). Dados 

expressos em média ± desvio padrão. ANOVA complementada com Bonferroni, p<0,05.
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4. DISCUSSÃO 

 

O objetivo deste trabalho foi verificar se o treinamento físico atenua a queda 

do desempenho cardíaco, acarreta proliferação de cardiomiócitos e eleva os níveis 

de Ang-(1-7) e do receptor Mas miocárdicos em ratos com sobrecarga pressórica e 

disfunção ventricular. Os principais achados obtidos foram, melhora estrutural e 

funcional sistólica no coração de animais com EAo treinados, diminuição da 

expressão dos receptores AT1 em animais EAo sedentários e treinados e ausência 

de proliferação de cardiomiócitos.  

 

4.1 - Análise da capacidade funcional dos animais durante o treinamento físico 

A prática do treinamento físico tem sido grande alvo de estudos. 

Pesquisadores têm investigado as respostas adaptativas benéficas, estruturais e 

funcionais, proporcionadas pela prática do TF, em vários sistemas orgânicos, entre 

eles, o cardiovascular (102,103). O maior benefício da prática do TF é se tratar de 

uma terapia não-farmacológica que previne prejuízos proporcionados ao coração por 

diversos tipos de agressão, entre elas; estenose aórtica, obesidade, infarto do 

miocárdio (74,104–106). 

Neste trabalho foi utilizado um protocolo de TF de baixa intensidade e 

adaptado de um modelo empregado anteriormente em ratos com sobrecarga 

pressórica (74). Mesmo com baixa intensidade, este protocolo foi benéfico pois 

apresentou melhoria na capacidade funcional dos animais ShamTF e EAoTF, 

conforme demonstrado na Tabela 1. A velocidade de exaustão, o tempo total de 

permanência na esteira e a distância percorrida foram significativamente maiores 
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nos animais treinados em relação aos sedentários. Estes achados estão de acordo 

com estudos que avaliaram a capacidade funcional de animais com EAo (75–77). 

 

4.2 - Dados anatômicos post mortem e sinais clínicos de insuficiência cardíaca  

A análise macroscópica cardíaca post mortem realizada na 28ª semana 

(Tabela 7), permitiu avaliar com eficiência as alterações estruturais. O resultado 

dessa avaliação mostrou hipertrofia ventricular esquerda e atrial nos animais com 

EAo, o que está de acordo com outro trabalho (74). No entanto, o treinamento 

físico não acarretou mudanças significativas nas variáveis cardíacas nos grupos 

Sham e EAo. O modelo de EAo expõe o VE à sobrecarga de pressão prolongada 

levando-o à hipertrofia concêntrica, mecanismo compensatório para preservar a 

função sistólica. Inicialmente, a remodelação consegue contrabalancear o aumento 

da tensão sistólica da parede do VE, entretanto, se esse processo persistir, a RC 

acarreta deterioração da função do coração. O estímulo para a RC pode ocorrer por 

fatores mecânicos e bioquímicos que agem nos receptores, canais iônicos e 

integrinas presentes na membrana sarcolemal, por sinalizadores bioquímicos 

citosólicos que acarretam alterações na expressão gênica e desencadeiam maior 

síntese de proteica miocárdica (7,15).  

Após 28 semanas de experimento, a maioria dos animais EAo apresentaram 

sinais de IC (Tabela 2). O diagnóstico da IC foi baseado na presença de taquipnéia e 

confirmado por achados post mortem como, trombo no átrio esquerdo, derrame 

pleural, ascite e congestão hepática; os roedores que praticaram o TF evidenciaram 

menor intensidade e frequência destes achados, demonstrando claramente que a 

terapêutica influenciou no desenvolvimento de IC nestes animais. Outros autores 

verificaram redução de sinais de IC em animais EAo treinados(74–76), no entanto, 
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estes resultados divergem de Gomes et al. (77) que não observaram diferença entre 

os grupos sedentário e treinado. 

A insuficiência ventricular esquerda se manifesta principalmente por congestão 

pulmonar e, posteriormente, hepática. Neste estudo não foi observado incremento 

do teor de água pulmonar; entretanto, foi observado aumento do teor de água no 

ventrículo esquerdo e no fígado, o que não ocorreu nos animais treinados. Não 

encontramos explicações para os resultados deste trabalho não terem sido 

semelhantes ao que, comumente, encontra-se na falência cardíaca esquerda em 

que a congestão pulmonar é frequente.  

 

4.3 - Estrutura e função por ecocardiograma na 18ª semana 

Como o objetivo foi avaliar a função e estrutura cardíaca de ratos com 

disfunção ventricular prévia submetidos ao TF, foi realizada a análise 

ecocardiográfica in vivo destes animais na 18º semana, com a finalidade de 

comprovar que a estenose aórtica supravalvar foi efetiva em promover a 

remodelação do coração. Os dados do ecocardiograma (Tabela 5) evidenciaram que 

a EAo ocasionou hipertrofia ventricular do tipo concêntrica, caracterizada pelo 

aumento da Esp. Rel. VE; disfunção sistólica, definida pela diminuição da FE e 

disfunção diastólica, determinada pelo aumento da onda E/A. As variáveis 

estruturais e as medidas relacionadas à função diastólica, estão de acordo com o 

resultado de diversos outros autores (74–77). Os dados relacionados com a função 

sistólica foram semelhantes aos resultados de Gomes et al. (77) e diferiram de 

outros autores (74–76), em que a função sistólica não mostrou alteração  nos 

animais EAo na 18ª semana. Antes do início do TF em animais com EAo, foram 

formados dois grupos homogêneos (Tabela 5) para garantir que as possíveis 
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diferenças nos resultados ao final do experimento na 28ª semana não tenham sido 

consequência de grupos diferentes. 

 

4.4 - Estrutura e função por ecocardiograma na 28ª semana 

Após 10 semanas de treinamento físico, foi observado u ma melhora da 

função sistólica, avaliada pela FE, % ENC.MESO e VEPP, no grupo ShamTF além 

de não ter ocorrido diminuição na % de encurtamento mesocárdico, como foi visto 

nos animais sedentários. Os possíveis mecanismos relacionados com a melhoria da 

função sistólica não estão totalmente elucidados; poderiam estar relacionados com a 

redução da pós-carga pela diminuição da pressão arterial e incremento da 

contratilidade miocárdica pelo aumento do estiramento do cardiomiócito e uma 

melhor performance do trânsito de cálcio (107). Em relação ao grupo EAoTF, houve 

uma melhora estrutural e funcional sistólica do coração, caracterizada pela 

diminuição da Esp.rel.VE e valor absoluto do AE e um aumento na FE e % de Enc. 

Meso. Embora o grupo EAo apresentou um aumento significativo do DDVE no 

intervalo entre 18 e 28 semanas, o TF acarretou o desaparecimento desta diferença; 

esta mudança de comportamento evidencia o efeito benéfico do TF sobre esta 

variável. Estas alterações estruturais utilizando o mesmo modelo experimental foram 

semelhantes com estes autores (74–76),  e destoante com este trabalho (77).  

Neste estudo o treinamento físico não acarretou alteração na disfunção 

diastólica e melhorou a função sistólica observada em nossos roedores com 

estenose aórtica; este resultado é divergente de outros trabalhos que não 

evidenciaram a melhora da função sistólica e diastólica (77,79). Entretanto os 

nossos dados são parcialmente semelhantes com outros autores que mostraram 

melhora da função sistólica e diastólica (74–76). Este resultado parcialmente 
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divergente pode ser consequente de três fatores: o protocolo de treinamento físico, 

modelo experimental e resposta biológica dos animais. Em relação ao fator TF, 

acreditamos que a realização de diferentes métodos para ajustes de carga pode ter 

interferido no resultado; neste trabalho utilizou-se a velocidade máxima de exaustão 

e os outros autores empregaram o limiar de lactato. Com relação ao modelo 

experimental, nesse trabalho a remodelação cardíaca patológica apresentou 

características que permite afirmar que a lesão do miocárdio foi mais grave nos 

nossos animais em comparação com os outros estudos (74–76); enquanto os 

nossos roedores apresentaram disfunção sistólica na 18 semana, o mesmo não 

ocorreu nos trabalhos que tiveram melhora da função cardíaca pelo treinamento 

físico. O terceiro fator a ser considerado é a individualidade biológica dos animais 

estudados, em número restrito, que apesar de pertencer a mesma cepa respondem 

de forma diferente a um mesmo estimulo.  

O aumento da capacidade funcional do grupo EAoTF foi resultante de uma 

melhora da função cardíaca e da musculatura esquelética; consequente à uma 

redistribuição mais adequada do fluxo sanguíneo (108,109)  e mudança parcial dos 

tipos de fibras musculares, II para I, acarretando em uma melhor capacidade 

oxidativa muscular (110,111).  

 

4.5 - Proliferação de cardiomiócitos 
 

A visão tradicional de que a capacidade reparadora do coração é limitada pela 

incapacidade dos cardiomiócitos sofrerem divisão celular após as primeiras semanas 

de vida, tem sido desafiada por estudos recentes que sugerem que o coração é 

capaz de se auto regenerar de forma limitada(112). 
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A cardiologia molecular avançou de forma robusta nos últimos 90 anos. Em 

meados dos anos 1920, foram estabelecidos os fundamentos da noção de que o 

coração é um órgão estático incapaz de regeneração. Uma publicação relevante em 

1925 alegou que a mitose não era detectável em cardiomiócitos humanos, e que por 

isso tinha de ser considerado como células irreversivelmente retiradas do ciclo 

celular (113). Após 50 anos, com o avanço das abordagens metodológicas de 

citogenética, alguns investigadores mostraram que havia sim, a possibilidade de 

regeneração do tecido cardíaco (114). Atualmente a comunidade cientifica está 

voltada para três principais estratégias para a regeneração do coração: uso de 

células tronco (35), inibição de genes que regulam o sistema de controle do ciclo 

celular (28) e o aperfeiçoamento de mecanismos endógenos (23). A estimulação de 

vias de sinalização é um exemplo da terceira estratégia citada e que permite os 

cardiomiócitos adultos reentrarem no ciclo celular e se dividirem (22). A proposta 

deste trabalho foi utilizar o treinamento físico como fator estimulatório para a 

proliferação de células miocitárias, pois como demonstrado por Guatimosim et al. 

(41) a Ang-(1-7) estimula a proliferação de cardiomiócitos via receptor Mas. Além 

disso, a literatura nos mostra que o TF promove uma cardioproteção e aumenta os 

níveis deste peptídeo em animais com sobrecarga de pressão (42,70). De acordo 

com nossos resultados, o treinamento físico não estimulou a reentrada dos 

cardiomiócitos no ciclo celular, contrariando a hipótese aventada. Não encontramos 

trabalhos na literatura com delineamento experimental semelhante à deste estudo 

para fins de comparação. Nos artigos que utilizaram a citometria de fluxo em 

cardiomiócitos, um analisou o ciclo celular pela marcação do núcleo (115) e o outro 

não avaliou o ciclo celular (116). Vários investigadores que avaliaram o efeito do TF 
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em pacientes com insuficiência cardíaca, utilizando citometria de fluxo, analisaram 

outro tipo de população de células, não as cardíacas (117–121). 

 

4.6 - Sistema renina angiotensina  

O sistema renina-angiotensina (SRA) é um dos principais determinantes da 

função cardiovascular e renal; neste sentido, a literatura mostra que após uma lesão 

cardíaca, como a estenose aórtica supravalvar, há uma diminuição do débito 

cardíaco; contra regulando esta queda, há um aumento na atividade simpática a qual 

incrementa a frequência cardíaca, o volume sistólico e o débito cardíaco (122). No 

entanto, com a elevação do sistema simpático, ocorre uma vasoconstrição periférica 

que acarreta uma diminuição do fluxo renal (123), ocasionando liberação de renina 

pelas células renais e ativando o SRA. O resultado deste ajuste  hemodinâmico e 

neuro-humoral, promove remodelação cardíaca patológica (122). De acordo com a 

literatura, níveis de Ang II miocárdicos estão elevados na condição de insuficiência 

cardíaca (112); a maioria das ações deletérias deste peptídeo tem sido atribuída à 

interação com o receptor AT1, que é o receptor predominante em tecidos adultos, 

como o coração. Vários pesquisadores vêm demonstrando que os efeitos deletérios 

da Ang II podem ser contra regulados pelas ações da Ang-(1-7); os seus efeitos 

benéficos são intermediados pelo receptor Mas. Os estudos relacionados com o 

receptor Mas são recentes, portanto os efeitos do TF neste receptor são menos 

conhecidos.  Os resultados observados no grupo controle não mostraram alteração 

da expressão deste receptor com o treinamento físico. Dias Peixoto et al. (124) 

sugeriram que a variação na expressão do receptor Mas em ratos saudáveis é 

dependente do tipo e intensidade do TF. Não foram observadas diferenças na 

expressão do receptor Mas nos grupos EAo e EAoTF. Diferente destes resultados, 
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Filho et al. (70) mostraram aumento da expressão deste receptor em ratos 

espontaneamente hipertensos (SHR) treinados, enquanto que animais normotensos 

não apresentaram alterações na expressão com o TF. Outro estudo, utilizando 

modelo de hipertensão renal, também mostrou aumento do receptor Mas em animais 

treinados; ainda na mesma investigação, em outro grupo experimental, foi infundida 

Ang-(1-7) e submetido ao TF, o que resultou em maior expressão do receptor Mas 

(72). Desse modo, observa-se um sinergismo entre este peptídeo e o treinamento. 

Estes resultados divergem dos encontrados em nosso estudo, e evidenciam que a 

expressão do receptor Mas no coração é regulada, provavelmente, de acordo com o 

estímulo que o animal é submetido como, estenose aórtica, hipertensão arterial, 

infarto do miocárdio e treinamento físico, e estado funcional do aparelho 

cardiovascular (124). 

Nesta investigação, no grupo com EAo foi observada diminuição da 

expressão proteica dos receptores AT1. Há informação limitada e conflituosa sobre o 

comportamento do receptor AT1 miocárdico; em situação de insuficiência cardíaca 

crônica em seres humanos, enquanto alguns autores constataram diminuição 

(125,126), outros  não verificaram alteração da densidade desses receptores (127). 

Não encontramos investigações que avaliaram o número de receptores AT1 

cardíaco em sobrecarga pressórica. Os autores que encontraram redução da 

densidade, sugerem que o aumento das concentrações de angiotensina II é o 

responsável por este comportamento (126). Neste experimento, o TF não alterou a 

expressão dos receptores AT1 no miocárdico hipertrofiado e no grupo Sham. 

Estudos utilizando infarto do miocárdio em ratos (128) e em ratas ovarioctomizadas 

(129) observaram diminuição dos receptores AT1 após o TF. Diferentes autores 
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mostraram que animais saudáveis submetidos ao treinamento resistido (130) e 

natação (71) apresentaram aumento deste receptor, divergindo desta investigação.  

 

4.7 - Limitações do estudo  

Embora conste na metodologia a quantificação das angiotensinas sérica e 

miocárdica, que deveriam ser executadas em tempo hábil por investigadores de 

outras instituições, não foi possível a realização das dosagens destes peptídeos. 

Essa intercorrência dificulta a análise da fisiopatologia do sistema renina 

angiotensina no trabalho em questão.  
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5. CONCLUSÃO 

 
O treinamento físico melhorou a capacidade funcional e a função sistólica dos 

animais, sem repercussões benéficas sobre a função diastólica, proliferação de 

cardiomiócitos e expressão proteica do receptor Mas.  
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