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Efectos del ejercicio intenso sobre la hipertrofia miocardica y
la funcién ventricular en un modelo de ratén transgénico con
hiperactividad simpatica

Effects of Endurance Training on Myocardial Hypertrophy and Ventricular Function in a
Transgenic Mouse Model with Sympathetic Hyperactivity
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RESUMEN

Introduccién: En estudios previos mostramos que el ejercicio intenso (EI) reduce la reserva inotroépica, cronotrépica y lusi-
trépica en ratones normales.

Objetivo: Evaluar el efecto del gjercicio intenso sobre la reserva inotrépica y cronotrépica en un modelo de ratones transgénicos
con sobreexpresion cardiaca de la proteina Gso, que induce un estado de hiperactividad simpatica.

Material y métodos: El gjercicio consistié en dos sesiones diarias de 90 minutos de natacion, 6 dias/semana durante 4 semanas.
Se utilizaron cuatro grupos experimentales: 1: sedentario no transgénico (noTG Sed); 2: sedentario TG (TG Sed); 3: noTG
+Ely4: TG + EL

Resultados: El ejercicio estimulé el desarrollo de hipertrofia miocardica [indice peso del ventriculo izquierdo (g)/longitud de la
tibia (mm)] desde 5,3 = 0,3y 5,5 + 0,2 en noTG Sed y TG Sed a 6,8 + 0,1y 6,8 = 0,3 en noTG + El y TG + EI, respectiva-
mente (p < 0,05 noTG Sed vs. noTG + Ely TG Sed vs. TG + EI). La administracién de isoproterenol (56 ng/kg) increment6
la +dP/dt_, 63% = 10% en noTG Sed (p < 0,05 vs. basal); 34% + 2% en TG Sed (p < 0,05 vs. basal y p < 0,05 vs. noTG Sed);
36% + 7% en noTG + EI (p < 0,05 vs. basal) y 36% = 7% en TG + EI (p < 0,05 vs. basal). La frecuencia cardiaca aument6
de 301 *= 15 a 528 *= 37 latidos/min en noTG Sed (p < 0,05 vs. basal), de 519 + 57 a 603 + 41 latidos/min en TG Sed, de 300
+ 16 a 375 + 20 en noTG + EI (p < 0,05 vs. basal) y de 484 + 18 a 515 + 21 en TG + EI. El colageno intersticial fue similar
entre los grupos.

Conclusiones: Estos resultados sugieren que el gjercicio intenso disminuye la reserva inotrépica y cronotrépica sin generar cam-
bios estructurales vinculados a la hipertrofia patolégica. La presencia de hiperactividad simpatica no modifica esta respuesta.

Palabras clave: Tolerancia al ejercicio - Condicionamiento fisico animal - Sistema nervioso simpético - Isoproterenol

ABSTRACT

Background: Previous studies have shown that endurance training (ET) reduces inotropic, chronotropic and lusitropic reserve
in normal mice.

Objective: The aim of this study was to evaluate the effect of endurance training on the inotropic and chronotropic reserve of
transgenic mice with sympathetic hyperactivity induced by overexpression of the cardiac GSo. protein.

Methods: Endurance training consisted in two daily 90-min sessions, 6 days/week, during 4 weeks. Four experimental groups
were formed: 1) non-transgenic sedentary (nonTG Sed); 2) transgenic sedentary (TG Sed); 3) nonTG+ET and 4) TG+ET.
Results: Endurance training induced myocardial hypertrophy [left ventricular weight (g)/tibial length (mm)] from 5.3+0.3 and
5.5+0.2 in nonTG Sed and TG Sed to 6.8+0.1 and 6.8+0.3 in nonTG+ET and TG+ET, respectively (p<0.05 nonTG Sed vs.
nonTG+ET and TG Sed vs. TG+ET). Isoproterenol administration (56 ng/kg) increased +dP/dt__by 63+10% in nonTG Sed
(p<0.05 vs. baseline), 34+2% in TG Sed (p<0.05 vs. baseline and p<0.05 vs. nonTG Sed), 36+ 7% in non TG+ET (p<0.05 vs.
baseline) and 36+7% in TG+ET (p<0.05 vs. baseline). Heart rate (beats/min) increased from 301+15 to 528+37 in nonTG
Sed (p<0.05 vs. baseline), from 519+57 to 603+41 in TG Sed, from 300+16 to 375+20 in nonTG+ET (p<0.05 vs. baseline)
and from 484+18 to 515+21 in TG+ET. Interstitial collagen was similar among groups.

Conclusions: These results suggest that endurance training decreases inotropic and chronotropic reserve without generating
structural changes associated to pathological hypertrophy. The presence of sympathetic hyperactivity does not modify this
response.
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Abreviaturas

+dP/dt . Méxima derivada de la presién con respecto
al tiempo

ARNm Acido ribonucleico mensajero

El Ejercicio intenso

FC Frecuencia cardiaca

ISO Isoproterenol

lat/min Latidos por minuto

INTRODUCCION

Diferentes estudios mostraron que la realizacion
de actividad fisica regular previene el desarrollo de
patologias cardiacas y que el ejercicio crénico atenta
los principales factores de riesgo cardiovascular. (1)
Dependiendo del tipo, el ejercicio puede asociarse con
una dilatacion cardiaca leve, la cual podria representar
una adaptacion favorable mediante la cual el corazén
compensa el incremento de la demanda funcional y
le permite preservar o incluso aumentar la funcién
ventricular. (2, 3) Estudios previos mostraron que el
gjercicio de baja intensidad puede retrasar el desarro-
llo de insuficiencia cardiaca y mejorar la sobrevida en
ratas espontaneamente hipertensas, sugiriendo que el
gjercicio moderado a leve tiene efectos beneficiosos. (4)
Sin embargo, protocolos experimentales de ejercicio in-
tenso (EI) y crénico realizados en ratas mostraron que
los animales desarrollaron una hipertrofia cardiaca con
caracteristicas patolégicas, aumentando los marcadores
profibréticos, la fibrosis del ventriculo derecho (VD),
la susceptibilidad a arritmias y la disfuncién ventricu-
lar. (5) En este sentido, a pesar de que el ejercicio es
recomendado como una medida terapéutica eficaz para
diferentes patologias cardiovasculares, la comprension
de la relacion intensidad/respuesta sigue siendo escasa-
mente entendida y los mecanismos no se han investiga-
do completamente. (6) En estudios previos mostramos
que la realizacién de EI reduce la reserva inotrépica,
cronotrépica y lusitrépica en ratones normales. (7)
Dado que el aumento de la actividad simpatica for-
ma parte de la fisiologia del ejercicio, en el presente
trabajo nos propusimos estudiar si la disminucién de
la reserva inotrépica y cronotrépica producida por el
EI en ratones normales se encontraba presente en un
modelo transgénico (TG) de hiperactividad simpatica
sometido a un protocolo de EI.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratones machos de 3 meses de edad (31 = 1 g),
correspondientes a la cepa FVB no transgénicos (noTG) y
TG portadores de una sobreexpresion cardiaca especifica de
la proteina Gsa. Esto se logré a partir de la insercion de la
secuencia correspondiente a continuacion del gen promotor
de la cadena pesada de a-miosina de expresién diferencial en
los cardiomiocitos, utilizandose las lineas que mostraron un
incremento del ARNm de 38 veces y de 2,8 veces el conteni-
do de la proteina Gsa, lo que proporciona una modificacién
genética que se hace evidente fenotipicamente por una

LT Longitud de la tibia
noTG No transgénico

PC Peso corporal

Sed  Sedentario

TG Transgénico

VD  Ventriculo derecho

'l Ventriculo izquierdo

hiperactividad simpética caracteristica del modelo, descripto
por un aumento significativo de la frecuencia cardiaca (FC)
y la contractilidad. (8, 9)

Protocolo experimental

Se realiz6 un protocolo de ejercicio intenso de dos sesiones
diarias de 90 minutos cada una, 6 dias a la semana, durante 4
semanas. Para ello, los ratones fueron colocados en una pileta
de 40 X 70 x 30 cm con agua mantenida a una temperatura
constante de entre 30 y 32 °C con un estabilizador de tempe-
ratura. (10) Al comienzo del protocolo se realiz6 un periodo
de adaptacion de una semana, durante la cual los animales
comenzaron nadando 20 minutos y se extendi6 el tiempo dia-
riamente hasta llegar hasta llegar a "completar el protocolo".
(11-13) Los animales de todos los grupos se mantuvieron
en ciclos del2 horas de luz/oscuridad a una temperatura de
20-22 °C, con disponibilidad de alimento y agua ad libitum.

Grupos experimentales

Se conformaron cuatro grupos experimentales: 1) grupo con-
trol sedentario noTG (n = 14): corresponde a ratones que no
realizaron ejercicio y se mantuvieron en sus respectivas jaulas
hasta el momento de la eutanasia; 2) grupo control sedentario
TG (n = 5): corresponde a ratones que no realizaron ejercicio
y se mantuvieron en sus respectivas jaulas hasta el momento
de la eutanasia; 3) grupo noTG + EI (n = 14): corresponde a
ratones que realizaron el protocolo de EI descripto y 4) grupo
TG + EI (n = 16): corresponde a ratones TG que realizaron
el protocolo de EI descripto.

Una vez culminado el tiempo del protocolo se realizé
para todos los grupos experimentales el estudio de la funcién
ventricular basal, la reserva inotrépica y cronotrépica in vivo
seguido de la eutanasia y posterior necropsia.

Estudios de funcién ventricular in vivo

Finalizado el tiempo de protocolo, los grupos experimentales
noTG (n = 8), TG (n = 3), noTG + EI (n = 9) y TG + EI
(n = 8) fueron pesados y anestesiados con ketamina (100
mg/kg) y xilazina (2,5 mg/kg). Se realiz6 la diseccion de la
arteria carétida derecha y se procedié a colocar un catéter
heparinizado que fue avanzado hasta el ventriculo izquierdo
(VI). A su vez, se disec6 la vena yugular izquierda en la que se
introdujo otro catéter para administrar un bolo intravenoso
de isoproterenol (ISO, 56 ng/kg). Luego se dej6 estabilizar
(10 minutos) y se registraron los valores basales de presién
ventricular izquierda, su primera derivada (+dP/dt_, , mm
Hg/seg) y de la FC (lat/min). (14) Para cada uno de los grupos
se registraron las mismas variables luego de la administra-
cién de ISO en una computadora con plaqueta conversora
analdgica-digital (National Instruments) y un software que
permite la adquisicién y el analisis de datos. (15)

Evaluacion de la hipertrofia cardiaca
Una vez finalizado el estudio de funcién ventricular, se realiz6
la eutanasia de los animales y la correspondiente autopsia.
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Se extrajo el bloque cardiopulmonar completo y se disecé y
peso el VI, el VD y ambas auriculas. El VI se fijé en formol
buffer para su posterior inclusién en parafina y tincién para
la cuantificacién del coldgeno. También se registraron los
pesos corporales, antes y después del protocolo de ejercicio,
y los valores de la longitud de la tibia (LT) para el célculo
de los cocientes de hipertrofia [VI/peso corporal (PC) y VI/
LT]. (16) Se consideraron y compararon ambos indices, ya
que el PC evidenci6 gran variabilidad con el entrenamiento;
sin embargo, la LT es un indice de crecimiento que no varia
con el ejercicio.

Cuantificacion del colageno intersticial

Se realiz6 la cuantificacion de coldgeno intersticial en los gru-
pos experimentales noTG (n = 5), TG (n = 3), noTG + EI (n
=7y TG + EI (n = 7) por colorimetria en cortes histolégicos
tenidos con la técnica de picrosirius red, utilizando un anali-
zador de iméagenes digital Image-Pro Plus 6.0. Los resultados
se expresaron como porcentaje de coldgeno por campo, en el
total del VI. No se considerd el coldgeno perivascular en cada
uno de los grupos. (17)

Analisis estadistico

Los datos se expresan como la media + error estdndar de la
media. Para el andlisis estadistico de los datos se utiliz6 el pro-
grama Sigma STAT32 y se realizé la prueba de ANOVA entre
los grupos experimentales, seguida de la prueba de Bonferroni.
Se considero estadisticamente significativo un valor de p < 0,05.

Consideraciones éticas
Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con los
Principios de Cuidado de los Animales de Laboratorio de los
National Institutes of Health (Publicacion de los NTH N°
85-3, Revision de 1985).

RESULTADOS

Todos los animales que comenzaron el protocolo de
gjercicio lo finalizaron sin que se registraran 6bitos.

El EI incrementé significativamente el indice
de hipertrofia miocardica en forma similar en
ambos grupos de animales (noTG + EI y TG +
EI) (Tabla 1).

En el estudio de funcién ventricular in vivo con-
firmamos que la FC (Figura 1) y la contractilidad
miocérdica (+dP/dt__ ; Figura 2) en condiciones basa-
les se encontraron significativamente incrementadas
en los animales TG [sedentario (Sed) y ejercicio], en
respuesta a la hiperactividad simpatica del modelo
experimental.

La FC de los ratones noTG (noTG Sed: 301 = 15
vs. noTG + EI: 300 = 16 lat/min), como la de los TG,
ambos sometidos a ejercicio, no se modificé respecto
de sus correspondientes valores basales (TG Sed: 519
+ 57 vs. TG + EI: 484 = 18 lat/min) (Figura 1 A). La

Tabla 1. Resultados de autopsia

Grupos

Después
noTG Sed (n = 14) - 31,1+ 1 18,3+0,1 97,5+4,2 3,12+ 0,21 53+0,2 183 +7
TG Sed (n = 5) - 30,8+ 1 179+0,3 97,8+5 3,2+0,03 55+0,3 192 + 19
noTG + El (n = 14) 31,5+ 1 30,5+ 1 18,2 £ 0,1 124,9 + 4* 4,1+0,1* 6,8+0,1* 210+ 11
TG + El (n=16) 324+ 1 32,6+ 1 18,3+0,1 124,2 + 4& 3,8+0,1% 6,9+02& 210+9

noTG: No transgénico. TG: Transgénico. Sed: sedentario. El: Ejercicio intenso. PC: Peso corporal antes y después del ejercicio. LT: Longitud de la tibia. VI:
Peso del ventriculo izquierdo. VI/PC: Cociente peso del ventriculo izquierdo/peso corporal. VI/LT: Cociente peso del ventriculo izquierdo/longitud de la tibia.

Pulmon: Peso del pulmoén humedo. * p < 0,05 vs. noTG; & p < 0,05 vs. TG.

Fig. 1. Respuesta cronotropica A
frente a la administraciéon de
isoproterenol (ISO) (56 ng/kg)
en los grupos experimentales
para la funcién ventricular in
vivo, donde se observan tanto
los valores basales como la res-
puesta al ISO. A. Valores basales
de la frecuencia cardiaca (FC),
primeras 4 barras, y la respuesta
al ISO, segundas 4 barras. B. Por-
centaje de incremento para cada
uno de los grupos experimenta-
les. % p < 0,05 vs. noTG; & p <
0,05 vs. noTG + El; * p< 0,05 vs.
respectivo basal; # p < 0,05 vs.
noTG + ISO. FC: Frecuencia car-
diaca. noTG: No transgénico. TG:
Transgénico. Sed: Sedentario. El:

latidos/min

BASAL

Frecuencia Cardiaca B NnoTG Sed (n=8)
[ TG Sed (n=3)
I noTG+El (n=9)
Il TG+EI (n=8)
80
60
a0 %

%

20 %
) _4_-

% p<0,05 vs. noTG Sed

% Incremento FC

ISOPROTERENOL
$ P <0,05 vs.nOTG + EI 15O
& p<0,05 vs. noTG + El
# p<0,05vs.noTG Sed 15O

* p<0,05 vs.respectivo control basal

Ejercicio intenso.
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Fig. 2. Valores basales y res-

noTG Sed (n=8) puesta inotrépica frente a la
[ TG Sed (n=3) administracion de isoprotere-
[l noTG+EI (n=9) nol (56 ng/kg) en los grupos
I TGE (n-8) experimentales en la funcién

ventricular in vivo. A. Valores
basales de la +dP/dt ., pri-
meras 4 barras, y la respuesta
T al 1SO, segundas 4 barras.

B. Porcentaje de incremento
para cada uno de los grupos
experimentales. % p < 0,05 vs.
noTG; * p<0,05 vs. su respecti-
vo basal. noTG: No transgénico.
p=0, TG: Transgénico. Sed: Sedenta-
rio. El: Ejercicio intenso. +dP/
dt . : Maxima derivada de la
presidn con respecto al tiempo.

%

% P <0,05 vs. noTG Sed

% P <0,05s. su respectivo control basal

administracién de ISO solo aument6 la FC en los
grupos noTG (noTG Sed: desde 301 + 15 a 528 + 37
lat/min y noTG + EI: desde 300 + 16 a 375 = 20 lat/
min; p < 0,05), sin observarse cambios significativos
en los grupos TG (TG Sed: desde 519 = 57 a 603 =+
41 lat/miny TG + EI: 484 + 18 a 515 + 21 lat/min).
El porcentaje de incremento de la FC (Figura 1 B)
revelé una respuesta significativamente menor en
los grupos TG Sed, noTG + EIy TG + EI en com-
paraci6on con el grupo noTG Sed (TG Sed: 13,7% =+
4,5%; noTG + EI: 27,7% + 5,3%; TG + EI: 9,9% +
1,3%; p < 0,05).

El gjercicio no modifico el estado contractil basal,
evaluado atravésdela +dP/dt_, ,nienlos noTG (noTG
Sed: 5.315 = 382 mm Hg/seg, noTG + EI: 6.350 = 531
mm Hg/seg), ni en los TG (TG Sed: 7.681 + 513 mm
Hg/seg, TG + EI: 7.495 = 219 mm Hg/seg) (Figura 2).
La administracion de ISO aumento significativamente
la contractilidad miocardica en todos los grupos expe-
rimentales (noTG Sed: desde 5.314 + 382 mm Hg/seg
a9.218 + 605 mm Hg/seg; TG: desde 7.681 + 513 mm
Hg/seg a 10.084 = 421 mm Hg/seg; noTG + EI: desde
6.350 = 531 mm Hg/seg a 8.128 + 374 mm Hg/seg y
TG + EI: desde 7.495 + 219 mm Hg/sega 10.226 + 679
mm Hg/seg; p < 0,05 para todos los casos), aunque el
porcentaje de aumento fue diferente entre los grupos y
mostré una disminucion significativa en la respuesta al
ISO en los grupos TG Sed (34% =+ 2%), noTG + EI (36%
+ 7%)y TG + EI (36% =+ 7%) respecto de noTG Sed
(63% = 10%; p < 0,05 vs. todos los grupos) (Figura 2 B).

El colageno intersticial fue similar en todos los
grupos experimentales (noTG Sed: 2,25% = 0,30%,
TG Sed: 2,50% * 0,4%, noTG + EI: 2,46% + 0,30% y
TG + EI: 2,65% + 0,54%) (Figura 3).

DISCUSION

En el presente estudio mostramos que ratones nor-
males que realizaron EI, como también aquellos que
sobreexpresan especificamente a nivel cardiaco la pro-

% de Colageno Intersticial del VI por campo
N

noTG Sed TG Sed noTG + El TG + El

(n=5) (n=3) (n=7) (n=7)

Fig. 3. Evaluacion del colageno intersticial en cortes histoldgicos
tenidos con picrosirius red en todos los grupos experimentales.
No hubo diferencias significativas en todos los grupos estudiados.
VI: Ventriculo izquierdo. noTG: No transgénico. TG: Transgénico.
Sed: Sedentario. El: Ejercicio intenso.

teina Gsa, tienen un deterioro significativo de la reserva
inotrdpica y cronotrépica sin cambios en el coldgeno
intersticial. Asimismo, nuestros resultados demuestran
que la disminucion de la reserva inotrépica observada
en animales normales fue similar a la hallada en ambos
grupos TG, sugiriendo que el efecto del EI no potencié
la disminucién de la reserva contractil en animales TG.
Coincidentemente con estudios previos, (4, 5, 7, 10) en
nuestro trabajo no observamos muertes por extenuacion
en los grupos que realizaron EI. Probablemente esto se
deba a que los animales comenzaron el protocolo con una
semana de acondicionamiento en la que se adaptaron al
medio y mejoraron su capacidad aerébica.

En estudios previos mostramos que el EI produce
una disminucién de la reserva inotrépica, cronotré-
pica y lusitrépica en ratones. (7) El presente trabajo
extiende estos hallazgos al estudiar la alteracién de
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la reserva inotrépica y cronotroépica inducida por el
EI en un modelo TG con hiperactividad simpatica
cardiaco-especifica. De esta manera, en el presente
estudio observamos que la sobreexpresién cardiaca
de la proteina Gso aumenta la FC, como también la
contractilidad en condiciones basales. Sin embargo,
estos animales desarrollan hipertrofia miocardica se-
cundaria al EI en forma similar a los animales noTG.
Observamos ademds una disminucién en la reserva
inotrépica y cronotropica en los animales noTG + EI,
sin generar la cardioproteccién esperada. Por otro lado,
los ratones TG + EI mostraron una conservacién de
los parametros funcionales comparados con su control
sedentario (TG Sed), ya que estos partieron de valores
mayores que el grupo noTG Sed, sin modificacién de
los valores en respuesta al estimulo betaadrenérgico.

En el estudio de funcién ventricular in vivo, los
cambios en la FC podrian modificar la contractilidad,
y dado que el modelo TG presenta un aumento sig-
nificativo de la FC, estos datos deberian confirmarse
evaluando la funcién ventricular y la reserva inotrépica
en un modelo in vitro que permita un control estricto
de variables, como por ejemplo la FC, el volumen ven-
tricular y el flujo coronario constantes. (18, 19)

En nuestras condiciones experimentales, los cora-
zones de los animales que realizaron ejercicio (noTG y
TG) desarrollaron hipertrofia miocardica sin fibrosis,
lo cual sugiere que, al menos desde el punto de vista
estructural, el ejercicio produjo hipertrofia de tipo
adaptativa. (6) Sin embargo, si bien es conocida la
activacién del sistema nervioso simpéatico durante el
gjercicio, (20) no se conoce auin la respuesta del mio-
cardio a distintas intensidades de actividad fisica en
presencia de hiperactividad simpatica. Nuestros datos
sugieren que si bien el modelo TG tiene aumento de la
contractilidad y la FC, esto no provoca un mayor efecto
perjudicial, que si se observa en los animales noTG,
que muestran una reserva inotrépica y cronotrépica
disminuida que predomina sobre el efecto beneficioso
del gjercicio.

CONCLUSIONES

Nuestros resultados sugieren que el EI en forma com-
parable al estimulo betaadrenérgico disminuye en for-
ma no aditiva la reserva contractil sin generar cambios
estructurales vinculados a hipertrofia maladaptativa.
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