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RESUMO

A eritropoietina (EPO) € um hormdnio glicoproteico produzido principalmente pelos
rins quando h& diminuicdo da taxa de oxigénio circulante e sua funcdo primordial é de
regular a eritropoiese. Seu analogo invadiu os bastidores do cenério esportivo de alto
rendimento, apresentando funcdo ergogénica, jA que atua sobre o coracao, circulacéo,
resisténcia aerdbica, aumentando a oxigenac¢do tecidual, além de neutralizar a sensacao de
fadiga. Além disso, sabe-se que a EPO possui acdes em tecidos ndo hematopoiéticos com
funcao antiapoptética, anti-inflamatoria, de proliferacéo e diferenciacdo celular. Dessa forma,
0 presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da administragdo cronica de EPO
aliado ao treinamento fisico sobre a modulagdo autondmica cardiovascular em ratos Wistar.
Para isso, os animais foram distribuidos em quatro grupos: grupo controle sedentario (GCS,
n=10), grupo controle treinado (GCT, n=8), grupo EPO sedentario (GES, n=10) e grupo EPO
treinado (GET, n=8). Foram administrados 50 Ul/kg de EPO (subcutanea) e o treinamento
fisico foi de natagdo (incrementando volume e intensidade). Depois de oito semanas de
protocolo, foram avaliados os niveis basais da frequéncia cardiaca (FC) e da pressao
arterial (PA), a sensibilidade barorreflexa, o tdnus autonémico cardiaco, a variabilidade da
FC (VFC), da PA sistélica (VPAS) e diastdlica (VPAD), a hipertrofia cardiaca e a fibrose
cardiaca e renal. Para todos os resultados utilizou-se nivel de significancia de p<0,05. Os
animais do GES e GET apresentaram valores aumentados de hemacias, hemoglobinas e
hematdcritos, comparados com seus respectivos grupos controles. Os animais do GCT
exibiram uma bradicardia de repouso comparada ao GCS e um aumento do componente
espectral de alta frequéncia (HF) na VFC. Porém, a EPO desencadeou um aumento da PAS
no grupo sedentario comparado com o GCS, o que néo foi evidenciado na PAD e PA média
(PAM). Também néo se observaram diferencas na sensibilidade barorreflexa e VPAS entre
0s grupos analisados, apenas na VPAD, onde o GET apresentou menor valor do
componente espectral de baixa frequéncia (LF) comparado ao GCT. N&o houve diferenca
entre o efeito vagal e simpatico entre os grupos, por outro lado, o GCT apresentou menor
tbnus simpatico do que o GCS. Curiosamente, o GET teve maior tbnus vagal comparado
com o GCT, a frequéncia intrinseca de marcapasso cardiaco (FIMC) apresentou-se
aumentada no GES comparado com o GCS e o indice simpato-vagal mostrou-se reduzido
nos grupos que receberam EPO comparados com seus respectivos controles. O GCT
apresentou hipertrofia cardiaca e o GES apresentou um aumento no didametro do nicleo dos
cardiomiocitos em comparacdo com o GCS. Ambos os grupos que receberam EPO
apresentaram fibrose cardiaca e renal, comparados com 0s grupos controles. Sumarizando,
nossos resultados sugerem que a administracdo crénica de EPO pode proporcionar uma
alteracdo autondmica cardiovascular em ratos Wistar, sendo que, o aumento da acao

parassimpética observada sobre o coracdo desses animais, pode ter ocorrido na tentativa



de reverter o aumento da FIMC causada pela fibrose. Nossos dados indicam ainda que o
protocolo de treinamento fisico por natacdo utilizado em nosso estudo foi ineficiente em
reverter os danos aqui observados pelo uso da EPO.

Palavras-chave: Eritropoietina. Treinamento fisico. Modulacdo autondmica cardiovascular.
Variabilidade da frequéncia cardiaca. Fibrose cardiaca.



ABSTRACT

Erythropoietin (EPO) is a glycoprotein hormone produced primarily by the kidney
when there is a decrease in circulating oxygen level and your main function is to regulate
erythropoiesis. Analog of EPO invaded the backstage of sporting high performance scenario,
especially in aerobic modalities, because it acts on the heart, circulation, aerobic endurance,
leading to an increased tissue oxygenation, decreasing the feeling of fatigue and an
ergogenic function. Furthermore, it is known that EPO has actions in non-hematopoietic
tissues with anti-apoptotic function, anti-inflammatory, cell proliferation and differentiation.
Thus, this study aimed to evaluate the effects of chronic administration of EPO combined
with exercise training on cardiovascular autonomic modulation in rats. For this, the animals
were divided into four groups: sedentary control group (SCG, n = 10), trained control group
(TCG, n = 8), sedentary EPO group (SEG, n = 10) and trained EPO group (TEG, n = 8). 50
IU / kg EPO were administered (subcutaneously) and swimming training (increasing volume
and intensity). After eight weeks of protocol we evaluated the baseline heart rate (HR) and
blood pressure (BP), baroreflex sensitivity, cardiac autonomic tone, HR variability (HRV),
systolic BP (SBPV) and diastolic (DBPV), cardiac hypertrophy and cardiac and renal fibrosis.
For all the results we used a significance level of p<0,05. The animals of the SEG and TEG
showed increased levels of red blood cells, hemoglobin and hematocrit, compared with their
respective control groups. The animals of the TCG exhibited rest bradycardia compared to
SCG and an increased in value of the spectral high frequency (HF) in HRV. However, the
EPO has triggered an increase in SBP in the sedentary group compared with the SCG,
which was not observed in DBP and mean BP (MBP). Also there were no differences in
baroreflex sensitivity and VPAS among the groups, only in VPAD where the TEG showed
lower value of the spectral component of low frequency (LF) compared to TCG. There was
no difference between vagal and sympathetic effect between groups, on the other hand, the
TCG showed less sympathetic tone than the SCG. Interestingly, the TEG had higher vagal
tone compared with the TCG; the intrinsic rate of heart pacemakers (IRHP) are increased in
SEG compared to the SCG; and sympathovagal index was reduced in the group receiving
EPO compared to their respective controls. The TCG showed cardiac hypertrophy and SEG
presented an increase in diameter of cardiomyocytes as compared to the SCG. Both groups
receiving EPO had fibrosis on heart and kidney, compared with control groups. So, our
results suggest that the chronic administration of EPO can provide cardiovascular autonomic
changes in Wistar rats, like the increase in parasympathetic activity, in an attempt to reverse
the increase in IRHP caused by the fibrosis. Our data also indicate that exercise training by
swimming was ineffective in reversing the damage observed when using EPO.
Keywords: Erythropoietin. Exercise training. Cardiovascular autonomic modulation. Heart

rate variability. Heart fibrosis.
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1 INTRODUCAO

A eritropoietina (EPO) € um horménio enddgeno de natureza glicoproteica,
sintetizado principalmente em células epiteliais especificas que revestem o0s
capilares peritubulares renais (ADAMSON, 1996). Esse hormdnio é o principal
regulador da eritropoiese no homem e também em outros animais. Os rins
apresentam funcao preponderante em sua sintese, secretam cerca de 90% de toda
a EPO circulante, enquanto que o figado contribui com aproximadamente 10%
(EKBLOM, 2002).

A producdo de EPO ocorre quando estruturas celulares sensitivas renais
percebem reducdo na taxa de oxigénio circulante ou deficiéncia na producéo
eritrocitaria (ALBERTS, et al., 1994; RASSIER; NATALI; DE ROSE, 1995). As
moléculas de EPO sdo produzidas e carregadas pela corrente sanguinea até a
medula 6ssea, onde encontram células progenitoras eritrocitarias.

Qualquer fator ou distarbio que afete a concentracdo de EPO circulante, seja
na sintese ou liberacdo, ird acarretar desregulacdo na homeostase do sistema
hematopoiético. A hemodiluicdo, os varios tipos de hipdxia, as diferentes formas de
anemia e pacientes com determinadas doencgas renais sdo causas conhecidas para
0 aumento da producdo e concentracdo de EPO. De forma antagbnica, a
concentracdo de EPO é reduzida na policitemia (EKBLOM, 2002).

No cérebro e no sistema nervoso central (SNC) a EPO promove
neurogénese, acdo antiapoptética e protecdo contra danos causados por hipoxia.
Ela ativa a producdo de enzimas antioxidativas, metaboliza radicais livres e afeta a
liberacdo de alguns neurotransmissores (LOHMEYER et al., 2008). Nas células
endoteliais, sua principal funcdo € a angiogénese, e nos demais 6rgaos (rim,
musculos, sistema reprodutivo masculino) é responsavel pela sobrevivéncia e
proliferacéo celular (FELDMAN; SYTKOWSKI, 2003).

Gracas as técnicas de engenharia genética, permitiu-se o desenvolvimento de
uma substancia recombinante correlata (Eritropoetina Recombinante Humana -
rHUEPO) em quantidades comercialmente viaveis e com elevado grau de pureza
(RECORMON®, 2014).

Seu uso inicial na clinica foi como medicamento substituto para pacientes que
necessitavam de sucessivas transfusfes de sangue ou que apresentavam quadros
de anemia por insuficiéncia renal crénica (EKBLOM, 2002; CHOI; KIM; PARK, 1996;
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RIVER; SAUGY, 2003). Recentemente, a rHUEPO vem sendo usada no tratamento
de varios tipos de anemia, como a gerada nos estagios iniciais de neoplasias
(RECORMON®, 2014), em pacientes HIV positivos, entre outras (CHOI; KIM; PARK,
1996).

Rezaee et al. (2012) verificaram disturbios cardiacos apés a intoxicacdo de
mondxido de carbono em ratos e avaliaram o efeito da administracdo de EPO nesse
caso. Os ratos foram expostos a concentracdes de monoxidos de carbono e em
diferentes doses de EPO no final de cada exposicdo. Concluiu-se através de
eletrocardiograma (ECG), da frequéncia cardiaca (FC) e da carboxi-hemoglobina,
que a EPO pode inibir altera¢gdes isquémicas apds o envenenamento por monoxido
de carbono.

Ja o estudo de Piloto et al. (2009) avaliou os efeitos cardiovasculares da
rHUEPO em ratos submetidos a exercicio aerdbico cronico. Apds dez semanas de
treinamento fisico, concluiram-se modificagbes graves cardiovasculares e
tromboembdlicas, incluindo o risco de mortalidade, apontando entdo consequéncias
deletérias do uso da rHUEPO.

Meziri et al. (2011) estudaram os efeitos cardiovasculares induzidos pela
administrac@o crénica de rHUEPO em ratos treinados em exercicio de esteira e
tratados com um inibidor da sintese de 6xido nitrico (L-NAME), visto que existe a
hipétese de que o Oxido nitrico pode proteger contra os efeitos nocivos
cardiovasculares induzidas pela administracdo crénica de rHUEPO. Os ratos foram
tratados ou ndo com rHUEPO e/ou L-NAME durante seis semanas e submetidos a
exercicios de esteira. Os ratos L-NAME tiveram um aumento da pressao arterial (PA)
e, quando tratado com rHUEPO, mostraram uma severa hipertenséo arterial. Varios
ratos do grupo L-NAME/rHUEPO/exercicio morreram durante o exercicio ou na
recuperacdo. O estudo concluiu que o uso crénico de rHUEPO associado com o
exercicio fisico eleva o risco de disturbios cardiovasculares, principalmente em
individuos que ja possuem alguma patologia.

Um elegante estudo de Furlani et al. (2008) analisou a remodelacdo benéfica
e a protecao do miocardio com a administracédo de EPO. Apds inducao de infarto em
roedores, a EPO foi injetada diretamente no coracdo e apds um periodo de seis
semanas, foram avaliados o tamanho do infarto, a angiogénese e o0s efeitos
patologicos. Os resultados indicaram um melhor estado cardiaco com a

administracéo direta de EPO, maior capacidade de exercicio detectada pelo teste de
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natacdo forcada, reducdo radical do tamanho absoluto do infarto, dilatagéo
ventricular e hipertrofia. Em conclusdo, o estudo apontou que um infarto do
miocardio seguido de uma injecdo intramiocardica de EPO € capaz de reduzir a
inflamacédo, reforcar a angiogénese, melhorando as funcdes do miocardio sem
formacao de trombo intramural.

Os mecanismos envolvidos na cardioprotecdo induzida pela EPO estao
relacionados com efeitos antiapoptéticos e anti-inflamatérios, além dos
angiogénicos. Estudos prévios (LEBEL, et al., 1997; PILOTO et al.,, 2009),
sobretudo, evidenciaram que a administracdo cronica da EPO induziu alteracdes
cardiovasculares, tais como hipertensdo arterial e taquicardia. Até onde sabemos
nao foram encontradas informacdes referentes a alteracdes diretas da administracéao
cronica de EPO sobre a modulacdo autondmica cardiovascular na funcao
autonémica cardiaca, bem como os efeitos do treinamento fisico sobre essas

possiveis alteragcdes em modelos animais.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar os efeitos da administracéo cronica de rHUEPO e sua interagcdo com o

treinamento fisico sobre a funcéo autonémica cardiovascular em ratos Wistar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar em ratos Wistar os efeitos da administracéo cronica de rHUEPO e do

treinamento fisico sobre:

. Massa corporea;

o Eritrograma (hemacias, hematdcritos, hemoglobina);

o Parametros hemodinamicos basais da FC e PA,;

o Modulacdo autonémica cardiovascular por métodos lineares;
o Sensibilidade barorreflexa cardiaca;

o Ténus autondmico cardiaco;

. Hipertrofia cardiaca;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 ERITROPOETINA

A EPO tem a capacidade de estimular a producao de glébulos vermelhos e,
consequentemente, aumentar o aporte de oxigénio para os tecidos, quando ha uma
reducdo na taxa de oxigénio circulante ou deficiéncia na producdo eritrocitaria.
(ALBERTS et al., 1994; RASSIER; NATALI; ROSE, 1995). As moléculas de EPO em
circulagdo sédo conduzidas até a medula 6ssea, onde encontram células progenitoras
eritrocitarias. Constata-se que o aumento da taxa de novos eritrocitos ocorra cerca
de um ou dois dias apés o aumento dos niveis de EPO no plasma (OLIVEIRA,
2000). Este horménio estimula a diferenciacdo e a proliferacdo dos eritrocitos ao
interagir com receptores especificos de EPO existentes em diferentes tipos celulares
(KATZUNG, 2005; RANG, et al.,, 2007), sendo acentuado de acordo com a
disponibilidade de ferro e outros nutrientes (OZAWA et al., 2002).

O principal mecanismo do aumento dos hematdcritos, por muito tempo se
pensou, que fosse por aumentos na massa de globulos vermelhos, mas ja foi
demonstrado que a EPO também diminui o volume plasmatico (LUNDBY et al.,
2007). Essa reducdo foi confirmada em outros estudos (LUNDBY et al., 2008;
OLSEN et al., 2010), ressaltando que a mudanca no volume plasmatico é precedida
do aumento do volume dos glébulos vermelhos. Um estudo preliminar sugeriu que
os eritrocitos recém-formados podem sofrer apoptose quando a estimulacédo pela
EPO é interrompida, assim o aumento da massa de glébulos vermelhos pela EPO
nao dura os 120 dias esperados (CHANG et al., 2009).

Até entdo, a acdo da EPO era exclusivamente nessas células progenitoras
eritrocitarias, por isso, esse hormonio era usado no tratamento da anemia em
pacientes com cancer, com doenca renal crénica ou anemias por deficiéncia na
producdo de EPO. Contudo, ja se sabe que a expressdo génica do RNA, para EPO
e para o receptor de EPO (EpoR) também acontece em outros tecidos além dos rins
e figado, como neurbnios, astrocitos, células do sistema imunologico, células de
cancer, células endoteliais, estroma da medula 0ssea, células do coragao, sistema
reprodutivo, trato gastrointestinal, pancreas e musculo esquelético, provando assim
evidéncias para acoes pleiotropicas (SANCHIS-GOMAR et al., 2013).
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3.1.1 FORMA MOLECULAR E RECEPTORES

A EPO humana € uma glicoproteina com peso molecular de cerca de 34.000
daltons (MAIESE; CHONG; SHANG, 2008; GUYTON; HALL, 2011), sintetizada a
partir de um gene situado no braco longo do cromossomo sete (ZANICHELLI et al.,
1995; PARDOS, et al., 1998) e com atividade hormonal de 70.000 Ul/mg (BENTO;
DAMASCENO; NETO, 2003).

Inicialmente € produzida como um pré-hormdnio possuidor de uma sequéncia
total de 193 aminoacidos, sendo 0s 27 primeiros expressos apenas para
proporcionar a secregdo do horménio, ndo apresentando relevancia na atividade
bioldgica (RIVER; SAUGY, 2003). Pouco antes de ser secretada, a EPO é clivada e
0s 27 amino&cidos iniciais sdo removidos. E formada em sua maioria (40%) por
carboidratos, onde o acido sialico se destaca seguido de hexoses, N-
acetilglucosaminas e N-acetilneuraminico, cujo papel é importante na biossintese,
atividade molecular in vivo e manutengdo da estrutura terciaria da proteina. As
estruturas quaternarias sao feitas por quatro a-hélices ligadas umas as outras por
pontes dissulfeto (GARCIA et al., 2007; LOHMEYER et al., 2008).

Ao entrar na circulacdo sanguinea, ha também a perda do aminoé&cido
arginina na posicao carboxiterminal, passando o hormdénio entdo a possuir uma
sequéncia definitiva de 165 aminoacidos alinhados em uma Unica cadeia
polipeptidica, contendo duas ligacGes dissulfetointramoleculares e quatro cadeias
polissacaridicas independentes, ligadas a residuos de aminoacidos especificos. As
cadeias polissacaridicas constituem cerca de 40% da massa molecular da EPO, com
grande importancia na fungcdo hormonal (BENTO et al., 2003). Estima-se que a
meia-vida da EPO, apés langamento na circulagdo sanguinea, seja da ordem de seis
a oito horas (ADAMSON, 1996).

Uma hipdxia do tecido renal leva ao aumento dos niveis teciduais do fator
induzivel por hipoxia-1 (HIF-1), que serve como fator de transcricdo para um grande
namero de genes induziveis por hipoxia, dentre eles o gene da EPO. O HIF-1 induz
a transcricdo do RNA, e sua traducdo na EPO (BAHLMANN; FLISER, 2009;
GUYTON; HALL, 2011).

Os efeitos biolégicos da EPO em células hematopoiéticas sdo mediados pela
ligacdo da mesma em EpoR localizados na superficie dessas células (CHIA;

LEONE, 1995). Os EpoR’s fazem parte da familia de receptores ligados a citocinas
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tipo |, nesse grupo estdo incluidos os receptores celulares transmembranares para
fatores como: fator estimulador de colénias de granulécitos, interleucinas, prolactina
e horménio do crescimento (HARDEE et al., 2006). A expressdao de EpoR e
sinalizacdo em tecidos hematopoiéticos € essencial para a eritropoiese durante o
desenvolvimento do individuo.

Devido ao curto intervalo de tempo entre o aumento da concentracdo de
novos eritrocitos e o pico da EPO, conclui-se que ela atua em células precursoras
proximas dos eritrocitos maturados, e ndo em células mais primitivas na génese
eritrocitaria. Essas células sdo chamadas de células formadoras de colbnias de
eritrécitos (CFC-e) e possuem a peculiaridade de s6 responderem a EPO. Tais
células possuem receptores especificos, pertencentes a uma grande familia de
receptores para fatores de crescimento hematopoiéticos, conseguindo responder a
baixissimas concentracdes desse horménio, da ordem de 10-12mol/L (ALBERTS,
1994).

O EpoR é um receptor transmembranar com 508 aminoacidos (NOGUCHI et
al., 1991) incluindo um dominio XSXWS motifextracelular, um simples dominio
hidrofébico e um dominio citoplasmatico variavel (YOUSSOUFIAN et al., 1993). A
forma ativa do EpoR sobre a superficie de células progenitoras eritrocitarias é um
homodimero (CONSTANTINESCU; GHAFFARI; LODISH, 1999).

3.1.2 MECANISMO DE ACAO

A ligacdo da EPO com seu receptor induz uma alteragdo conformacional,
resultando na ativagdo da Janus Kinase2 (JAK2) e da tirosina-kinase (REMY;
WILSON; MICHNICK, 1999; WITTHUHN, et al., 1993). Posteriormente, VAarios
residuos de tirosina do EpoR sé&o fosforilados (TAUCHI, et al., 1995; BARBER et al.,
2001). Assim, varias vias de sinalizacdo de transducédo sdo canalizados, incluindo
fosfatidilinositol-3-kinase (PI3K/AKT), ativacdo de JAK2, sinal de transducdo e
transcricdo 5 (STATS), proteino-kinase ativada por mitdgenos (MAPK), fator nuclear
kappa B (NF-k B), proteina G, canais de calcio (TILBROOK; KLINKEN, 1999) e
outras vias da proteina Kinase C (KLINGMULLER, 1997; YOSHIMURA; MISAWA,
1998; CONSTANTINESCEU, et al., 2001), dependendo do receptor e tipo de célula

alvo.
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A via de sinalizagdo JAK 2-STAT 5, além de ser responsavel pelos efeitos da
EPO na eritropoiese (diferenciacdo, proliferacdo e sobrevivéncia de células),
também medeia a protecdo contra a morte celular programada, ou seja, a apoptose
(BAHLMANN; FLISER, 2009).

Além disso, uma nova via desencadeada pela EPO tem sido recentemente
descrita envolvendo a cascata de reacdes Serpin-Lisossoma-Catepsin (Spi2A)
(BROXMEYER, 2013). Isto inicia a ativacdo da JAK2 e STAT5, assim como a MAPK
e a NF-k B (BROXMEYER, 2011; NAIRZ et al., 2011). EPO também pode sinalizar
através de receptores heterodiméricos composto por uma cadeia de monbémero
EpoR e CD131 (BRINES; CERAMI, 2006; ZHANG et al., 2009). Em contrapartida, a
ativacdo dessa via de ativacdo requer maiores concentracbes de EPO quando
comparados com EpoR homodimeros (HAND; BRINES, 2011). E desconhecido se
um unico tipo de célula consegue expressar ambos EpoR’s e se isso pode ter algum
efeito sobre as agdes celulares e intracelulares induzida pela EPO.

Finalmente, a acdo da EPO é rescindida por células fosfatases
hematopoiéticas (HCP ou SHP1), em que o complexo EPO/EpoR ¢é internalizado e

degradado como descrito na figura 1.

Dimerizacdo do receptor
induzido pela EPO;
transfosforilacdo da JAK2.

Fosforilagdo do EpoR; ligacéo
STAT5 com pY343; fosforilagcao
da STATS e outros substratos.

JAK2 P

Ligacdo SHP1 com pY429 no EpoR;
ativacdo da fosfatase; desfosforilagdo da
JAK2; término da sinalizagéo.

Figura 1 - Processo de internalizagdo e degradacdo do complexo EPO/EpoR. (modificado de
CONSTANTINESCU, 1999, modificado de KLINGMULLER, 1995).
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3.1.3 FUNCOES

Esse hormonio glicoproteico atua sobre a eritropoiese de modo complexo,
através da estimulagcdo na proliferacdo de células indiferenciadas medulares,
produzindo maior numero de mitoses dessas células; da estimulacdo do
amadurecimento das células indiferenciadas de onde surgem os primeiros
eritroblastos, (denominados proeritroblastos e o0s eritroblastos basdfilos); da
estimulacdo na sintese de hemoglobina; e do aumento na taxa de reticuldcitos no
sangue (LORENZI, 2003).

O principal efeito da EPO é a reducdo da apoptose fisiol6gica associada com
a transformacdo da célula em progenitores eritrides. Em conjunto com outros
fatores de crescimento, a EPO estimula a proliferacéo, sobrevivéncia e diferenciacéo
dessas células (WESTENBRINK et al., 2007; HARDEE et al., 2006; EHRENREICH
et al., 2004; BAHLMANN; FLISER, 2009).

Segundo Albuquerque (2009), encontra-se EPO e seus receptores em
diferentes regides do SNC: cortex cerebral, cerebelo, hipocampo, hipéfise e medula
espinhal, assim propde-se uma acao neuroprotetora, decorrente da reducédo da
toxicidade do glutamato, aumento da producao de fatores antiapoptéticos, reducao
das lesdes causadas por NO, efeitos anti-inflamatérios e propriedades antioxidantes.
Além disso, a EPO no tecido vascular e cardiaco tem sido apontada como um
horménio protetor, designadamente por acdo antioxidante, anti-inflamatéria e
antiapoptotica.

No sistema reprodutivo feminino, a expressdo de EPO é dependente de
estrogeno, estando envolvida na angiogénese e em mudancas ciclicas celulares
(FELDMAN; SYTKOWSKI, 2003). O horménio glicoproteico em questdo também
atua na formacdo indireta de megacariocitos, progenitores monociticos e
granulociticos (RASSIER; NATALI; DE ROSE, 1995).

3.1.4 ERITROPOETINA RECOMBINANTE HUMANA

Segundo Roméo Junior et al. (1992), em 1977, a producao genética da EPO
se deu pela preparacdo altamente purificada da proteina, alcancada através do
isolamento do horménio a partir de urina de pacientes com anemia aplastica. Pouco

depois, foi reportado o isolamento do gene da EPO humana. Em 1985, o gene dessa
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proteina foi clonado e a sequéncia de aminoacidos foi identificada (GARCIA, et al.,
2007), tornando possivel a elaboracdo da rHUEPO. A expressdo de clones de DNA
de EPO também pode ser obtida por incorporacdo no material genético de células
de mamifero isoladas, como as células ovaricas de hamster chinés (CHO), ou de rim
de filhote de hamster (BHK) (CHOI; PARK, 1996). A rHUEPO tornou-se o primeiro
biomedicamento produzido a partir de células heterdlogas de mamifero (RENDIC,
1997).

A rHUEPO possui a mesma sequéncia de aminoacidos, porém a glicosilacao
pode ocorrer em diferentes partes da molécula, formando cinco tipos diferentes de
rHUEPO no mercado: epoetina- a, epoetina- B, epoetina- w, epoetina- & e
darbepoetina- a. Essa classificacdo também é dependente do método de fabricagao,
por exemplo, as epoetinas a e B séo sintetizadas a partir de células CHO enquanto a
w €é produzida em células BHK. Dependendo das consideragdes farmacocinéticas e
praticas do paciente, pode-se alterar as formas de administracdo de rHUEPO, mas
na pratica clinica, as formas mais comuns sdo as vias intravenosa, subcutanea e
intraperitoneal.

A dosagem usual de rHUEPO no tratamento da anemia varia geralmente entre
20 a 240 U.l./kg, trés vezes por semana, dependendo da resposta do paciente e da
taxa 6tima pretendida de concentracdo plasmatica de hemoglobina e hematdcrito
(RIVER; SAUGY, 2003).

A darbepoetina- a é a que apresenta maior tempo de meia-vida (mais de 49
horas) e poténcia, pois carrega dois sitios adicionais de glicosilacdo. O uso
terapéutico desse andlogo demonstrou protecdo contra isquemia e aos danos
causados pelos radicais livres. Além disso, protege os cardiomidcitos contra danos
causados por agentes citotoxicos (JOYEUX-FAURE, 2007). Os efeitos colaterais
apresentados foram trombose e hipertensao.

As epoetinas a e B se diferem na quantidade de carboidratos, tendo uma
meia-vida de oito horas. A epoetina-f tem um atraso na absor¢ao quando
comparado com a epoetina-a, ambas administradas de forma subcutanea, porém 48
horas apds, os valores de concentragdo de B superam os de a (HELSTENSON, et
al., 1991). Esses dois analogos sédo utilizados no tratamento da anemia em
pacientes com cancer, porém o uso da epoetina- [ é restrito para pacientes com
tumores sdlidos em tratamento com quimioterapia contendo platinum (ENGERT,
2005).
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Inicialmente, o0 uso da rHUEPO se restringia a pacientes que fossem realizar
transfusdo de sangue sucessivas ou que apresentavam anemia por doenca renal
cronica. Ultimamente, ampliou-se o uso da rHUEPO a pacientes com outros tipos de
anemias, em pacientes HIV positivos, tumores e outros (ALBUQUERQUE, 2009).

Segundo mesmo autor, além da ac¢do nas células eritrocitarias do sangue, a
rHUEPO age também no musculo estriado esquelético e cardiaco, além de estimular
a angiogénese. No tratamento da distrofia muscular, a rHUEPO atua sobre as
células satélites do musculo esquelético, mostrando uma potencialidade no
tratamento dessa disfungdo. O atleta de alto rendimento tem dois principais
beneficios: melhoria nas condicbes hemodindmicas locais da musculatura
esquelética e uma recuperacao histolégica mais rapida apos esforcos repetidos,
confirmando assim uma melhora do trabalho.

A rHUEPO pode influenciar a funcdo de varias proteinas membranares,
aumentando, por exemplo, o influxo de lactato nos eritrocitos de atletas que fazem
uso da rHUEPO, diminuindo entdo o acumulo desse metabdlito. Esse efeito
potencializa o trabalho, elevando o Ilimiar de lactato desses atletas
(ALBUQUERQUE, 2009).

Basicamente, o uso de rHUEPO em atletas de alto rendimento tem como
finalidade aumentar a poténcia aerdbica maxima (KANSTRUP; EKBLOM, 1984;
ROBERTSON, et al., 1984; THOMPSON et al., 1982) e o rendimento submaximo
durante o exercicio (WILLIANS, et al., 1981), por aumentar a capacidade de
transporte de oxigénio até a célula muscular, pois existe uma relacédo direta entre a
quantidade total de hemoglobina e 0 consumo maximo de oxigénio (VO2max)-

No esporte, a rHUEPO passou a ser utlizada pelo efetivo ganho no
desempenho, além da sua dificil detec¢cdo na matriz biologica através dos métodos
analiticos convencionais, por ser uma macromolécula complexa, presente em
concentragdes baixas nos fluidos biolégicos e com estrutura bastante semelhante a
da sua forma endégena (PARDOS, et al., 1998; BENTO; DAMASCENO; NETO,
2003).

Vérios atletas foram testados durante suas fases de treinamento e n&o
tiveram resultado positivo para o uso da rHUEPO, porém durante as Olimpiadas de
Inverno de 2002 em Salt Lake City (Utha) obtiveram-se resultados positivos para
nandrolona, mentafetaminas e darbepoetina. Em 1998, ciclistas de varias equipes
participantes do “Tour de France” foram desclassificados por utilizagdo da EPO e
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outros produtos inclusos no cédigo antidopagem, sendo, portanto um marco em
relacdo aos casos esportivos de dopagem por rHUEPO. Neste mesmo ano, varios
atletas faleceram por uso deste produto, e inGmeros com sintomas de fortes dores
de cabeca, nauseas, vomitos e fotofobia, os quais admitiram a utilizacdo do
horménio (CRUZ, 2006).

Segundo 0 mesmo autor, essa modalidade ergogénica so ficou em evidéncia
nos Jogos Olimpicos de 1968, devido aos varios recordes que foram “quebrados”,
principalmente no atletismo, ja que os jogos aconteceram na Cidade do México, que
tem uma altitude de 2.300 metros. Em 1988, também evidenciou o uso da rHUEPO
nos Jogos Olimpicos de Inverno de Calgary e Jogos Olimpicos de Seul.

Apesar de tudo, o uso de rHUEPO ainda era defendido por alguns grupos, sob
o argumento da impossibilidade da deteccéo do uso. Entretanto, em 1990, o Comité
Olimpico Internacional (COIl) incluiu esse andlogo do horménio na lista de
substancias proibidas (WADA, 2015).

O caso mais conhecido de doping por rHUEPO é do ex-ciclista Lance
Armstrong, o qual se tornou idolo mundial apos ter se recuperado de um cancer e
vencido o Tour de France, principal competicdo do ciclismo, por sete vezes
consecutivas (1999 até 2005), quando se aposentou. Voltou a competir em 2009,
mas novamente sofreu acusacdes de doping. Em 2012, foi banido do esporte pela
Agéncia Americana Antidoping (USADA), que comprovou uso de substancias ilicitas
pelo atleta enquanto competia, perdendo todos os troféus do Tour de France e todos
os titulos conquistados ao longo da carreira (ROAN, 2015).

Quanto aos riscos associados ao uso da rHUEPO, a maioria esta relacionada
com um aumento da viscosidade sanguinea, consequente a elevacdo do
hematdcrito, podendo reduzir o débito cardiaco, velocidade do fluxo sanguineo e o
suprimento periférico de oxigénio. Dessa forma, ha uma reducdo da capacidade
aerdbica e do desempenho de endurance (MCARDLE; KATCH; KATCH, 2011).
Além disso, pode gerar uma hipertensao arterial, trombose da fistula arteriovenosa,
hiperpotassemia e uma sindrome pseudogripal (PARDOS, et al., 1998; PAIXAQO;
SCHOR, 1997).
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3.2 CONTROLE NEURAL CARDIOVASCULAR

O Sistema Nervoso Autbnomo (SNA) desempenha um papel fundamental na
manutencdo da homeostase em condicbes normais e patologicas (KENNEY;
MUNCE, 2003). O tbnus simpatico (TS), particularmente para o sistema
cardiovascular, é gerado por descargas simpaticas que se originam em areas
especificas do tronco cerebral. Alguns grupos de neurénios localizados nesta regiao
do SNC, chamado neurdnios simpéaticos pré-motores, enviam projecdes diretas para
0s neurbnios simpaticos pré-ganglionares da parte intermédio-lateral da coluna
vertebral. Os centros medulares responsaveis pela manutencdo e controle desse
tbnus cardiovascular, geralmente funcionam através de mecanismos
cardiovasculares reflexos, como barorreflexo, quimiorreflexo, e reflexo
cardiopulmonar (DAMPNEY, 1994).

As terminagOes das fibras aferentes dos reflexos cardiovasculares estéo
localizadas no nucleo do trato solitario (DAMPNEY, 1994). Neurbnios gabaérgicos
do bulbo parte caudal sédo inibidos e consequentemente inibem os neurbnios na
parte rostral que determinam o TS, contribuindo assim para a manutencéo da PA e
FC no repouso (GUERTZENSTEIN, 1972, GUERTZENSTEIN; SILVER, 1974) além
de mediar as alteracdes em situacdes de aumento da PA (GRANATA, et al., 1983).

Em outras duas areas medulares, o nucleo ambiguo e o nucleo motor dorsal
do nervo vago, estdo localizados os neurdnios parassimpaticos pré-ganglionares
(MCALLEN; SPYER, 1976), que mediam o componente parassimpatico dos reflexos
cardiacos (TAYLOR; JORDAN; COOTE, 1999). Esse mecanismo central de controle
reflexo do coracao e circulacdo esta descrito na figura 2.

Os mecanorreceptores, por exemplo, os barorreceptores, sdo constituidos por
terminacdes nervosas livres na adventicia de grandes vasos (aorta e caroétida) e que
sdo estimulados por deformacdes nesses vasos, normalmente ondas de pressao
pelas caracteristicas mecano-elasticas das paredes dos vasos (KRIEGER, 2001).

Quando hda um aumento da PA, ha uma deformacédo nas paredes desses
vasos e uma ativacdo desses mecanorreceptores, que aumentam a frequéncia de
disparo de potenciais de acdo até o SNC na area especifica do controle
parassimpatico que, por vias eferentes vagais aumentam a atividade vagal no

coragdo, diminuindo a FC. Concomitantemente, hd uma diminuicdo do TS para o
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coracdo e vasos, reduzindo a contratilidade do miocardio e a resisténcia vascular

periférica, levando a uma reducéo da PA.

Barorreceptores
arteriais
aferentes

Vasos de
resisténcia

i

_/'lf‘g.\l

Figura 1. Resumo esquematico do mecanismo neural central envolvido na regulacédo barorreflexa do coracéo e da
circulagdo. Barorreceptores aferentes sinalizam sinapses no nucleo trato solitario (NTS), depois fibras excitatérias
glutaminérgicas retransmitem as informacdes cardiovasculares em duas principais dire¢ées: para o nicleo ambiguo (NA)
e motoneurdnios vagais cardiacos; e para a medula caudal ventrolateral (CVLM). Fibras GABA-érgicas da CVLM projeta
para neurdnios pré-motores simpaticos na medula rostral ventrolateral (RVLM) onde eles causam a inibicdo subsequente
eferente da atividade simpatica pré e p6s ganglionar. Conexdes neurais de inibicdo sdo mostrados como linhas tracejadas.
Adaptado de GUYENET (1990), com permissdo da Oxford University Press.

Figura 2 - Desenho esquematico do controle neural dos reflexos cardiovasculares.
(modificado de CHARKOUDIAN, N., WALLIN, B.G., 2014).

Uma caracteristica importante dos mecanorreceptores € a adaptacao, na qual
as alteracdes sustentadas para mais ou para menos na PA alteram a faixa de
funcionamento dos barorreceptores. Essas disfuncdes da atividade reflexa tém sido
demonstradas em varias doencas cardiovasculares e na hipertensdo clinica e
experimental (MANCIA, GRASSI, FERRARI, 1997). Nesse sentido, é provavel que
uma menor sensibilidade do barorreflexo em pacientes hipertensos seja
determinante na variacdo da PA que eles apresentam de forma indireta, associada a
consequentes lesbes em O6rgdos-alvo. Além disso, essa adaptacdo dos
barorreceptores pode ser responsavel pelo aumento da atividade simpatica e
perpetuacdo da hipertensdo. (IRIGOYEN, KRIEGER, 1998; FLORAS, et al., 1988 e
SHEPERD, 1990).
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Em contrapartida, o treinamento fisico aerdbico e resistido jA& mostrou ser
eficiente no aumento da sensibilidade em animais diabéticos (SILVA, et al., 2012),
melhorando TS e tonus vagal (TV), assim como a variabilidade da frequéncia
cardiaca (VFC). Brum et al. (2000) também verificaram aumentos na funcdo da
sensibilidade dos barorreceptores aorticos em ratos normotensos e hipertensos com
o treinamento fisico dindmico. Essas alteragBes do sistema barorreflexo induzidas
pelo treinamento fisico podem ser associadas as mudancas nos barorreceptores do
SNC e em fibras eferentes (MOSTARDA, et al.,, 2014), além de uma possivel
explicacdo pelo aumento da conformidade adrtica, no qual a mesma pressao de
pulso pode resultar num aumento na ativacdo de barorreceptores (BRUM, et al.,
2000).

Para promover as respostas cardiovasculares adequadas de acordo com a
demanda e necessidade do organismo, 0 coracdo € suprido tanto por nervos
simpéticos quanto parassimpéticos, estes se distribuem, principalmente, no nodo
sinoatrial e atrioventricular e pequena parte inervando musculos atriais e
ventriculares.

Quando ha uma estimulacdo parassimpatica, ou vagal, ha liberacdo de
acetilcolina, causando uma hiperpolarizacdo, o que diminui o0 potencial das
membranas de “repouso” das fibras do nodo sinoatrial e aumentando o tempo do
limiar de excitacdo, evidentemente, isso torna bem mais lenta a frequéncia da
ritmicidade dessas fibras, logo, diminui-se a FC. Além disso, ha uma diminuicdo na
excitabilidade das fibras juncionais atrioventriculares retardando assim o impulso
cardiaco para o0s ventriculos, sendo, portanto um efeito supressor sobre a
contratilidade cardiaca (GUYTON; HALL, 2002).

J& na estimulacéo simpética do coracéo libera-se epinefrina e norepinefrina o
gue, no nodo sinoatrial, deixa o potencial de membrana mais positivo e atinge-se o
limiar de autoexitagdo mais rapidamente e no nodo atrioventricular torna-se mais
facil o potencial excitar a fibra subsequente, diminuindo assim a conducédo do sinal
para os ventriculos. Ou seja, uma estimulacdo simpética no coragdo faz com que
aumente a frequéncia de disparos do nodo sinoatrial, a velocidade de conducéo e o
nivel de excitabilidade em todas as partes do coracdo. Além disso, aumenta a
permeabilidade das membranas das fibras ao sédio e calcio, o que explica o
aumento da forca de contracdo de toda a musculatura cardiaca (GUYTON; HALL,
2002).
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3.3 SISTEMA CARDIOVASCULAR E EXERCICIO

O sistema cardiovascular integra o corpo como uma unidade, e proporciona
aos musculos ativos uma corrente continua de nutrientes e oxigénio, a fim de manter
um alto nivel de transferéncia de energia. A circulacdo remove também os
coprodutos do metabolismo local (MCARDLE; KATCH; KATCH, 2001).

Esse referido sistema consiste em uma conexao ininterrupta de uma bomba,
um circuito de distribuicdo de alta presséo, canais de permuta e um circuito de coleta
e de retorno de baixa pressdo, que seriam seus principais componentes,
respectivamente, o coragdo, o sistema arterial, os capilares e o sistema venoso
(MCARDLE; KATCH; KATCH, 2001).

A acdo da bomba cardiaca € influenciada por basicamente quatro
determinantes principais: a pré-carga, o estado inotrépico ou contratilidade, a pés-
carga e a FC (GUYTON; HALL, 2002; AIRES, 1999; BERNE; LEVY, 2002; DI DIO,
2002).

A pré-carga € o grau de tensdo quando o miocardio comeca a contrair-se, e a
pressao diastolica final quando o ventriculo ja esta cheio (GUYTON; HALL, 2002), o
qual serve como um indicio do grau de estiramento inicial da fibra miocardica. Esse
estiramento depende de fatores que aumentam ou diminuam o volume de retorno
venoso e a pressdao de enchimento diastélico, de um lado, e, de outro, da
capacidade de distensdo da parede ventricular em aceitar esse volume (GOMES,
2005).

Inotropismo refere-se a forgca de contracdo do musculo cardiaco. Pode-se
apresentar como positivo ou negativo, dependendo se a forca de contragao
miocardica irh aumentar ou diminuir, respectivamente (GOMES, 2005).

A poOs-carga é a resisténcia contra a qual os musculos ventriculares direito e
esquerdo exercem forga contratil. Para o ventriculo esquerdo (VE) os principais
fatores sdo a impedancia adrtica, a resisténcia vascular periférica, a massa e
viscosidade do sangue. Ja para o ventriculo direito os fatores correspondentes séao a
impedancia pulmonar e a resisténcia vascular pulmonar (NASSER; RUDHMER;
SAUNDERS, 1970).

Por fim, a bomba cardiaca € influenciada pela FC que é o numero de
batimentos cardiacos por unidade de tempo, geralmente expresso em batimentos

por minutos (bpm).
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Durante exercicio dinamico, envolvendo contragBes ritmicas de grandes
grupos musculares (tais como corrida, natacdo ou ciclismo), a resposta
cardiovascular ao exercicio € iniciada por centros de comando mais elevados do
cérebro, chamados de comando central. Com a continuidade do exercicio, tanto os
sinais mecéanicos como 0s metabolicos do musculo esquelético ativo fornecem
feedbacks centros cardiovasculares do cérebro para uma combinacao precisa entre
a liberacdo de oxigénio sistémico e a demanda metabdlica. A resisténcia vascular
diminui para facilitar aumentos da perfusdo muscular e o débito cardiaco aumenta
proporcionalmente a captacdo de oxigénio, o que permite a manutencdo e até
mesmo o aumento da PA média (PAM) (THOMPSON, 2004).

Basicamente, o comando central inicia a resposta vasoconstritora do
exercicio, que €é mantida e aumentada a partir de barorreceptores
cardiorrespiratérios e arteriais, bem como por estimulagdo de receptores musculo
esqueléticos mecéanica e metabolicamente sensiveis. Depois da integracdo no
cérebro, a resposta eferente via sistema nervoso parassimpatico (SNP) (vagal) e
simpatico (SNS) resultam em aumento da FC, vasoconstricdo do musculo
esquelético inativo e vasodilatacdo dos leitos musculares ativos mediados pela
liberacdo de substancias vasodilatadoras locais (THOMPSON, 2004). Existe a
necessidade de um aumento do débito cardiaco que envolve também as
propriedades intrinsecas do coracdo, como o mecanismo de Frank Starling (o
aumento do volume diastdlico final acarreta um alongamento das fibras cardiacas,
aumentando a forca de contracdo e a quantidade de sangue bombeado por
batimento). Os efeitos exatos da atividade do SNA durante o exercicio dependera do
tipo de exercicio e ainda de outros fatores (PINGE, 2011).

Segundo 0 mesmo autor, as respostas cardiovasculares ao exercicio
dindmico sdo muito diferentes do exercicio estatico (contracdes musculares
prolongadas de alta intensidade que limitam o fluxo sanguineo, como o
levantamento de peso ou exercicios isométricos) é associado a aumentos menores
na captacdo de oxigénio, no debito cardiaco e no volume-contragdo do que o
exercicio dindmico, tendo um maior aumento na PA.

Em niveis baixos de exercicio, a FC aumenta quase que exclusivamente pela
abstinéncia vagal, com poucos sinais de aumentos sistematicos na atividade do
SNS, enquanto a intensidade do exercicio ndo alcance ou ultrapasse o estado de
equilibrio maximo (RAY, et al.,, 1993; SAITO, et al., 1993). Em contraste com a
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atividade do SNS na regulacéo da resisténcia vascular sistémica, que é adaptada de
acordo com o feedback de metaborreceptores musculares (ROWEL, 1996),
mostrando o papel essencial do comando central no aumento da FC durante o
exercicio.

O exercicio fisico realizado regularmente provoca importantes adaptacdes
auton6micas e hemodinamicas que influenciam o sistema cardiovascular (RONDON,;
BRUM, 2003), com o objetivo de manter a homeostasia celular em resposta ao
incremento das necessidades metabdlicas. Como exemplo dessas adaptacdes
temos a bradicardia relativa de repouso, a hipertrofia muscular, a hipertrofia
ventricular esquerda excéntrica e o aumento do VOoms (ARAUJO, 2001). O
exercicio também € capaz de promover a angiogénese, aumentando o fluxo
sanguineo para 0s musculos esqueléticos e para o musculo cardiaco
(SILVERTHORN, 2003; IRIGOYEN, et al., 2003).

3.4 VARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA

Para manutencdo da homeostase, o SNA promove ajustes e, como
consequéncia, o coracdo humano varia a sua frequéncia de funcionamento
batimento-a-batimento. Apesar de este 6rgdo ter sua autonomia, sua inervagao
intrinseca, ser capaz de controlar o seu préprio ritmo, promover conducao
intracardiaca dos estimulos e ter contratilidade, tem também todas essas funcdes
amplamente moduladas pelo SNA. Assim, o coragcdo participa ativamente do
processo de homeostase organica sob tutela do SNA, adequando as funcdes desse
sistema as necessidades metabdlicas e teciduais (ROQUE, 2009).

A excitacdo cardiaca inicia-se com um impulso gerado no nodo sinoatrial, 0
qual é distribuido pelos atrios, resultando na despolarizacdo atrial, que é
representada no ECG pela onda P. Este impulso é conduzido aos ventriculos por
meio do nodo atrioventricular e distribuido pelas fibras de Purkinje, resultando na
despolarizacdo dos ventriculos, a qual no ECG é representada pelas ondas Q, R e
S, formando o complexo QRS. A repolarizacao ventricular é representada pela onda
T (JAMES; CHOISY; HANCOX, 2007).

Segundo Donald Moss e Fred Shaffer (2009), VFC representa as mudancas
no intervalo ou distancia entre um batimento do coracdo e o batimento subsequente.

O intervalo entre batimentos € o tempo entre uma onda R e a proxima onda R do
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ECG, em milissegundos (ms). Além disso, afirma ser altamente variavel esse
intervalo entre ondas dentro de um determinado periodo de tempo, de forma normal
e esperada, indicando a habilidade do coracdo em responder a multiplos estimulos
fisiolégicos e ambientais (respiracdo, exercicio fisico, estresse, alteracdes
metabdlicas, sono, ortatismo, bem como compensar desordens patolégicas)
(AUBERT; SEPS; BECKERS, 2003; RAJENDRA, et al., 2006; SANTOS, et al., 2003;
CATAI, et al., 2002; CARUANA-MONTALDO; GLEESON; ZWILLICH, 2000).

Os sinais da VFC sao obtidos a partir dos intervalos RR registrados no ECG,
ou intervalos de pulso obtidos pela presséo pulsatil com os quais séo construidos os
sinais de tacograma. Considerando-se que as variagdes da FC sdo mediadas pelo
SNA, a guantificacdo destas variacoes reflete o efeito da modulacdo autondmica
sobre a atividade cronotrépica do coracdo (KLEIGER et al., 1995; MALIK; BIGGER,;
CAMM, 1996). Esses sinais podem ser captados por instrumentos como
eletrocardiografos, conversores analogicos digitais e os cardiofrequencimetros, a
partir de sensores externos colocados em pontos especificos do corpo (AUBERT;
SEPS; BECKERS, 2003; RAJENDRA, et al., 2006).

Mudancas nos padrdes da VFC fornecem um indicador sensivel e antecipado
de comprometimentos na saude. Alta VFC é sinal de boa adaptacao, caracterizando
um individuo saudavel com mecanismos autonémicos eficientes. Inversamente,
baixa VFC é frequentemente um indicador de adaptacdo anormal e insuficiente do
SNA, o que pode indicar a presenca de mau funcionamento fisiolégico no individuo,
necessitando de investigacfes adicionais de modo a encontrar um diagndstico
especifico (PUMPRLA et al., 2002).

O desequilibrio do SNA, caracterizado pela reducdo da atividade vagal e
predominante ativagdo simpatica tem sido associado ao aumento da mortalidade
cardiovascular, incluindo morte subita cardiaca (TASK FORCE, 1996).

Para andlise da VFC utilizam-se métodos lineares (dominio do tempo e da
frequéncia) e métodos nao lineares (AUBERT; SEPS; BECKERS, 2003). Métodos
lineares no dominio do tempo sdo obtidos por indices estatisticos e geométricos
efetuados na medida de cada batimento cardiaco (intervalo RR) normal (exclui-se os
artefatos), durante um determinado tempo (expresso em ms). Assim, calculam-se os
indices tradutores de flutuacdes na duragdo dos ciclos cardiacos (TASK FORCE,
1996; RASSI JUNIOR, 2000). Esses indices sdao: SDNN (desvio padréao de todos os

intervalos RR normais gravados em um determinado tempo, expresso em ms);
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SDANN (desvio padréo das médias dos intervalos RR normais, a cada 5 minutos,
em um intervalo de tempo, expresso em ms); SDNNi (média do desvio padrdo dos
intervalos RRs normais a cada 5 minutos expresso em ms); rMSSD (raiz quadrada
da média do quadrado das diferencas entre intervalos RRs normais adjacentes, em
um intervalo de tempo, expresso em ms); pNN50 (porcentagem dos intervalos RR
adjacentes com diferenca de duragdo maior que 50ms) (TASK FORCE, 1996).

Representativamente, os indices SDNN, SDANN e SDNNi estdo ligados as
atividades simpaticas e parassimpaticas, porém nao permite distingui-las. J& os
indices rMSSD e pNN50 representam atividade parassimpatica, pois sao
encontradas a partir de analises de intervalos RR adjacentes (VANDERLEI, 2009).

Ja o método linear no dominio da frequéncia esta relacionado com analise da
densidade espectral, que estuda como a variancia se distribui em funcdo da
frequéncia, ou seja, a andlise espectral decompde a variabilidade total da FC nos
seus componentes causadores, apresentando-se segundo a frequéncia com que
altera a FC (REIS et al., 1998). Para esse calculo, geralmente utilizam-se métodos
paramétricos e nao paramétricos que permitem a leitura dos mesmos resultados,
mas apresentam vantagens préprias. Essa leitura gera um sinal de tacograma, ou
seja, um gréfico que expressa a variacdo dos intervalos RR em funcéo do tempo e é
um sinal processado por algoritmos matematicos, como a transformada réapida de
Fourier ou modelos autorregressivos (AUBERT; SEPS; BECKERS, 2003).

Independente dos métodos supracitados delimitam-se trés faixas de
frequéncias distintas, chamadas de componentes espectrais: baixa frequéncia (LF —
low frequency— variacdo de 0,04 e 0,15 Hz, decorrente da acdo conjunta dos
componentes vagal e simpético sobre o coragdo, com predominancia simpatica); alta
frequéncia (HF — high frequency — variacdo de 0,15 a 0,4 Hz, corresponde a
modulacdo respiratoria e € um indicador da acdo vagal sobre o coracdo); muita
baixa frequéncia (VLF — very low frequency) e ultrabaixa frequéncia (ULF — ultra
lowfrequency) indices menos utilizados pela explicacao fisiologica ndo estar bem
estabelecida e parece estar relacionada ao sistema renina-angiotensina-aldosterona,
a termorregulacdo e ao tbnus vasomotor periférico. A relacdo LF/HF reflete as
alteracOes absolutas e relativas entre os componentes simpatico e parassimpatico
do SNA, caracterizando o balango simpatovagal sobre o coragcdo. (GODOY;
TAKAKURA; CORREA, 2005; NOVAIS, et al., 2004; ROBERTS, 2009).
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A VFC no dominio do tempo também pode ser mensurada pela plotagem de
Poincaré, o qual € um método néo linear de analise da VFC baseado no registro das
duracbes de uma série de batimentos cardiacos sucessivos, medidos pelos
intervalos R-R (CAMBRI et al., 2008). Cada intervalo RR é correlacionado com o
intervalo que antecede, definindo um ponto no plot. A andlise pode ser feita de forma
qualitativa (visual) por meio da figura formada ou quantitativa de ajuste da elipse da
figura formada, tendo trés indices: SD1 (dispersdo dos pontos perpendiculares a
linha de identidade e parece ser um indice de registro instantaneo da variabilidade
batimento-a-batimento); SD2 (dispersdo dos pontos ao longo da linha de identidade
e representa a VFC em registros de longa duracéo); e SD1/SD2 (razdo entre as
variacbes curta e longa dos intervalos RR) (RAJENDRA, 2006; GAMELIN;
BERTHOIN; BOSQUET, 2006).

A teoria do Caos € outro método nado linear que descreve elementos
manifestando comportamentos que sao extremamente sensiveis as condicbes
iniciais, dificilmente se repetem, mas apesar de tudo sdo deterministicos. Tem sido
progressivamente aplicadas para interpretar, explicar e prever o comportamento 0s
fenbmenos biologicos. Esses parametros tém se mostrado bons preditores de
morbimortalidade no ambito clinico, apesar da necessidade de aprofundamento
cientifico, com amostras expressivas e acompanhamento prolongado (GODOY;
TAKAKURA; CORREA, 2005).

Além desses, podemos citar outros métodos nao lineares utilizados para
andlise da VFC: andlise de flutuacdes depuradas de tendéncias, funcdo de
correlacdo, expoente de Hurst, dimensédo fractal e o expoente de Lyapunov
(RAJENDRA, et al., 2006; GODOY; TAKAKURA; CORREA, 2005; LOGIER;
JONCKHEERE; DASSONNEVILLE, 2004).

Apesar de a VFC ter o uso limitado por ser influenciada por fatores como
idade, sexo, respiracdo, capacidade funcional, posicdo corporal e algumas
patologias cardiovasculares, além de batimentos ectopicos e artefatos, como
presenca de transplante, arritmias e marcapassos (THURAISINGHAM, 2006), esse
meétodo tem sido utilizado para compressao de diversas condi¢cdes patologicas e um
forte indicador de riscos relacionados a eventos adversos, refletindo o papel do SNA
na manutencdo da saude (PUMPRLA et al., 2002).



38

4 HIPOTESES

A administracdo crénica da rHUEPO em modelos animais desencadeia uma
disfuncdo autondémica cardiovascular e o treinamento fisico de natacdo consegue

reestabelecer essas alteragoes.

5 METODO

5.1 AMOSTRA

Foram utilizados 36 ratos da linhagem Wistar, adultos (12 semanas),
provenientes do laboratério de Fisiologia da Universidade Federal do Triangulo
Mineiro (UFTM). Os animais foram pareados pela idade e peso e foram
aleatoriamente distribuidos em quatro grupos de acordo com o tratamento recebido:
controle sedentario (GCS, n=10), controle treinado (GCT, n=08), sedentario com
administracdo de EPO (GES n=10) e grupo treinado e com administracao de EPO
(GET, n=08). Foi realizada a pesagem dos animais no inicio, durante e apés todos
os procedimentos experimentais.

As condi¢Bes ambientais do biotério foram mantidas durante todo o processo
experimental, seguindo padronizacdo do Comité de Etica para uso de animais
(CEUA) da UFTM. No que se refere a temperatura (18-22°C), controle de ventilacao
(10-15 trocas/hora), nivel de ruido (0,1 a 65 dB), umidade relativa (45-55%) e
luminosidade, reproduzindo-se o ciclo claro e escuro a cada 12 horas
(CARPENTER, 2010; PAIVA et al., 2005). Os animais foram alimentados com ragao
e agua “ad libitum”. O projeto foi aprovado pela CEUA/UFTM, sob protocolo 335 em
2015.

5.2 TREINAMENTO FiSICO

Previamente ao protocolo de treinamento fisico foi realizado um processo de
adaptacao ao meio liquido que consistiu em colocar os animais dos grupos treinados
na agua por um periodo de duas semanas, cinco dias por semana, por 30 minutos,
com a finalidade de reduzir o possivel estresse dos animais a realizacdo do

exercicio fisico nesse meio (GOBATTO et al., 2001).
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O protocolo de natagdo foi realizado em um tanque com medidas de
100cmx50cmx60cm com a 4gua aquecida em 30°C + 1°C a uma profundidade de 40
cm, evitando assim que o0s animais encostem a cauda no fundo do mesmo. O
treinamento fisico iniciava-se as 13h00 e esse horario permaneceu durante todo o
protocolo.

Os animais dos GCT e GET realizaram o treinamento de natagdo numa
frequéncia de cinco vezes na semana com duracao de oito semanas consecutivas. A
duracéo e a intensidade da sesséo de treino foram gradualmente aumentadas até os
animais atingirem 60 minutos e com uma intensidade relativa de 5% da massa
corporal, respectivamente. Posteriormente, essas variaveis foram mantidas
constantes (adaptado de MEDEIROS et al., 2004), como mostra o quadro 1. Para o

ajuste da intensidade relativa, os animais foram pesados no primeiro dia de cada

semana.
Quadro 1 - Protocolo do treinamento de natacao.
Semanas
1 2 3 4 5 6 7 8
. . 60min 60min 60min 60min 60mMin  60mMin 60 Min
Segunda-feira 10 min 1% 2% 3% 4% 5% 5% 5%

. . 60min 60min 60min 60min 60mMin  60mMin 60 Min
Terca-feira 20 min 1% 20 3% 2% 506 506 5%
Quarta-feira 30 min 60min 60min 60min 60min 60min 60min 60 mMin

1% 2% 3% 4% 5% 5% 5%
. . . 60min 60min 60min 60min 60mMin 60mMin 60 Min
Quinta-feira 40 min 1% 2% 3% 4% 5% 5% 5%
Sexta-feira 50 min 60min 60min 60min 60min 60min 60mMin 60 mMin

1% 2% 3% 4% 5% 5% 5%

Fonte: adaptado de MEDEIROS et al. (2004). Nota: min: minutos; %: percentual de sobrecarga

relativo a massa corporal.

Os animais dos GCS e GES foram colocados no tanque com agua por 10
minutos em dois dias da semana durante as oito semanas para minimizar o estresse
aguatico associado ao protocolo de natacdo que os animais do GCT e GET
sofreram. O protocolo de natacdo utilizado em nosso estudo estd previamente
caracterizado como um treinamento de moderada intensidade e longa duragéo,
sendo efetivo em aumentar a capacidade oxidativa muscular (LANCHA JUNIOR,
1991).
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5.3 ERITROPOIETINA

A EPO exoOgena utilizada foi a Alfaepoetina (rtHUEPO 4.000U.l./ml Blau®)
diluida na proporcdo de 1/79 ml de agua destilada. Os animais dos GES e GET
receberam 50 U.I./Kg administrados de forma subcutanea por trés vezes na semana.
Segundo Albuquerque (2009), essa dosagem apresenta-se mais fidedigna em
expor/refletir os efeitos da administracdo de rHUEPO enquanto doping. Além disso,
Jelkmann (2002) afirma que doses relativamente baixas de rHUEPO (3x15 U.l./kg de
peso corporal) ja sao suficientes para aumentar significativamente os valores de
hematdcritos.

Os animais dos GCS e GCT receberam uma solucdo de soro fisiologico
(0,9%) administrada também de forma subcutanea, por trés vezes na semana para
que fossem submetidos ao estresse da injecdo, sem causar efeitos fisioldgicos. A
figura 3 mostra uma representacdo esquematica do desenho experimental.

Eritropoietina 50 Ul/kg/3x por semana

Canulagéo

Registros
Eutanasia e

retirada tecidos

T Coletade sangue

Distribuicéo

da Sem1 |Sem2|Sem3|Sem4|Sem5|Sem 6| Sem 7 | Sem 8 | 24h | 24h | No mesmo dia
amostra

Pesagem

Treinamento fisico de natagdo 5x por semana

Figura 3 - Representacdo esquematica do desenho experimental. Fonte: autor (2015). Sem: semana;
h: horas; Ul/kg: unidades internacionais por quilo de massa corporal.

5.4 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Vinte quatro horas apdés o ultimo dia de treinamento fisico, os animais foram
anestesiados com Tribromoetanol (250mg/kg i.p.) e em seguida, cateteres de
polietileno (PE-10 fundido a uma extensdo de PE-50; Clay Adams™ Brand,
PolyethyleneTubing, Becton Dickinson, Sparks) foram introduzidos na artéria femoral
esquerda para registro direto da PA e outra na veia femoral para administracao de

drogas. Posteriormente, os cateteres foram exteriorizados para a regido dorsal dos
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animais e 0s mesmos permaneceram por 24 horas em caixas individuais para

recuperacgao pos-operatéria.

5.5 NIVEIS BASAIS DE FREQUENCIA CARDIACA E PRESSAO ARTERIAL

Apébs a recuperacgdo cirurgica, o cateter arterial foi conectado a um transdutor
de PA e a um amplificador de sinais (Model 8805A, Hewlett-Packard, USA) sendo
convertido por uma placa analogo-digital (com frequéncia de amostragem -1000Hz)
e transferido a um sistema computadorizado de aquisicdo de dados (Agdados, Lynx
Tec. Eletron. SA, Sao Paulo, Brasil).

Os animais permaneceram em uma sala com ambiente tranquilo a uma
temperatura de 27°C por um periodo de adaptacdo de 15 minutos e em seguida
foram realizados registros continuos da PA pulsatil por 30 minutos para obtencéo
dos valores basais da PA e FC, e que foram também utilizados para as analises da
VFC.

5.6 VARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA

O sinal de PA, continuamente registrado no periodo inicial de 30 minutos foi
processado pelo software PRE 24, de modo a gerar séries temporais batimento-a-
batimento de intervalo de pulso (IP). A variancia dos valores de IP dentro do periodo
basal foi tomada como um indice de variabilidade no dominio do tempo.

A variabilidade do IP também foi avaliada no dominio da frequéncia,
empregando-se 0 método de andlise espectral autoregressivo (MALLIANI, 1991;
TASK FORCE, 1996). Séries temporais do IP foram divididas em segmentos
seriados de 300 batimentos, sendo que todo segmento sucessivo sobrepds em 50%
(150 batimentos) no segmento anterior (método de Welch). Usando segmentos
estacionarios das séries temporais, parametros autoregressivos foram estimados
através do meétodo de Levinson-Durbin e a ordem do modelo foi escolhida de acordo
com o critério de Akaike.

Em seguida, sobre cada segmento estacionario individual de 300 batimentos,
foi realizada a decomposicao espectral. Este procedimento permite automaticamente
guantificar a frequéncia central e a poténcia de cada componente espectral relevante

em unidades absolutas, bem como em unidades normalizadas.
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O procedimento de normalizacéo foi realizado pela divisdo da poténcia do
componente de LF (0,20-0,80 Hz) ou HF (0,80 —3,00 Hz) pela poténcia espectral
total, da qual se subtraiu a poténcia da banda VLF, multiplicando-se o resultado por
100 (MALLIANI, 1991; TASK FORCE,1996). Os parametros espectrais obtidos para
cada segmento estacionario individual de 300 batimentos foram medidos e valores
médios resultantes para os 30 minutos basais foram coletados para cada animal.

5.7 SENSIBILIDADE BARORREFLEXA CARDIACA

O teste da sensibilidade barorreflexa cardiaca foi realizado imediatamente
apos a analise basal da FC e PA, por meio da avaliacdo das respostas bradicardicas
e taquicardicas reflexas. Para isso, foram administradas doses de fenilefrina (FEN) e
nitroprussiato de sodio (NPS) em concentracdes diferentes pelo cateter da veia
femoral exteriorizado no dorso dos animais, ambos no volume de 1pL/kg peso
corporal. A ordem das drogas e suas concentracdes foram: FEN 2 pg/ Kg, FEN 4 pg/
Kg, NPS 8 ug/ Kg e NPS 16 pg/ Kg. O intervalo entre cada dose foi de 5 minutos
para se registrar as elevacoes e reducdes de PA induzidas pelas drogas e para que
os valores retornem aos basais (Figura 4).

3 min 5 min 5 min 5 min 5 min

2 g/ Kg 4 ug/Kg 8 ug Kg 16 ug/ Kg

NITROPUSSIATO N NITROPRUSSIATO
FENILEFRINA § FENILEFRINA DE SODIO DE SODIO

Figura 4 - Representacao esquemaética do protocolo de teste de sensibilidade barorreflexa cardiaca.
Fonte: autor (2015). Min: minutos e pug/Kg: microgramas por quilo de massa corporal.

A FEN é um agonista de receptor a; adrenérgico, causando uma
vasoconstriccdo arterial periférica e, consequentemente, um aumento da PA. Essa
situacdo ativa barorreceptores e o nervo vago, levando a um decréscimo da FC
reflexamente. JA o NPS € um vasodilatador ndo dependente do endotélio que causa
uma queda da PA e um aumento da FC de maneira reflexa (ANTUNES;
BONAGAMBA; MACHADO, 2005)
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As magnitudes da bradicardias e taquicardias reflexas induzidas,
respectivamente pelas respostas pressoéricas da FEN ou depressora do NPS, foram
calculadas por meio da quantificacdo das variagcbes da PAM com as respostas da

FC reflexamente induzidas.

5.8 TONUS AUTONOMICO CARDIACO

Em sequéncia dos registros basais e da sensibilidade barorreflexa cardiaca,
doses de sulfato de atropina (antagonista do receptor muscarinico, que impede a
acdo da acetilcolina, portanto, bloqueia a atividade parassimpatica no coracdo) na
concentracdo de 20 pg/ml. Quinze minutos depois, administracdo de cloridrato de
propranolol (antagonista ndo seletivo B-adrenérgico, que inibe a acdo das
catecolaminas, bloqueando entdo a atividade simpatica no coragcdo) na
concentragdo de 25 pg/ml, e um registro de mais 15 minutos foi executado
(ANTUNES; BONAGAMBA; MACHADO, 2005). Ambas as drogas no volume de 200
uL/kg de massa corporal e foram administradas no cateter femoral exteriorizado no

dorso do animal (Figura 5).

3 min 15 min 15 min

25 pg/ml

CLORIDRATO DE
PROPRANOLOL

20 pg/ml

SULFATO DE ATROPINA

Figura 5 - Representacdo esquemaética do protocolo de teste de tdnus autonémico cardiaco. Fonte:
autor (2015). Min: minutos e pg/ml: microgramas por milimetros.

A ordem de bloqueio autonémico foi alternada entre os animais, permitindo a
quantificacdo do TS e TV cardiacos, bem como a frequéncia intrinseca de

marcapasso cardiaco (FIMC) e o indice simpatovagal (ISV).
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5.9 ERITROGRAMA

Apés a realizacdo dos protocolos experimentais, 0s animais foram
eutanasiados com Tiopental S6dico em uma concentracdo de 100mg/Kg por via de
administracdo intraperitoneal. Imediatamente apds a eutanasia, foi coletado 2 ml de
sangue da veia cava inferior, homogeneizado e armazenado em tubo coletor a
vacuo com anticoagulante EDTA (Vacutainer®), preenchendo ¥ do volume do tubo
capilar e vedado a extremidade. O tubo foi colocado na micro centrifuga e
centrifugado a 10.000 RPM por cinco minutos. A leitura do valor do hematdcrito em
porcentagem foi feita em tabela apropriada.

A dosagem da hemoglobina foi feita pelo método da cianometahemoglobina e
para a contagem das hemacias foi utilizado o método do Hemocitdmetro em Camara
de Neubauer. Todas as andlises hematolégicas foram realizadas no laboratério de
andlises clinicas do Centro de Educacéo Profissional (CEFORES) da UFTM.

5.10 ANALISE MORFOLOGICA CARDIACA E RENAL

O coracdo e o rim direito foram excisados e lavados em soro fisiolégico
(0,9%). Os coracdes foram pesados para o célculo da razdo massa do coragao
absoluto/massa corporal, estimando assim a hipertrofia cardiaca. Apds a pesagem,
0 coracgao e rim direito foram mantidos em tubos Falcons de 50 ml com solucédo de
formol a 10%.

Ap6s serem cortados no eixo transversal e frontal, o coracdo e o rim,
respectivamente, foram colocados nos cassetes devidamente identificados para o
processamento. Para a fixagdo do tecido, o material ficou 48 horas em solugéao de
formol a 10%. Em seguida, aconteceu o processo de desidratacdo, no qual o
material foi mergulhado em frascos contendo alcool em concentragdes crescentes
(de 70% até alcool absoluto) por 30 minutos em cada. Para o processo de
diafanizacdo ou clareamento, os cassetes foram imersos trés vezes em frascos de
xilol, também por 30 minutos cada, fazendo com que os tecidos embebidos nessa
substancia tornassem translucidos.

Para a impregnacdo na parafina, o material foi incluido em recipientes
contendo parafina liquida a 60°C e colocados em estufa, num total de dois banhos,

com duracdo de 30 minutos e 15 minutos. Em seguida, fez-se a incluséo
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propriamente dita em que a parafina foi derramada em formas de aluminio com o
material e formaram-se blocos quando esfriaram.

Os blocos de parafina foram cortados em um micrétomo com espessura de
cinco micrémetros. Os cortes foram colocados em banho-maria de agua aquecida
para evitar dobras e inseridos na lamina. Foram feitas cinco laminas: trés de
reservas para futuros processos de coloracdo, uma corada com hematoxilina eosina
para analise morfolégica de forma geral e outra corada com picrosirius para verificar
a existéncia de tecido conjuntivo em excesso.

As analises morfolégicas foram realizadas no Laboratério de Patologia Geral
da UFTM. Para quantificar a hipertrofia cardiaca, as laminas coradas com
hematoxilina eosina foram analisadas através do microscépio Leica DPC 300 FX®
utilizando uma lente com aumento de 40x. As imagens foram capturadas pelo
software Adobe Photoshop® 6.0. Depois de todas as imagens capturadas, o software
ImageJ 1.50b® foi utilizado para quantificar o diametro dos nUcleos dos

cardiomidécitos, bem como a espessura da parede do VE.

5.11 ANALISE HISTOLOGICA CARDIACA E RENAL

Também conduzidas no Laboratério de Patologia Geral da UFTM, as laminas
coradas com picrosirius foram analisadas no microscopio Zeiss — LSM T-PMT®
utilizando uma lente com aumento de 20x e para capturar as imagens foi utilizado o
software AxioVision® 4.9.1.0. Em seguida, uma série de andlises é feita
automaticamente pelo software ImageJ 1.50b® para detectar cores especificas que
representam fibrose do tecido cardiaco e renal e assim, quantificar a porcentagem

dessa area no total da area da imagem.

5.12 ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente, foi feito o teste de Kolmogorov-Smirnov para determinar a
normalidade das amostras. Os parametros analisados foram comparados entre 0s
grupos utilizando-se o teste ANOVA “two way” seguido pelo teste post-hoc de Tukey
quando as variaveis apresentassem distribuicdo normal. Foi definido como etiologia
0 uso ou ndo da rHUEPO; como intervengdo a execugdo ou ndo de treinamento

fisico; e como interacdo a analise das duas variaveis juntas. Caso os parametros
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analisados apresentassem distribuicdo ndo normal, foi utilizado o teste de Mamn-
Whitney.

Os resultados referentes ao peso corporal antes e apdés o periodo de
treinamento fisico foram comparados através do teste ANOVA ‘“two way” para
medidas repetidas, seguidos do teste post-hoc de Tukey de acordo com presenca de
normalidade e ANOVA “Two Way on Ranks” seguido pelo post-hoc de Dunn's para
medidas repetidas em caso da distribuicdo de amostra ndo normal.

Todos os parametros avaliados foram expressos como média + erro padrao
da média (xepm) e foi adotado um nivel de significancia de p<0,05. As analises
foram conduzidas utilizando-se o software SigmaStat® 2.03 (Jandel Scientific
Software; SPSS, Chicago, IL).

6 RESULTADOS

A massa corporal dos animais foi avaliada no inicio de cada semana, como
descrito anteriormente e o grafico 1 mostra os resultados dos valores médios entre
0S grupos durante as oito semanas de protocolos. Os animais apresentaram ganho
gradual da massa corporal entre as semanas, sendo estatisticamente significativo
comparado com os valores basais (GCS: 340,50 + 10,04; 408,50 * 4,38; 400,40 +
6,62; 418,30 + 9,49; 436,00 + 6,86 - GCT: 330,0 + 15,66; 396,43 + 20,81; 371,14 +
17,85; 372,86 + 16,90; 417,43 + 15,54 - GES: 337,78 £ 5,72; 366,67 + 8,08; 408,11 +
11,11; 406,00 + 9,02; 424,44 + 10,15 - GET: 318,75 + 6,86; 355,88 + 11,52; 380,00 +
11,41; 402,25 + 12,49; 414,38 £ 17,10, respectivamente nas semanas 0,2,4,6 e 8).

Na segunda semana, o GCS teve um comportamento diferente, apresentando
maior média de massa corporal comparado com os demais grupos (GCS: 408,50 +
4,38g; GCT: 396,43 + 20,81; GES: 366,67 + 8,08g; GET: 355,88 + 11,529).
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Gréfico 1 - Massa corporal das 8 semanas. Fonte: autor (2015). GCS, grupo controle sedentério; GCT, grupo
controle treinado; GES, grupo sedentario com EPO; GET, grupo treinado com EPO. Dados expressos como
média + erro-padréo. #p<0,05 vs GCT; $p<0,05 vs GET; &p<0,05 vs GES; a p<0,05 vs Semana 0 (basal).

A administracdo de eritropoietina alterou os dados hematologicos dos animais
dos GES e GET, exceto para os valores médios de VCM (volume corpuscular médio)

e HCM (hemoglobina corpuscular média) (Tabela 1).

Tabela 1 - Eritrograma.

GCS GCT GES GET

(n=10) (n=08) (n=10) (n=08)
Hemécias (mm?) 6,85E+06 + 6,04E+05 6,28E+06 + 4,4E+05 8,9E+06 + 6,11E+05 ©  1,14E+07 + 6,4E+05 "
Hematdcritos (%) 40,10 £ 1,70 36,71 + 2,46 51,79 + 2,237 53,35 + 2,19"
Hemoglobina (g/dl) 13,37 £ 0,57 11,73+ 0,70 17,26 0,74 " 17,78 + 0,73"
VCM (fl) 64,08 + 7,57 58,86 + 1,42 60,00 + 3,77 47,71 + 3,14
HCM (pg) 21,36 + 2,52 18,85 + 0,35 20,03 + 1,26 15,90 + 1,05

Fonte: autor (2015). E: expoente; GCS, grupo controle sedentario; GCT, grupo controle treinado;
GES, grupo sedentario com EPO; GET, grupo treinado com EPO; VCM, volume corpuscular médio;
HCM, hemoglobina corpuscular média. Dados expressos como média = erro-padrao. * p<0,05 vs
GCS. # p<0,05 vs GCT.

Houve uma diminuicdo da FC basal nos grupos que realizaram o treinamento
fisico (Gréafico 2), verificado depois do teste ANOVA TWO WAY (p=0,004 para
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intervencao) porém, executando o teste de acompanhamento Post Hoc de Tukey,
essa diferenca foi significativa somente no GCT (309,28 + 9,95 bpm) comparado
com seu respectivo grupo sedentario (GCS: 348,80 + 12,56 bpm). Para o GET
percebe-se uma tendéncia (p=0,061) de queda da FC basal (310,07 + 10,30 bpm)
guando comparado com o GES (339,60 + 8,29 bpm).
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Gréfico 2 - Frequéncia cardiaca basal. Fonte: autor (2015). GCS, grupo controle sedentéario; GCT,
grupo controle treinado; GES, grupo sedentario com EPO; GET, grupo treinado com EPO. Dados
expressos como média + erro-padrdo. *p<0,05 vs GCS.

O gréfico 3 mostra os valores da presséao arterial sistolica (PAS) (Gréafico 3A),
pressao arterial diastélica (PAD) (Grafico 3B) e PAM (Gréafico 3C) em repouso. A
eritropoietina foi capaz de aumentar a PAS de maneira significativa comprovado pelo
teste ANOVA TWO WAY (p=0,008 para etiologia), mas quando se executa o teste
de acompanhamento Post Hoc de Tukey, esse aumento € significativo apenas no
grupo sedentario (GES: 126,69 + 4,31 mmHg vs GCS: 113 + 3,76 mmHg). No GET
observou-se uma tendéncia (p=0,088) de aumento da PAS basal comparado com o
seu respectivo grupo controle (GET: 119,57 + 4,14 mmHg vs GCT: 107,84 £+ 5,71
mmHgQ).

Em contrapartida, ndo houve diferenca entre os grupos nos valores médios da
PAD (GCS: 71,21 + 3,09 mmHg; GCT: 73,23 + 5,53 mmHg; GES: 74,82 + 5,97
mmHg e GET: 81,85 = 4,20 mmHg) tampouco da PAM (GCS: 85,14 + 1,86 mmHg;
GCT: 84,77 = 3,42 mmHg; GES: 92,11 + 4,78 mmHg e GET: 94,42 + 3,67 mmHg).
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Grafico 3 - Pressao arterial sistélica (A), pressdo arterial diastélica (B) e pressado arterial média (C).
Fonte: autor (2015). GCS, grupo controle sedentario; GCT, grupo controle treinado; GES, grupo
sedentario com EPO; GET, grupo treinado com EPO. Dados expressos como média * erro-padrao.
*p<0,05 vs GCS.
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A tabela 2 apresenta os aspectos da VFC no dominio do tempo e da
frequéncia. O GCT teve maior valor médio do IP entre os grupos e foi significativo
comparado com o GCS, e apresentou maior valor de HF comparado com o seu
respectivo grupo sedentario, dados estes que corroboram com o valor mais baixo

encontrado na FC basal apresentado anteriormente.

Tabela 2 - Variabilidade da frequéncia cardiaca.

GCS GCT GES GET
(n=10) (n=08) (n=10) (n=08)
IP (ms) 174,17 £ 6,69 195,22 + 6,34 177,51 £ 4,25 194,84 £ 5,76
Variancia (ms?) 13,24 £ 2,77 20,07 + 4,17 15,23 + 1,48 21,66 + 4,34
VLF 8,33+ 1,96 9,12 +2,78 9,83 + 0,85 12,45 + 2,51
LF (ms?) 0,68 + 0,22 1,14 £ 0,27 0,68+0,12 2,94+ 1,87
LF, nu (%) 9,19+ 2,32 9,80+ 1,86 11,03 £1,22 12,36 + 1,95
HF (ms?) 4,05 % 0,69 9,79 + 2,63 4,61+0,61 6,25+ 0,75
HF, nu (%) 85,70 + 2,22 89,82 +2,10 87,58 + 1,56 86,82 + 1,61
Relagdo LF/HF 0,15 + 0,04 0,13 + 0,03 0,17 + 0,02 0,53 + 0,37

Fonte: autor (2015). GCS, grupo controle sedentério; GCT, grupo controle treinado; GES, grupo
sedentario com EPO; GET, grupo treinado com EPO; IP, intervalo de pulso; VLF, poténcia de muita
baixa frequéncia; LF, poténcia de banda de baixa frequéncia; LF,nu, poténcia de banda de baixa
frequéncia em unidades normalizadas; HF, poténcia de banda de alta frequéncia; HF,nu, poténcia de
banda de alta frequéncia em unidades normalizadas. Dados expressos como média + erro-padrao.
* p<0,05 vs GCS.

As tabelas 3 e 4 apresentam os resultados da VPAS e VPAD,
respectivamente. Nao houve diferenca significativa para a VPAS entre os grupos. Ja
para a VPAD, o GET apresentou menor valor médio de LF comparado com o GCT.
Para o LF (nu) o teste ANOVA Two Way mostrou uma diferenca significativa para a
etiologia (p=0,045). Depois de aplicar o teste de acompanhamento Post Hoc de

Tukey ndo observamos diferengas entre as médias individuais de cada grupo.
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Tabela 3 - Variabilidade da pressao arterial sistolica.

GCS GCT GES GET
(n=10) (n=08) (n=10) (n=08)
Variancia (mmHg?) 26,14 + 3,45 36,75 + 14,89 31,66 + 4,00 26,33 +4,10
VLF (mmHg?) 13,82 £ 2,07 19,68 £ 7,61 15,81+ 1,90 16,57 £ 2,51
LF (mmHg?) 9,38+1,24 13,97 £ 6,43 12,06 £ 2,91 6,51+0,73
LF, nu (%) 71,25+ 254 70,64 7,79 67,05+ 4,47 68 £ 6,47

Fonte: autor (2015). GCS, grupo controle sedentario; GCT, grupo controle treinado; GES, grupo
sedentario com EPO; GET, grupo treinado com EPO; VLF, poténcia de muita baixa frequéncia; LF,
poténcia de banda de baixa frequéncia; LF,nu, poténcia de banda de baixa frequéncia em unidades
normalizadas. Dados expressos como média + erro-padrao.

Tabela 4 - Variabilidade da presséo arterial diastdlica.

GCS GCT GES GET
(n=10) (n=08) (n=10) (n=08)
Variancia (mmHg?) 22,24 +2,15 28,20£5,61 23,50 £ 5,97 20,16 £1,53
VLF (mmHg?) 11,97 +1,14 16,01 + 4,14 9,84 +0,81 12,45 + 0,70
LF (mmHg?) 7,77+1,03 9,12 +1,18 9,14 +3,17 4,48 + 0,53
LF, nu (%) 73,22 3,18 73,45 + 6,56 64,84 + 2,76 61,74 £6,68 "

Fonte: autor (2015). GCS, grupo controle sedentério; GCT, grupo controle treinado; GES, grupo
sedentario com EPO; GET, grupo treinado com EPO; IP, intervalo de pulso; VLF, poténcia de muita
baixa frequéncia; LF, poténcia de banda de baixa frequéncia; LF,nu, poténcia de banda de baixa
frequéncia em unidades normalizadas. Dados expressos como média + erro-padrdao. * p<0,05 vs
GCS; # p<0,05 vs GCT.

Os resultados da sensibilidade barorreflexa cardiaca em relacdo as diferentes
doses administradas de FEN e NPS estdo representados na tabela 5.

Tabela 5 - Sensibilidade barorreflexa cardiaca nas diferentes doses de FEN e NPS.

GCS GCT GES GET

Doses drogas
(n=10) (n=08) (n=10) (n=08)

FEN 2 pg/ Kg -0,37+0,16 -0,55 + 0,06 -0,70+0,23  -0,54+0,12
FEN 4 pg/ Kg -0,49+0,11 -0,66+0,18 -1,08+1,17  -0,65 £ 0,40
NPS 8 ug/ Kg -1,53+0,23 -1,73+0,27  -158+0,33  -1,86+0,27
NPS 16 ug/Kg  .139+0,18 -1,45+0,2 -250+0,68  -1,61+0,24

Bradicardia reflexa

Taquicardia reflexa

Fonte: autor (2015). GCS, grupo controle sedentério; GCT, grupo controle treinado; GES, grupo
sedentario com EPO; GET, grupo treinado com EPO. Dados expressos como média + erro-padréo.
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Ja os valores médios de taquicardia e bradicardia reflexa podem ser
evidenciados no grafico 4. Podemos observar que nao ocorreram diferencas

significativas entre os grupos, independente da dosagem das drogas ou do valor

meédio.
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Grafico 4 - Sensibilidade barorreflexa cardiovascular. Fonte: autor (2015). GCS, grupo controle
sedentario; GCT, grupo controle treinado; GES, grupo sedentario com EPO; GET, grupo treinado com

EPO. Dados expressos como média + erro-padrao.

O gréfico 5 apresenta os resultados do efeito direto do bloqueio simples de
cada sistema do controle autondmico cardiaco. O grafico 5A mostra o bloqueio
simples do SNS depois da administracdo de PROP e, com a FC antes e depois da
droga, avalia-se o efeito desse sistema sobre o coracdo. Nao houve diferenca
significativa entre os grupos nessa variavel.

Enquanto que o grafico 5B mostra o bloqueio simples do SNP depois da
administracdo de ATRO e, da mesma forma, com a FC antes e depois do bloqueio,

avalia-se o0 efeito desse sistema sobre o coracdo. Para o efeito vagal, o teste
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ANOVA TWO WAY mostrou um aumento para 0S grupos que receberam EPO
(p=0,027 para etiologia) e, com o teste de acompanhamento Post Hoc de Tukey, ndo

houve diferenca entre as médias individuais de cada grupo.
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Gréfico 5 - Efeito simpatico (A) e efeito vagal (B). Fonte: autor (2015). GCS, grupo controle
sedentario; GCT, grupo controle treinado; GES, grupo sedentario com EPO; GET, grupo treinado com
EPO. Dados expressos como média + erro-padrao.

A FIMC esta representada no grafico 6, juntamente com o TS e TV. A FIMC
no GES foi maior (393,13 + 9,79 bpm) comparado com o GCS (360,63 £ 9,29 bpm).
Para o TS, o GCT apresentou um menor valor comparado com o GCS (2,88 + 9,24
bpm e 33,58 + 8,27 bpm, respectivamente). O grupo GET também apresentou
menor valor médio (15,95 + 10,68 bpm) comparado com seu respectivo grupo
sedentario (GES: 44,31 + 7,55 bpm). Para o TV, o GET apresentou maior valor
(68,73 = 12,93 bpm) comparado com o GCT (18,81 + 16,70 bpm), mostrando um



54

aumento da acdo parassimpatica sobre o coracdo no grupo que recebeu EPO e

realizou o treinamento fisico.
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Graéfico 6 - Ténus autonémico cardiaco e frequéncia intrinseca de marcapasso cardiaco. Fonte: autor
(2015). GCS, grupo controle sedentario; GCT, grupo controle treinado; GES, grupo sedentario com
EPO; GET, grupo treinado com EPO. Dados expressos como média + erro-padréo. * p<0,05 vs GCS;
#p<0,05 vs GCT; &p<0,05 vs GES.

O GES apresentou uma diminuicdo da hiperatividade simpatica sobre o
coracao (0,90 £ 0,03%) quando comparado com seu respectivo grupo controle
(GCS: 1,01 £ 0,03%), como mostra o grafico 7. Da mesma forma, o GET também
apresentou uma diminuigédo do ISV (0,87 = 0,03%) quando comparado com 0 seu

respectivo grupo controle (GCT: 0,98 + 0,04%).
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Gréfico 7 - indice simpato-vagal. Fonte: autor (2015). GCS, grupo controle sedentéario; GCT, grupo
controle treinado; GES, grupo sedentario com EPO; GET, grupo treinado com EPO. Dados expressos
como média + erro-padréo. *p<0,05 vs GCS; #p<0,05 vs GCT;

As estimativas da hipertrofia cardiaca estdo apresentadas na tabela 6, onde
se observa os dados referentes a massa cardiaca absoluta e relativa. O GCT obteve
uma maior massa cardiaca relativa em comparacdo com o GCS, por outro lado,
ambos 0s grupos que receberam rHUEPO tiveram menores valores comparados ao

GCT.

Tabela 6 - Estimativa da hipertrofia cardiaca.

GCS GCT GES GET
(n=10) (n=08) (n=10) (n=08)
Massa cardiaca
1,60 + 0,06 1,74+0,11 1,50 £ 0,06 1,53 £ 0,07
absoluta (g)
Massa cardiaca * # #
0,0037 + 0,0001 0,0042 £ 0,0003  0,0035 + 0,0001 0,0036 + 0,0001

relativa (g)

Fonte: autor (2015). GCS, grupo controle sedentario; GCT, grupo controle treinado; GES, grupo
sedentario com EPO; GET, grupo treinado com EPO. Dados expressos como média + erro-padrao.*
p<0,05 vs GCS. # p<0,05 vs GCT.

Com intuito de comprovar a hipertrofia cardiaca, um estudo histolégico foi
feito. Para isso, tém-se os resultados do diametro do nucleo dos cardiomidcitos e
espessura da parede do VE, conforme tabela 7. Corroborando com os dados da
estimativa cardiaca apresentados anteriormente, o GCT mostrou maior valor de
didmetro dos nucleos dos cardiomiécitos quando comparados com o GCS. Além
disso, o GES também apresentou maior valor nessa variavel comparado com o
GCS. Para a espessura da parede do VE, nao houve diferenca significativa entre os

grupos.
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Tabela 7 - Estudo histolégico do tecido cardiaco.

GCS GCT GES GET
(n=10) (n=08) (n=10) (n=08)

Didmetro nuclear de . .
o 4,16 £ 0,04 4,87 + 0,09 4,98 + 0,04 4,80 + 0,05
cardiomiécitos (um)

Espessura da parede do VE
cm) 0,160 +0,004 0,190 +0,006 0,188+0,008 0,182 + 0,006
cm

Fonte: autor (2015). GCS, grupo controle sedentério; GCT, grupo controle treinado; GES, grupo
sedentario com EPO; GET, grupo treinado com EPO; VE, ventriculo esquerdo. Dados expressos
como média + erro-padrdo.* p<0,05 vs GCS.

A figura 6 mostra as imagens representativas da histologia do tecido cardiaco.




Figura 6 - Imagens representativas do estudo histolégico cardiaco para analise do diametro do nucleo
dos cardiomidcitos. Fonte: autor (2015). A: GCS, grupo controle sedentario; B: GCT, grupo controle
treinado; C: GES, grupo sedentario com EPO; D: GET, grupo treinado com EPO.

Jé a figura 7 apresenta as imagens representativas das laminas dos corac¢des
coradas com hematoxilina-eosina, que possibilitou a medida da espessura da

parede do VE.

Figura 7 - Imagens ilustrativas do estudo histolégico cardiaco para analise da espessura da parede
do ventriculo esquerdo. Fonte: autor (2015). A: GCS, grupo controle sedentario; B: GCT, grupo
controle treinado; C: GES, grupo sedentario com EPO; D: GET, grupo treinado com EPO.

Utilizando a coloracdo de picrosirus é possivel visualizar areas com fibrose
excessiva, nesse sentido, a tabela 8 mostra uma quantificagdo em porcentagem
dessa area no tecido cardiaco e renal. Os GES e GET apresentaram maiores areas

de fibrose cardiaca comparados com os GCS e GCT. Enquanto que no rim, o GES
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apresentou maior area de fibrose comparada com o GCS e o GET apresentou maior
valor dentre todos 0s grupos.

Tabela 8 - Fibrose cardiaca e renal.

GCS GCT GES GET
(n=10) (n=08) (n=10) (n=08)

Fibrose cardiaca (%) 18,63 + 0,70 18,08 + 0,64 30,15+0,71" 39,74 +1,03*"

Fibrose renal (%) 5,75 + 0,70 9,61 + 0,59 1583+ 058 30,64 +046 "%

Fonte: autor (2015). GCS, grupo controle sedentério; GCT, grupo controle treinado; GES, grupo
sedentario com EPO; GET, grupo treinado com EPO. Dados expressos como média + erro-padrdo. *
p<0,05; #p<0,05 vs GCT; &p<0,05 vs GES.

Podemos evidenciar a seguir as imagens ilustrativas da fibrose cardiaca

(Figura 8A, 8B, 8C e 8D) e fibrose renal (Figura 8E, 8F, 8G e 8H).
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Figura 8 - Imagens representativas da fibrose cardiaca e renal. Fonte: autor (2015). Imagens do
tecido cardiaco: A: GCS, grupo controle sedentério; B: GCT, grupo controle treinado; C: GES, grupo
sedentario com EPO; D: GET, grupo treinado com EPO; Imagens do tecido renal: E: GCS, grupo
controle sedentario; F: GCT, grupo controle treinado; G: GES, grupo sedentario com EPO; H: GET,
grupo treinado com EPO.

7 DISCUSSAO

Os animais tiveram um crescente ganho de massa corporal ao longo das oito
semanas de protocolos, que foram estatisticamente diferentes comparados com a
semana basal. Esse comportamento é esperavel visto que o protocolo foi iniciado na
idade adulta dos animais (seis semanas de vida) e eles continuaram evoluindo
guanto a massa corporal, seguindo uma curva de crescimento soméatico ao longo
das semanas (BOLANOS, ARRUDA, 2009).

Apesar do GCT e GET se mostrarem com valores abaixo dos GCS e GES,
nao foi significativo, e isso pode ter acontecido por uma mudanca na composi¢ao
corporal dos animais, ja que ndao houve uma distincdo entre massa gorda e massa
muscular magra, além de que também né&o se avaliou 0 consumo alimentar.

E importante controlar a massa corporal dos animais a cada semana para,
primeiro, comprovar que a amostra € homogénea e que ndo houve nenhuma
discrepancia que poderia interferir nas variaveis analisadas do controle do sistema
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cardiovascular; e segundo, para confirmar que a intensidade de treinamento foi
alterada a cada semana, ja que era relativa & massa corporal dos animais.

Como os valores hematologicos e bioquimicos podem variar entre linhagens,
espécies e métodos de coleta de sangue, temos como valores de referéncia o
estudo de Melo et al. (2012) dos animais do biotério central da Universidade de
Sergipe e de Branco et al. (2011) dos animais do biotério da Universidade Federal
da Paraiba. Nossos resultados foram maiores nas variaveis de hemoglobina,
hemacias e hematdcritos com a administracdo de EPO exdgena. Assim,
comprovamos que a dose de 50 Ul/kg por massa corporal foi significativo para gerar
esses aumentos, 0 que era de se esperar pela sua funcdo de estimular a
eritropoiese.

Valores de VCM e HCM néo tiveram diferenca com a administracdo da
rHUEPO mostrando que o anélogo deste horménio ndo interfere, respectivamente,
no tamanho das heméacias (utilizado principalmente para diagndstico de anemia),
tampouco no peso da hemoglobina na hemacia.

O GCT apresentou uma bradicardia de repouso mais pronunciada
comparado com o GCS, confirmando dessa forma, como sendo um importante
marcador de adaptacdo ao treinamento fisico no sistema cardiovascular, mostrando
assim, a efetividade do protocolo de treinamento fisico utilizado em nosso estudo
(De ANGELIS et al.,, 2004; EVANGELISTA; BRUM; KRIEGER, 2003). O GET
mostrou uma tendéncia de queda na FC basal comparado com o GES, mas néo foi
significativo. Esses dados sdo apoiados pelo aumento do IP mostrados na tabela 2
da VFC, também significativo apenas na comparacdo GCT com GCS. Além disso, a
bradicardia pode ser explicada pelo aumento do indice HF, que é o componente
espectral modulado pelo SNP, ou seja, se ele estd aumentado, significa uma maior
modulacdo vagal, o que poderia explicar a queda da FC basal (CERUTTI, et al.,
1991). Percebe-se uma diminuicdo do TS do GCT em comparacdo com o GCS,
mostrando menor atividade simpatica no controle autonémico cardiaco (ABREU, et
al., 2009).

Ainda sobre a adaptacéo ao treinamento fisico, o GCT mostrou uma maior
hipertrofia cardiaca comparado com o GCS, comprovada pela massa cardiaca
relativa. Estudos j& demonstraram que o treinamento de natacdo aumenta essa
razdo (massa cardiaca/massa corporal) em até 31% em roedores (SCHAIBLE;

SCHEUER, 1981). Essa hipertrofia ocorre devido a sobrecarga de volume cardiaco,
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ou seja, aumento da pré-carga advinda do aumento do retorno venoso durante as
sessodes cronicas de exercicio fisico, induzindo assim o crescimento dos midcitos.

No protocolo utilizado de natacéo, a hipertrofia esta relacionada com a adicéo
em séries de sarcOmeros e consequente aumento em seu comprimento,
caracterizando-a de forma excéntrica (MEDEIROS, et al., 2004 e MAGALHAES, et
al., 2008), o que foi comprovado pelo aumento observado no didmetro dos ndcleos
dos cardiomiocitos no GCT em relacédo ao GCS.

N&do observamos diferencas na PAD nos grupos que receberam rHUEPO
comparado com o0s grupos controles, explicado pelo menor valor de LF da
variabilidade da PAD encontrado no GET comparado com o GCT, ou seja, uma
menor modulacdo simpética, ja que esse componente espectral coincide com as
ondas lentas da PA e tem sido postulado como marcador indireto da atividade
simpética vasomotora periférica modulada pela alca barorreflexa arterial (SILVA,
JANUARIO, 2005), podendo assim ter diminuido a resisténcia vascular periférica. A
PAM ndo apresentou diferencas significativas, pois essa variavel é de valor e
aplicacao clinica, além de estar bem relacionada com a PAD.

Em contrapartida, o GES apresentou maiores valores na PAS comparado
com o GCS, o que pode ser explicado pelo aumento da viscosidade sanguinea
observada em nosso estudo e a perda de vasodilatagdo induzida pela hipdxia
causada pelo uso da rHUEPO, sendo, portanto, um dos principais fatores deletérios
do uso desse analogo. Esse resultado corrobora com o que ja esta bem
estabelecido na literatura (NONNAST-DANIEL, et al.,, 1988; SCHAEFER, et al.,
1988), inclusive de ser um fator limitante de tratamento crénico com rHuUEPO
(VAZIRI, 1999).

Além disso, em micro vasos pode ocorrer a estagnagdo do sangue por essa
viscosidade aumentada, o que aumenta o risco de infarto do miocardio, convulsdes,
eventos tromboembolicos periféricos e embolia pulmonar (PETERS; SCHULZ;
MICHNA, 2002). Os valores de PAS no GET né&o foram significativamente menores
do que no GES, mostrando que a magnitude de reducdo da PA promovida pelo
treinamento fisico depende do grau da hipertensédo, o que estd de acordo com
resultados obtidos em humanos (BERMUDES, et al., 2004 e FORJAZ, et al., 2000) e
em modelos animais (GOESSLER, et al., 2015).

A massa relativa cardiaca foi menor no GET comparado com o GCT, ou seja,

o treinamento fisico ndo conseguiu desenvolver uma hipertrofia excéntrica, causada
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por sobrecarga de volume, possivelmente pelo aumento da viscosidade do sangue,
consequentemente, aumento da resisténcia vascular periférica, reduzindo o retorno
venoso para o coracao. Em contrapartida, o GES mostrou um aumento do diametro
dos nudcleos dos cardiomiocitos comparados com o GCS, demonstrando uma
hipertrofia ventricular, o que também pode ser explicado pela hiperviscosidade, em
uma tentativa de garantir uma adequada circulacéo periférica (PILOTO, et al., 2009).

Apesar da rHUEPO ter causado um aumento da PAS no GES, os dados da
sensibilidade barorreflexa cardiaca, independente da dosagem das drogas FEN e
NPS, ndo foram alterados. Ou seja, a EPO exdgena parece néo interferir no controle
reflexo da PA e, o aumento da PAS pelo aumento da viscosidade sanguinea néo foi
suficiente para provocar alteracfes nesses mecanismos.

Os resultados mais interessantes do trabalho sdo: o aumento do efeito vagal
para os grupos que receberam rHUEPO comparado com os grupos controles; o TV
aumentado no GET comparado com o GCT; e a diminuicdo do ISV nos GES e GET
comparados com seus respectivos grupos controles. O ISV é dado pela razédo entre
a FC basal e a FIMC que permite avaliar o balanco do TS e TV cardiaco, como
proposto por Goldberger (1999). Nesse sentido, os valores maiores que 1 no ISV
refletem predominio simpético, enquanto que valores menores que 1, predominio
vagal. Nossos dados mostraram uma diminui¢cdo da hiperatividade simpatica sobre o
coracao nos grupos que receberam rHUEPO e, além disso, um aumento da acéo
parassimpatica sobre o coracéo.

Uma possivel especulagdo para explicar esses fendmenos pode ser o
excesso de fibrose encontrado no coragao desses animais. Ambos os grupos GES e
GET apresentaram maiores porcentagens de areas com fibroses comparadas com
0s grupos controles. O miocéardio esta disposto em feixes e camadas de estrutura
complexa com intima relacdo com o tecido conectivo e com grande numero de
capilares. Esse tecido conectivo é rico em fibroblastos e, juntamente com os
cardiomiécitos, formam extensas redes no coragdo (EYNARD; VALENTICH,;
ROVASIO, 2011). Os cardiomidcitos possuem EpoR’s (VAN DER MEER, et al.,
2005) e, quando ativados, exercem funcdo antiapoptoética, anti-inflamatoria, pro-
regenerativa, pro-angiogénese e de diferenciacédo celular (JOHNSON, et al., 2006).
A expressao de EpoR’s € maior nos fibroblastos cardiacos do que nos midcitos,
sugerindo maior participacdo na modulacdo desse tecido aos efeitos da EPO

(PARSA, et al., 2004), assim, o aumento da fibrose nos grupos que receberam
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rHUEPO pode ser explicado por uma estimulagdo dos EpoR’s dos fibroblastos
presentes no coracao, levando a remodelacéo desse tecido (GOBE, et al., 2013). A
EPO funcionou como estimulo, (assim como lesdo do miocardio, estresse oxidativo,
alongamento mecanico e inflamacdo) para proliferacdo, migracdo e diferenciacao
dos fibroblastos em miofibroblastos, que produzem fatores de crescimento, citocinas,
proteases e matrix extracelular, desempenhando um papel fundamental no processo
de fibrose (YUE; XIE; NATTEL, 2011).

Acrescido a essa explicacao, é visto que os fibroblastos sdo capazes de se
acoplarem eletricamente com os cardiomidcitos (CAMELLITI, et al.,, 2004)
produzindo uma variedade de mudancas em suas propriedades de potencial de
acao (KOHL; NOBLE, 1996; FAHRENBACH; MEJIA-ALVAREZ; BANACH, 2007).
Fibroblastos modulam a atividade elétrica dos cardiomidcitos por despolarizacdo ou
hiperpolarizagdo dependendo dos valores relativos e de potencial de membrana
dessas células (YUE; XIE; NATTEL, 2011). A modulacédo da atividade elétrica dos
cardiomiécitos pelos fibroblastos ainda € desconhecida em modelos in vivo, embora
o grande numero de fibroblastos presentes no ndé sinoatrial sugere-se que sejam
importantes na regulacdo da atividade do marcapasso cardiaco (SHIRAISHI, et al.,
1992; CAMELLITI, et al., 2004).

Esses resultados explicam o aumento da FIMC encontrado no GES
comparado com o GCS, ou seja, a rHUEPO causou uma fibrose tecidual que
possivelmente afetou a atividade elétrica do coracéo. Estudos ja demostraram que a
fibrose prejudica a propagacao dos impulsos elétricos cardiacos por uma reducdo do
acoplamento de célula-a-célula e exercem um papel importante no desenvolvimento
de arritmias cardiacas como fibrilagdo e taquicardia ventricular (YUE; XIE; NATTEL,
2011).

No GET era esperado o aumento do TV comparado com 0S Qrupos
sedentarios, apesar de n&o ser significativo, mostrando uma adaptacdo do
treinamento fisico no aumento da acdo parassimpatica sobre o coragdo
(MEDEIROS, et al., 2004), porém, esse aumento por ter sido significativamente
maior no GET comparado com o GCT pode ser explicado por uma acao protetora,
na qual o organismo aumenta a acdo parassimpatica sobre o coracdo tentando
compensar essa disfuncéo na FIMC causada pela fibrose.

Por fim, também sao encontrados EpoR’s em epitélio tubulares proximais dos

rins (JOHNSON, et al.,, 2006) e a rHUEPO pode promover proliferacdo dessas
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células, melhorando danos agudos nessa regido, porém depois de 28 dias poés-
isquemia-reperfusdo com EPO constatou-se significante aumento na fibrose
intersticial, assim, a EPO pode causar a citoprotecdo do epitélio tubular, mas
também pode contribuir para estimular a fibrose intersticial (GOBE, et al., 2008).
Dados que foram corroborados com nosso estudo, no qual a fibrose renal foi
aumentada no GES e exacerbada no GET comparados com 0s grupos controles.

8 CONCLUSAO

A rHUEPO causou um aumento na PAS devido a hiperviscosidade sanguinea
e o treinamento fisico ndo foi capaz de atenuar esse aumento. N&o houve
hiperatividade simpéatica nem alteracdo na sensibilidade dos barorreceptores
periféricos. Pelo contrario, uma diminuicdo no componente LF da VPAD, comprova
uma menor modulacao simpatica vasomotora, na tentativa de diminuir a resisténcia
vascular periférica. Esta que, por sua vez, impediu o GET de desenvolver hipertrofia
fisiol6égica e causou, em contrapartida, hipertrofia cardiaca no GES na tentativa de
manter o fluxo para a periferia.

Além disso, a rHUEPO teve acao em receptores dos fibroblastos cardiacos e
renais, estimulando a proliferacdo e migracdo dessas células que sdo responsaveis
pelo processo de fibrose. No coracdo, essa situacdo possivelmente causou um
aumento da FIMC por afetar a atividade elétrica dos cardiomidcitos e na propagacao
desses impulsos elétricos, assim, na tentativa de proteger e reverter esse quadro
teve-se 0 aumento da acdo parassimpética sobre o coracao.

Por conseguinte, nds concluimos que a rHUEPO gerou uma alteracdo
autonébmica cardiaca, teoricamente, cardioprotetora, porém, acrescida de uma
situacao de fibrose ndo benéfica, logo, 0 uso do analogo da EPO deve-se levar em
consideracdo a soma de varios fatores que estado envolvidos em sua acdo, mesmo
porque, agravando a situacdo, o treinamento fisico ndo foi capaz de reverter
nenhuma alteracdo causada pela EPO.

Nesse sentido, mesmo a EPO tendo um potencial efeito ergogénico de
aumentar o aporte de oxigénio ao tecido muscular, (inclusive ser proibida pelo COI
por ser considerada doping, uma vez que melhora o desempenho em alguns
esportes), seu uso gera alguns efeitos adversos, estando eles relacionados com o

aumento da viscosidade sanguinea, consequente elevacdo dos hematdcritos,
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podendo desenvolver uma hipertensdo arterial, complicagbes tromboembdlicas,
hipertrofia ventricular, modificacbes deletérias cardiovasculares, aumentando

consideravelmente o risco de morte subita no esporte.
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SUMARIO DO PROJETO

1. OBJETIVOS (GERAL E ESPECIFICOS)

Geral: Avaliar os efeitos da administragfo cronica de rHUEPO (eritropoietina recombinante) e sua associacio
com o treinamento fisico na fun¢do autondmica cardiovascular em ratos Wistar.

Especificos: Avaliar em ratos Wistar os efeitos da administragio de rHUEPO e do treinamento fisico sobre:
- Peso corpéreo e indice de Lee;

- Par@metros basais da FC e da PA;

- Modulagdo autonémica cardiovascular por métodos da variabilidade da FC e da PA;

- Sensibilidade barorreflexa;

- T6nus autondmico cardiaco;

- Massa cardiaca.

2. JUSTIFICATIVA

Os mecanismos envolvidos na cardioprotegio induzida pela rHUEPO estdo relacionadas com efeijtos anti-
apoptoticos, anti-inflamatérios e angiogénicos. Estudos prévios, sobretudo, evidenciaram que a
administragio cronica da rHuEPO induziu alteragdes cardiovasculares, tais como hipertensiio arterial e
taquicardia em ratos. Nao foram encontradas informagdes referentes a alteragdes diretas da administragéio
cronica de rHuEPO sobre a fun¢fio autondmica cardiovascular, bem como os efeitos do treinamento fisico
sobre essas possiveis alteragdes em modelos animais.

3. MATERIAL E METODOS

Quarenta ratos Wistar machos de 7 semanas, pesando entre 200g ¢ 250g, provenientes do Biotério Central de
Ratos da Universidade de Campinas (UNICAMP), Rua 05 de junho, s/n — CEP.: 13083-877 - Cidade
Universitdria “Zeferino Vaz” — Campinas/SP. Os animais serfo transportados em caixas com tamanho de 41
x 34 x 18 em contendo maravalha e gua suficiente para o namero de animais (3-4 por caixas) pelo tempo de
viagem ou de acordo com as necessidades dos animais. Os mesmos serfio transportados em veiculo oficial da
UFTM contendo ar condicionado, também estarfio devidamente protegidos contra movimentos bruscos. Apos
a chegada dos respectivos animais ao laboratério de Fisiologia (onde ficarfio alojados até o final do
protocolo), os mesmos permanecerdo por um periodo de aclimatagdo as novas instalagdes e a equipe, as
condigdes clinicas serdo avaliadas antes do seu uso no projeto. Os animais serfo mantidos em 3 a 4 por caixa
de 41 x 34 x 18 cm, com maravalha estéril, durante todo o protocolo. As trocas serfio realizadas duas vezes
por semana ¢ diariamente serfio conferidos/repostos 4gua e ragio. Serdo mantidos em um ciclo claro/escuro
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de 12 horas (7:00/19:00), temperatura mantida por ar condicionado digital a 22°C. As salas de
experimentagdo terdo essas mesmas condigBes.

Apds as duas semanas de aclimatacdo, os animais passario por um protocolo de treinamento fisico de
natagdo por 8 semanas (com excegfo dos grupos sedentdrios) e receberdo 50 Ul/kg via subcutinea de
rHuEPO (Recormon®, Roche Pharmaceuticals) 3 x por semana (segunda, quarta e sexta) (com excecio dos
grupos controles), com 5 sessfes semanais e duragio de uma hora por dia. Assim, os animais serdo
distribuidos em quatro grupos experimentais de acordo com o tratamento a que serdo submetidos: 10 animais
do grupo sedentdrio controle (SC), 10 animais do grupo treinado controle (TC), 10 animais do grupo
sedentdrio eritropoietina (SE) e 10 animais do grupo treinado eritropoietina (TE)

O treinamento sera realizado em um tanque de vidro (100 cm x 50 ¢m x 60 cm), contendo agua aquecida a
30°C, £ 1°C a uma profundidade de 40 cm, para evitar que o animal apdie no funde do tanque com a cauda.
O tanque possui divisérias, de modo que cada animal nade em espagos individuais, evitando afogamento por
disputa de espago entre os animais. O protocolo foi delineado de modo para que a primeira semana seja
caracterizada como adaptagdo na qual, no primeiro dia (segunda-feira) os animais nadario por 10 minutos,
no segundo dia (terga-feira) por 20 minutos ¢ assim sucessivamente até o quinto dia (sexta-feira), em que
nadaréo por 50 minutos. J4 na segunda semana, os animais nadaréio por 60 minutos todos os dias (de segunda
a sexta-feira), porém haverd um aumento na intensidade do exercicio, utilizando-se pesos atados proximos as
caudas dos animais, de forma progressiva, ou seja, segunda-feira sera de 1% do peso corporal, na terca-feira
sera de 2% até concluir a semana na sexta-feira com 5% do peso corporal. Da terceira semana até a oitava, a
intensidade e a duragdo do treinamento serfio constantes: 60 minutos e carga de 5% do peso corporal atada &
cauda. Haverd uma nova pesagem dos animais no inicio da quarta semana para readequacio das cargas,
mantendo-se até o fim do protocolo (Medeiros et al., 2000). Para explicar melhor o protocolo segue a Tabela
1.

Tabela 1: Delineamento do protocolo de treino.

Semanas
1 2 3 4 5 & 7 8
Segundadeira | 10 min Ei[}; ;:uﬂ fo:}gzin 6%;:??& 6%;::“ '6%1}5;21‘{1 805;;&:3 ﬁﬂsg‘:in
Tera-feira 20 min 6% ;;En ﬁ% g:égw - B% Sé:iﬂ ﬁ{:lrJ ;:in G%L,Zm 605 ifzin 6% L}:in
Quartafeira | 30 min 6(}3;2%:1. %(Jg:f;m pesagern 6%;21?; 6{?5;:” S%i‘;‘:in G[}Ezfzm 60 ;:in
Quintateira | 40 min Sgrg}z‘m 605$En Sf)ﬁggin 6{35‘2“1 Gosézm G%gzm G%L};m
Sextadeira 50 min 8[;;21;1 8%2{;@{1 60 :jsin 6%‘;:” G%Efr.:in B%ifn 6%1;?”
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Os dois grupos onde serfio administrados o farmaco para este estudo receberfio a forma recombinante da
eritropetina (rHUEPO) na dose de 50 Ul/kg durante o mesmo periodo do protocolo de natagio. Assim, os
animais receberdo rHUEPO de segunda a sexta-feira, desde a primeira segunda-feira (1° semana) até a Ultima
sexta-feira (8* semana) de experimentagéo.

Um dia apds o término do protocolo de treinamento fisico, os animais ser&o submetidos ao procedimento
cirlirgico, em que serdo inicialmente anestesiados (Tiopental sédico, 40mg/kg, i.p.). Em seguida, cateteres de
polietileno serfio introduzidos na artéria femoral esquerda para registro direto da PA e veia femoral esquerda
para infusfio de drogas. Posteriormente, os cateteres serio exteriorizados para a regido dorsal dos ratos.
Imediatamente apos o procedimento cirdrgico, todos os animais receberfio via subcutinea, 2 mg/Kg do
analgésico Butorphanol, seguido por uma frequéncia de administragio a cada 4h até o periodo de 8§ horas
antes do inicio dos registros. Os animais serfio alojados em caixas individuais para recuperagio pos-
aperatorio. Apds 24 horas de recuperacio cirlrgica, o cateter arterial serd conectado a um transdutor de PA e
a um amplificador de sinais (Model 8805A, Hewlett-Packard, USA), onde o sinal serd convertido por placa
andlogo-digital (com frequéncia de amostragem — 1000 Hz) serd transferide a um sistema computadorizado
de aquisi¢do de dados (Agdados, Lynx Tec. Eletron. SA, So Paulo, Brasil) ¢ posteriormente armazenados
em computador. Os animais perinanecerdo em uma sala com ambiente tranquilo a uma temperatura de 27°C
por um periodo de adaptagfo de 15 minutos e em seguida serfio realizados registros continuos da PA pulsitil
por 30 minutos para obteng¢do dos valores basais da PA e FC.

Ap0s a obtengiio dos pardmetros basais, serd realizado o teste da sensibilidade barorreflexa cardiaca em
todos os animais, Este teste serd feito mediante a avaliagio das respostas bradicirdicas e taquicérdicas
reflexas geradas por elevagles e redugdes da PA induzidas pela administracio endovenosa de doses
alternadas e aleatorias de fenilefrina (FEN, 2 pg/ Kg) e nitroprussiato de sédio (NPS, 8 ng/ Kg),
respectivamente. Um intervalo de 5 minutos entre as doses sera dado para que a PA e FC retornem aos
valores basais. As magnitudes das bradicardias e taquicardias reflexas induzidas, respectivamente, pelas
respostas pressoricas da FEN ou depressoras do NPS serfo utilizadas no cilculo dos indices de sensibilidade
barorreflexa cardiaca.

Ap6s o protocolo de avaliagdo da sensibilidade barorreflexa cardiaca, sulfato de atropina (4 mg/Kg, i.v.) serd
administrada por via intravenosa para o bloqueio da agfo parassimpética sobre o coragdo. Quinze minutos
depois, cloridrato de propranolol (5Smg/Kg, i.v.) serd administrado para bloquear o sistema simpdtico e um
registro de mais 15 minutos serd feito. Em metade dos animais, para cada grupo experimental, a ordem de
bloqueio autondmico serd invertida. Tal procedimento permitird a quantificagfo do efeito simpdtico (ES) e
vagal (EV) cardiaco, bem como da frequéncia intrinseca de marcapasso cardiaco (FIMC) e do indice
simpato-vagal cardiaco(ISV). Apds o término dos protocolos experimentais, todos os animais serdo
eutanasiados com uma dose supra-anestésica do anestésico tiopental sédico (100 mg/kg). Em seguida os
corag3es dos animais serfio excisados e pesados para o cdlculo dos pesos absoluto e relativo.
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4. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE PARA O USO DE ANIMAIS

O uso de animais experimentais no presente estudo se justifica pela utilizagdo de métodos invasivos e pela
necessidade da analise de orgdo alvo (coragio), ao final do protocolo, necessariamente levando a eutandsia
destes animais.

5. DESCRICAO DOS DESCONFORTOS E RISCOS PARA OS ANIMAIS E !)ESCRICAO DAS
RESPECTIVAS MEDIDAS PREVENTIVAS E CURATIVAS QUANDO NECESSARIO

Os possiveis desconfortos para os animais poderfio ocorrer apds o procedimento cirGrgico. Para minimiza-
los, visando reduzir a dor ou possiveis agentes que envolvem inflamagdo excessiva e necrose, serdo
utilizados farmacos analgésicos (Butorphanol 2 mg / Kg via subcutdnea de 4/4 horas por 24 horas). Durante
os registros cardiovasculares 0s animais serfio mantidos livres nas caixas de origem com maravalha para
diminuir o estresse.

6. DESCRICAO DOS DESCONFORTOS E RISCOS PARA AS PESSOAS ENVOLVIDAS NA
PESQUISA ,

Os desconfortos e riscos que por ventura possa ocorrer como os membros que atuaram na presente pesquisa
(alergia, contato com o sangue do animal, contato com farmacos, etc.) serdo minimizados em virtude da
utilizagdio de equipamentos de proteciio individual pelos pesquisadores (jaleco, mascara, oculos, luvas
cirdrgicas, etc.), bem como pelo treinamento de manuseio de animais por técnicos especializados.

7. COMENTARIOS DO RELATOR QUANTO A ESTRUTURA DO PROTOCOLO

Protocolo bem estruturado e justificado, que obedece aos principios éticos para experimentagfo animal.

PARECER DA CEUA: Aprovado em (6/02/2015.

(O relatério anual ou final deverd ser encaminhado pelo Pesquisador um ano apds o inicio do processo).

Coordenadora da CEUA
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